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C o p y ri g h t D e cl a r a ti o n

T h e c o p yri g ht of t hi s t h e si s r e st s wit h t h e a ut h or. U nl e s s ot h e r wi s e i n di c at e d, it s c o nt e nt s ar e li c e n s e d u n d e r

a C r e ati v e C o m m o n s Attri b uti o n- N o n C o m m er ci al 4. 0 I nt e r n ati o n al li c e n s e ( C C B Y- N C). U n d er t hi s li c e n s e,

y o u m a y c o p y a n d r e di stri b ut e t h e m at eri al i n a n y m e di u m or f or m at. Y o u m a y al s o c r e at e a n d di stri b ut e

m o di fi e d v e r si o n s of t h e w o r k. T hi s i s o n t h e c o n diti o n t h at: y o u cr e dit t h e a ut h or a n d d o n ot u s e it, or a n y

d eri v ati v e w or k s, f or a c o m m er ci al p u r p o s e. W h e n r e u si n g o r s h ari n g t hi s w or k, e n s u r e y o u m a k e t h e li c e n s e

t er m s cl e a r t o ot h er s b y n a mi n g t h e li c e n s e a n d li n ki n g t o t h e li c e n s e t e xt. W h er e a w or k h a s b e e n a d a pt e d,

y o u s h o ul d i n di c at e t h at t h e w o r k h a s b e e n c h a n g e d a n d d e s c ri b e t h o s e c h a n g e s. Pl e a s e s e e k p e r mi s si o n

fr o m t h e c o p y ri g ht h ol d er f or u s e s of t hi s w o r k t h at ar e n ot i n cl u d e d i n t hi s li c e n s e o r p er mitt e d u n d er U K

C o p yri g ht L a w.
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S t a t e m e n t of O ri gi n ali t y

I h er e b y d e cl a r e t h at t hi s t h e si s i s m y o w n w or k a n d s ol el y a ut h or e d b y m e. T hi s i s t o t h e e x c e pti o n o n

f e e d b a c k a n d c o m m e nt s fr o m m y s u p er vi s or. T o t h e b e st of m y k n o wl e d g e d o e s n ot r e p r o d u c e o r pl a gi ari z e

t h e w or k of ot h e r s a n d n o ot h er s c o p yri g ht o r p r o p ri et ar y i d e a s ar e vi ol at e d wit hi n t hi s t h e si s. R ef er e n c e s t o

ot h er s w or k a n d i d e a s a r e pr o vi d e d a n d r e s ult s fr o m j oi nt r e s e ar c h a r e i n di c at e d w h er e a p pli c a bl e. Mi c h a el

A. Cr o n e a n d P a ul S. Fr e e m o nt c oll a b o r at e d o n w or k o n g r o u p t e sti n g a n d p erf o r m e d all i n vit r o p art s of

t h e r e s e a r c h.
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A b s t r a c t

C o m p ut ati o n al m et h o d s a r e a n e s s e nti al pill ar i n d e ri vi n g i nf or m ati o n fr o m bi ol o gi c al d at a w hi c h c a n i nf or m

p at h o g e n s ur v eill a n c e a n d di a g n o sti c s. M et a g e n o mi c s h a s gr e at p ot e nti al t o a d v a n c e o u r u n d er st a n di n g of

b a ct eri a a n d f o r s ur v eill a n c e a n d p er s o n ali z e d m e di ci n e. H o w e v e r, hi g h r e s ol uti o n t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n

a n d t h e a s si g n m e nt of g e n e s t o b a ct e ri al str ai n s still pr e s e nt m aj o r h ur dl e s. F o r vir u s e s, s ur v eill a n c e c a n

b e ai d e d b y gr o u p t e sti n g, w hi c h c a n g r e atl y r e d u c e t e sti n g r e s o ur c e s r e q ui r e d. Yet, n o cl e ar p at h w a y fr o m

m et h o d d e v el o p m e nt t o cli ni c al a p pli c ati o n e xi st s a n d t h e r e i s still m u c h p ot e nti al f or t h e or eti c al d e v el o p-

m e nt s i m p r o vi n g t h e i nf o r m ati o n g ai n e d f r o m gr o u p t e sti n g. T hi s t h e si s a d dr e s s e s t h e a b o v e p oi nt s i n t w o

p art s. Fir st, f oll o wi n g a b e n c h m ar ki n g st u d y of a v ail a bl e t o ol s, a n o v el m et a g e n o mi c st r ai n i d e nti fi c ati o n

t o ol i s d e v el o p e d. R e s ult s s h o w st at e- of-t h e- art p erf o r m a n c e o n si m ul at e d a n d m o c k m et a g e n o mi c d at a.

A d diti o n all y, a c c ur at e a s si g n m e nt of a c c e s s o r y g e n e s t o str ai n s i n m et a g e n o m e s u si n g t h e t o ol i s p o s si bl e.

S e c o n dl y, a n e w gr o u p t e sti n g d e c o d er i s d e v el o p e d a n d e v al u at e d wit hi n a n o v el v ali d ati o n fr a m e w o r k f or

hi g h-t hr o u g h p ut g r o u p t e sti n g v ali d ati o n. T hi s st u d y s h o w s t h e i n vitr o f e a si bilit y of gr o u p t e sti n g u si n g a

n o n- bi n ar y d e c o d e r. T h e p r e s e nt e d d e c o d e r r e pr e s e nt s a fir st st e p t o w ar d s d e si g ni n g a g r o u p t e sti n g d e c o d e r

f or m ulti pl e x e d g r o u p t e sti n g, a n d f ut ur e r e s e ar c h a v e n u e s ar e di s c u s s e d i n d et ail. Fi n all y, a n e x a ct e x pr e s si o n

f or e sti m ati n g pr e v al e n c e fr o m a rr a y t e sti n g d at a i s d e ri v e d. F o r t h e s a m e n u m b er of t e st s, t h e a rr a y t e sti n g

e sti m at or pr o v e s t o b e m o r e a c c u r at e t h a n i n di vi d u al t e sti n g. Alt o g et h e r, t hi s t h e si s c o ntri b ut e s v al u a bl e

n e w m et h o d s f o r t h e a n al y si s of m et a g e n o mi c s a n d gr o u p t e sti n g d at a. T h e m et a g e n o mi c s a p p r o a c h h a s

t h e p ot e nti al t o pr o vi d e n e w, i nt er p r et a bl e i n si g ht s i nt o b a ct e ri al str ai n s i n mi cr o bi o m e s a n d t h e g e n e s t h e y

c arr y. T h e w or k o n g r o u p t e sti n g a n d p r e v al e n c e e sti m ati o n s h o w s t h eir u s ef ul n e s s f or s ur v eill a n c e t e sti n g

a n d hi g hli g ht s t h e p ot e nti al of wi d e s pr e a d i m pl e m e nt ati o n of g r o u p t e sti n g i n p u bli c h e alt h a p pli c ati o n s.
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A c k n o wl e d g e m e n t s

Fir st a n d f o r e m o st, I w a nt t o t h a n k m y s u p er vi s o r L e o ni d C hi n d el e vit c h, wit h o ut w h o m t hi s pr oj e ct w o ul d

n ot h a v e b e e n p o s si bl e, f or pr o vi di n g c o nti n u o u s s u p p o rt, a d vi c e, a n d e x p erti s e. I al s o w a nt t o e x pr e s s m y

gr atit u d e t o w a r d s m y c o- s u p er vi s or, S a mir B h att. Mi c h a el A. Cr o n e a n d P a ul S. Fr e e m o nt w e r e o ut st a n di n g

c oll a b or at o r s d uri n g o ur gr o u p t e sti n g p r oj e ct s. T h e y pr o vi d e d v al u a bl e a d vi c e o n t h e i nt ri c a ci e s of P C R

t e sti n g a n d gr o u p t e sti n g i m pl e m e nt ati o n i n t h e l a b o r at o r y a n d c o n d u ct e d all of o u r i n vitr o e x p eri m e nt s t o

a n o ut st a n di n g st a n d ar d. I w a nt t o a c k n o wl e d g e H o o m a n Z a b eti, Ni c k D e xt er, I v a n L a u, a n d B e n A d c o c k

fr o m t h e Si m o n Fr a s er U ni v e r sit y f o r o ur fr uitf ul di s c u s si o n s o n gr o u p t e sti n g. S a nti a g o C a still o R a mı́ r e z f r o m

t h e N ati o n al A ut o n o m o u s U ni v er sit y of M e xi c o p r o vi d e d o n g oi n g a d vi c e o n t h e g e n o mi c s of A ci n et o b a ct e r

b a u m a n nii a n d I w a nt t o t h a n k hi m f o r t h e m a n y u s ef ul di s c u s si o n s o n d e v el o pi n g m o d el s f or st r ai n-l e v el

cl a s si fi c ati o n of m et a g e n o mi c d at a. M y d e e p e st g r atit u d e g o e s t o m y p ar e nt s f or all t h ei r s u p p o rt a n d al w a y s

b eli e vi n g i n m e. Wit h o ut t h e m, n o n e of t hi s w o ul d h a v e b e e n p o s si bl e. Fi n all y, I t h a n k all of m y fri e n d s a n d

f a mil y f or all t h eir s u p p o rt t hr o u g h o ut m y P h D, a c a d e mi c all y a n d p e r s o n all y.
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T o m y p ar e nt s, K a rl- H ei n z a n d B er b el.
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‘ T h e st o r y s o f a r:
I n t h e b e gi n ni n g t h e U ni v e r s e w a s c r e at e d. T hi s h a s m a d e a l ot of p e o pl e v e r y a n g r y a n d b e e n wi d el y r e g a r d e d
a s a b a d m o v e.’

– D o u gl a s A d a m s
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Li s t of T a bl e s

2. 1  O v e r vi e w of t h e e v al u at e d st r ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 5

2. 2 St ati sti c s f or a s s e m bli e s of t h e di ff e r e nt s p e ci e s. G e n o m e L e n gt h i s t h e l e n gt h of t h e g e n o m e s

i n n u cl e oti d e s. N c o u nt i s t h e n u m b er of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. # of G a p s i s t h e

n u m b er of g a p s (-) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h ort e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d t o

c o v e r o v er 5 0 % of t h e g e n o m e l e n gt h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b er of c o nti g s t h at n e e d t o b e

i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. # of C o nti g s i s t h e n u m b er of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si st of. #

O utli e r s s h o w s t h e n u m b er of a s s e m bli e s t h at a r e m o r e t h a n t h r e e st a n d ar d d e vi ati o n s a w a y

fr o m t h e m e a n f or e a c h m e a s u r e. T h e s a m e a s s e m bl y m a y b e a n o utli er o n m ulti pl e m e a s u r e s.

H e n c e, s o m e a s s e m bli e s m a y b e e x cl u d e d o n m ulti pl e gr o u n d s a n d t h e r o w t ot al s d o n ot a d d

t o t h e n u m b e r of e x cl u d e d a s s e m bli e s f or e a c h s p e ci e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 3

2. 3  P ar a m et e r s f or m et a g e n o mi c d at a g e n er ati o n. F or e a c h s p e ci e s 5 r e p e at s w e r e cr e at e d f or e v e r y

c o m bi n ati o n of p ar a m et e r s i n a r o w. S e e A p p e n di x T a bl e A 1 f o r m o r e d et ail s o n t h e i n di vi d u al

s a m pl e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8 5

2. 4 R e s ul t s f o r NI S T s a m pl e s. Tr u e a b u n d a n c e i n di c a t e s t h e p e r c e nt of t h e s a m pl e (i n cl u di n g all s p e ci e s ) t h e s t r ai n

of t h e s p e ci e s li s t e d i n t h e r o w m a k e s u p ( e. g. t h e A. b a u m a n nii s t r ai n m a k e s u p a t o t al of 2. 6 % of s a m pl e A ).

N o t e t h a t p e r c e nt a g e s n e e d n o t t o s u m t o o n e wi t hi n a s a m pl e, a s m o r e t h a n t h e li s t e d s p e ci e s a r e c o nt ai n e d

i n t h e s a m pl e. # i nf e r r e d s t r ai n s c ol u m n s h o w s t h e n u m b e r of s t r ai n s f o r t h e s p e ci e s e a c h t o ol i nf e r r e d ( o n e

s t r ai n w o ul d b e o p ti m al ). M a s h di ff e r e n c e i n di c a t e s t h e di ff e r e n c e b e t w e e n t w o M a s h di s t a n c e s. T h e fi r s t M a s h

di s t a n c e i s t h e mi ni m u m of t h e di s t a n c e s b e t w e e n t h e i nf e r r e d s t r ai n s a n d t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e. T h e s e c o n d

i s t h e mi ni m u m di s t a n c e b e t w e e n t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e a n d all s t r ai n s i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e fi r s t

m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e t h e e s ti m a t e d s t r ai n i s. T h e s e c o n d m e a s u r e s t h e M a s h di s t a n c e

o b t ai n e d b y t h e b e s t p o s si bl e i nf e r e n c e gi v e n t h e d a t a b a s e. A s s u c h t hi s c ol u m n m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e

b e s t p o s si bl e r e s ul t t h e i nf e r e n c e i s. Si mil a rl y, t h e W S D m e a s u r e s t h e s a m e di ff e r e n c e, h o w e v e r, t hi s ti m e f o r

t h e W S D of t h e i nf e r r e d p o p ul a ti o n t o t h e t r u e s t r ai n a n d t h e b e s t p o s si bl e W S D gi v e n t h e d a t a b a s e s t r ai n s.

I n t hi s m a n n e r, t h e n u m b e r of s t r ai n s i nf e r r e d i s t a k e n i nt o a c c o u nt. B ol d f o nt s i n di c a t e t h e b e s t p e rf o r mi n g

m o d el f o r a m e t ri c- s a m pl e- s p e ci e s c o m bi n a ti o n. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 2
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3. 1  P ar a m et e r s etti n g s u s e d f or m o d el t u ni n g. All di ff e r e nt c o m bi n ati o n s of t h e li st e d p a r a m et er

s etti n g s w er e u s e d. λ s = 1 ( w ei g ht of t h e s p ar sit y o bj e cti v e i n E q u ati o n s 3. 3 a n d 3. 1 2) a n d

K = 3 ( m a xi m u m n u m b e r of i nf err e d str ai n s) w er e u s e d a cr o s s m o d el s. Mi ni m u m z k i n di c at e s

t h at z k ≥ 1, z k ≥ 0 .9, o r z k ≥ 0 .5 i s a d d e d a s a c o n str ai nt. H e n c e, t h e i nf e r r e d str ai n s’

all eli c p r o fil e m u st m at c h at r ef er e n c e str ai n t o t h at p er c e nt a g e. A s r e mi n d e r, λ p w ei g h s

t h e i m p ort a n c e of mi ni mi zi n g t h e di ff e r e n c e b et w e e n o b s e r v e d a n d e sti m at e d n u cl e oti d e o r

r e a d pr o p orti o n s ( d e p e n di n g o n w h et h er a n u cl e oti d e- or all el e- b a s e d m o d el i s utili z e d), λ m

w ei g h s t h e t ot al mi s m at c h b et w e e n r e a d s a n d t h eir a s si g n e d g e n e v ari a nt, a n d λ d w ei g h s t h e

i m p o rt a n c e of t h e s et of g e n e v ari a nt s of t h e e sti m at e d str ai n s b ei n g cl o s e t o at l e a st o n e

r ef er e n c e str ai n. Fi n all y, mi s m at c h d et er mi n ati o n r ef e r s t o t h e ali g n m e nt p r o c e s s u s e d pri or

t o d et er mi n ati o n of t h e n u m b e r of mi s m at c h e s b et w e e n r e a d s a n d str ai n v ari a nt s, wit h r e a d s

eit h er b ei n g a d d e d t o t h e S C C G s M S A s, or r e a d s b ei n g ali g n e d i n di vi d u all y t o e a c h g e n e

v ari a nt vi a p ai r wi s e ali g n m e nt. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 2 5

4. 1  P ar a m et e r s etti n g s u s e d f or m o d el t u ni n g. λ s = 1 ( w ei g ht of t h e s p a r sit y o bj eti v e) a n d

γ m i n = 1 ( mi ni m u m n u cl e oti d e c o v er a g e) w er e u s e d a c r o s s m o d el s. λ p i s t h e w ei g ht f o r t h e

o bj e cti v e mi ni mi zi n g t h e mi s m at c h i n o b s e r v e d a n d e sti m at e d n u cl e oti d e pr o p orti o n s f or t h e

S C C G s. λ v w ei g h s t h e o bj e cti v e of m at c hi n g a s m a n y g e n e pr e s e n c e o r a b s e n c e o b s er v ati o n s

a s p o s si bl e. λ i i s t h e w ei g ht t h at d et e r mi n e s t h e i m p ort a n c e of t h e d e vi ati o n b et w e e n o b s e r v e d

a n d e sti m at e d pr o p orti o n s of a c c e s s or y g e n e s i n t h e o pti mi z ati o n. Fi n all y, λ t i s t h e w ei g ht

c orr e s p o n di n g t o t h e mi ni mi z ati o n of t h e n u m b er of g e n e s e sti m at e d f or t h e str ai n s t h at ar e

n ot c arri e d b y t h e s e st r ai n s i n t h e d at a b a s e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 4 8

4. 2  N u m b e r of c or e a n d a c c e s s o r y g e n e s f or t h e di ff e r e nt a n al y z e d s p e ci e s u s e d i n t h e fi n al v er si o n

of A P M. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 4

4. 3 R e s ul t s f o r NI S T s a m pl e s. Tr u e a b u n d a n c e i n di c a t e s t h e p e r c e nt of t h e s a m pl e (i n cl u di n g all s p e ci e s ) t h e s t r ai n

of t h e s p e ci e s li s t e d i n t h e r o w m a k e s u p ( e. g. t h e A. b a u m a n nii s t r ai n m a k e s u p a t o t al of 2. 6 % of s a m pl e A ).

N o t e t h a t p e r c e nt a g e s n e e d n o t t o s u m t o o n e wi t hi n a s a m pl e, a s m o r e t h a n t h e li s t e d s p e ci e s a r e c o nt ai n e d

i n t h e s a m pl e. # i nf e r r e d s t r ai n s c ol u m n s h o w s t h e n u m b e r of s t r ai n s f o r t h e s p e ci e s e a c h t o ol i nf e r r e d ( o n e

s t r ai n w o ul d b e o p ti m al ). M a s h di ff e r e n c e i n di c a t e s t h e di ff e r e n c e b e t w e e n t w o M a s h di s t a n c e s. T h e fi r s t M a s h

di s t a n c e i s t h e mi ni m u m of t h e di s t a n c e s b e t w e e n t h e i nf e r r e d s t r ai n s a n d t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e. T h e s e c o n d

i s t h e mi ni m u m di s t a n c e b e t w e e n t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e a n d all s t r ai n s i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e fi r s t

m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e i nf e r r e d s t r ai n t h e b e s t i nf e r r e d s t r ai n i s. T h e s e c o n d m e a s u r e s t h e M a s h di s t a n c e

o b t ai n e d b y t h e b e s t p o s si bl e i nf e r e n c e gi v e n t h e d a t a b a s e. A s s u c h t hi s c ol u m n m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e

b e s t p o s si bl e r e s ul t t h e i nf e r e n c e i s. Si mil a rl y, t h e W S D m e a s u r e s t h e s a m e di ff e r e n c e, h o w e v e r, t hi s ti m e f o r

t h e W S D of t h e i nf e r r e d p o p ul a ti o n t o t h e t r u e s t r ai n a n d t h e b e s t p o s si bl e W S D gi v e n t h e d a t a b a s e s t r ai n s.

I n t hi s m a n n e r, t h e n u m b e r of s t r ai n s i nf e r r e d i s t a k e n i nt o a c c o u nt. B ol d f o nt s i n di c a t e t h e b e s t p e rf o r mi n g

m o d el f o r a m e t ri c- s a m pl e- s p e ci e s c o m bi n a ti o n. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 6 0
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A 1  D et ail s of t h e 8 4 0 cr e at e d s a m pl e s. E a c h r o w c orr e s p o n d s t o f o ur s a m pl e s, o n e f or E. c oli ,

o n e f or A. b a u m a n nii , o n e f or M. t u b e r c ul o si s , a n d o n e f or L. m o n o c yt o g e n e s , t h at w er e c r e-

at e d wit h t h e s a m e p a r a m et er s. T h e s a m pl e r e a d s c ol u m n of e a c h s p e ci e s i n di c at e s t h e t ot al

n u m b er of p air e d e n d r e a d s i n t h e s a m pl e. C o v er a g e i n di c at e s t h e t ot al c o v er a g e a c r o s s all

str ai n s of t h e c or r e s p o n di n g s p e ci e s i n a s a m pl e. R el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e c ol u m n i n di c at e s

w h et h er all st r ai n s i n a s a m pl e h a d e q u al a b u n d a n c e ( E q u al) or w h et h er o n e str ai n h a d 0. 8

r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s h a vi n g e q u al p art s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e

a b u n d a n c e ( O n e D o mi n a nt Str ai n). T h e s a m e o r di ff e r e nt cl u st e r cl u st er c ol u m n d e s cri b e s

w h et h er all t h e st r ai n s i n a s a m pl e w er e s a m pl e d f r o m t h e s a m e cl u st er at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el,

or f r o m di ff er e nt o n e s. T h e str ai n s i n r ef er e n c e d at a b a s e c ol u m n i n di c at e s w h et h er t h e st r ai n s

i n t h e s a m pl e w er e al s o i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e pr o vi d e d t o t h e t o ol s ( Ye s) or n ot ( N o). . . 2 4 5
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Li s t of Fi g u r e s

1. 1 Ill u str ati o n of t h e si m pl e x m et h o d f or t w o v ari a bl e s x 1 a n d x 2 , wit h x 1 , x2 ≥ 0. ( A ) C o n str ai nt s

d e fi n e a n ar e a of f e a si bl e v al u e s f or x 1 a n d x 2 . H er e, e a c h li n e r e p r e s e nt s a c o n str ai nt a n d s oli d

p art s of t h e li n e s d eli n e at e t h e s p a c e w h er e b ot h x 1 a n d x 2 h a v e a f e a si bl e v al u e. ( B ) T h e

s p a c e of f e a si bl e v al u e s st a y s c o n v e x w h e n a d di n g a n e w c o n str ai nt. ( C ) T h e o pti m al o bj e cti v e

v al u e ζ = c x a c hi e v a bl e wit h all o w e d v ari a bl e v al u e s li e s at a v ert e x. ( D ) T h e si m pl e x m et h o d

st arti n g o ut at o n e v e rt e x (l o w er ri g ht) a n d pr o c e e di n g al o n g t h e v erti c e s u ntil t h e o pti m u m

i s r e a c h e d ( r e d d ot). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 4

1. 2 Ill u str ati o n of t h e br a n c h- a n d- b o u n d al g orit h m. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 8

1. 3 Ill u str ati o n of t h e c utti n g pl a n e m et h o d. Bl a c k d ot s r e pr e s e nt i nt e g e r v al u e d s ol uti o n s. ( A )

T h e o pti m al v al u e of t h e L P r el a x ati o n ( bl u e) i s n o n-i nt e g e r v al u e d. ( B ) I ntr o d u cti o n of a

c utti n g pl a n e (r e d li n e) m a ki n g t h e s ol uti o n t o t h e L P r el a x ati o n i nf e a si bl e, w hil e k e e pi n g all

i nt e g er v al u e d s ol uti o n s f e a si bl e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 9

1. 4  Arr a y t e sti n g ill u str ati o n. H e r e, e a c h c ell r e pr e s e nt s o n e s a m pl e f r o m a n i n di vi d u al. S a m pl e s

ar e gr o u p e d al o n g r o w s a n d c ol u m n s. T h e r e d c ell s r e pr e s e nt p o siti v e s a m pl e s, w hi c h c a u s e

t h ei r gr o u p s, m ar k e d wit h t hi c k b or d er s, t o t e st p o siti v e. A d e c o di n g m et h o d t h at d e cl a r e s

e v er y s a m pl e p o siti v e f or w hi c h all it s t e st s ar e p o siti v e t h e n i d e nti fi e s t w o t r u e p o siti v e s ( T P)

a n d t w o f al s e p o siti v e s ( F P). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 3
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1. 5 Ill u str ati o n of d- di sj u n ct n e s s. O n t h e l eft, t h e s a m e s a m pl e s a s i n Fi g ur e 1. 4 a r e p o siti v e a n d

i nf er r e d a s s u c h (l a b el e d T P). H o w e v e r, w e n o w al s o gr o u p s a m pl e s al o n g di a g o n al s, i n c r e a si n g

t h e di sj u n ct n e s s b y o n e. T hi s i s s h o w n f or o n e e x a m pl e t e st, w h er e t h e s a m pl e s i n t h at t e st

ar e m ar k e d i n bl u e. Si mil ar gr o u pi n g s ar e m a d e al o n g t h e ot h e r di a g o n al s ( w r a p pi n g a r o u n d

s u c h t h at s e v e n i n di vi d u al s a m pl e s ar e i n cl u d e d i n e a c h t e st a s al s o s h o w n f or t h e bl u e t e st).

T hi s di a g o n al t e st r e s ol v e s t h e f al s e p o siti v e s (l a b el e d F P i n Fi g ur e 1. 4) w hi c h a r e n o w l a b el e d

a s tr u e n e g ati v e s ( T N), b e c a u s e t h e di a g o n al t e st d o e s n ot i n cl u d e a n y p o siti v e s a m pl e s a n d

t h er ef or e t e st s n e g ati v e. H o w e v er, w e c a n a g ai n i n c ur f al s e p o siti v e s. T h e di sj u n ct n e s s of t h e

d e si g n wit h t h e di a g o n al t e st s i s t w o. W h e n w e h a v e t hr e e p o siti v e s a m pl e s, a s s h o w n i n t h e

ri g ht ill u str ati o n, w e c a n a g ai n i n c ur f al s e p o siti v e s. H er e, t h e t hir d p o siti v e s a m pl e ( a g ai n

i nf er r e d a s a t r u e p o siti v e a n d l a b el e d T P) i s c o nt ai n e d i n t h e di a g o n al t e st. T h e di a g o n al t e st

will t h e n t e st p o siti v e. T h e s a m pl e l a b el e d F P will t h e n al s o b e i n a p o siti v e r o w, a p o siti v e

c ol u m n, a n d a p o siti v e di a g o n al t e st a n d will b e a f al s e p o siti v e. . . . . . . . . . . . . . . . . 6 5

1. 6  E x a m pl e of P C R t e sti n g o ut c o m e s. E a c h c u r v e r e pr e s e nt s a t e st. T h e Ct v al u e of e a c h s a m pl e

i s i n di c at e d b y t h e d a s h e d li n e of t h e s a m e c ol or, m a r ki n g t h e p oi nt at w hi c h t h e fl u o r e s c e n c e

cr o s s e s t h e t hr e s h ol d. U nit s ar e ar bit r a r y. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6 7

2. 1  C o u ntr y of c oll e cti o n f or t h e a s s e m bli e s of t h e di ff er e nt s p e ci e s. ’ N o I nf or m ati o n’ c o u nt c o nt ai n s

all a s s e m bli e s wit h t h e f oll o wi n g l a b el s: ’ n ot d et er mi n e d’, ’ N ot d et e r mi n e d’, ’ u n k n o w n’, ’ U n-

k n o w n’, ’ n ot c oll e ct e d’, ’ N ot c oll e ct e d’, ’ mi s si n g’, ’ Mi s si n g’, ’ n ot a p pli c a bl e’, ’ N ot a p pli c a bl e’,

’ N ot A p pli c a bl e’, ’ n ot a v ail a bl e’, ’ n ot pr o vi d e d’, ’ n a n’. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 6

2. 2  C o u nt s of t h e i d e nti fi e d M L S T t y p e s f o r e a c h s p e ci e s s ort e d b y n u m b er of a p p e ar a n c e. Ti c k

l a b el s o n t h e x- a xi s i n di c at e t h e st r ai n t y p e. C o u nt i s t h e n u m b er of a s s e m bli e s wit h t h at

str ai n t y p e. A s s e m bli e s wit h o ut a n i d e nti fi e d str ai n t y p e ar e n ot s h o w n. . . . . . . . . . . . . 8 0

2. 3  C o u nt of a s s e m bli e s of A. b a u m a n nii a s si g n e d t o e a c h cl u st e r at t h e t h r e e cl u st eri n g l e v el s

( a s s e m bli e s cl u st er e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u st e r L e v el, 1 0 0 Cl u st e r

L e v el, a n d 5 0 0 Cl u st er L e v el, r e s p e cti v el y). Cl u st e r n u m b e r s ar e ar bit r a r y a n d n u m b eri n g

i n cr e a s e s l eft t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s w e r e l eft o ut f or vi si bilit y). . . . . . . . 8 2
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2. 4 R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s t o ol s. ( A ) F 1- s c o r e s, J S D s,

a n d W S D f o r t h e di ff e r e nt t o ol s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e

W S D f o r K r a k e n U ni q i n M. t u b e r c ul o si s w a s c o m p a r a ti v el y hi g h. F o r vi si bili t y of t h e r e s ul t s t h e y- a xi s h a s

b e e n t r u n c a t e d f o r t hi s fi g u r e, s u c h t h a t o u tli e r s a r e n o t s h o w n f o r K r a k e n U ni q.  Si mil a rl y, t h e s a m pl e s of

A. b a u m a n nii f o r w hi c h S t r ai n S c a n f ail e d t o r u n w e r e a s si g n e d a W S D of 1. 0 a n d a r e h e n c e al s o n o t s h o w n.

S h a d e d a r e a s of li n e pl o t s i n di c a t e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. F o r t h e b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of

b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t

i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el

a n al y si s ( s e e O u t c o m e M e a s u r e s s e c ti o n ). ( B ) E x p e c t e d W S D s f o r A. b a u m a n nii s a m pl e s f r o m 1 0 0 0 0 r a n d o m

c h oi c e s of p ai r e d s t r ai n p o p ul a ti o n s ( s e e O u t c o m e M e a s u r e s s e c ti o n ) c o m p a r e d t o t h e o b s e r v e d W S D s a c r o s s

s a m pl e s c o m p o s e d of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e s f o r t h e f o u r di ff e r e nt t o ol s. Li n e i n di c a t e s

m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m

t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. . . . . . . . . . . . . . . . . 9 2

2. 5 R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s t o ol s. ( A ) F 1- s c o r e s,

J S D s, a n d W S D f o r t h e di ff e r e nt t o ol s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e

d a t a b a s e.  F o r t h e b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s

e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e.

D o t s a r e o u tli e r s. W S D f o r A. b a u m a n nii d o e s n o t s h o w W S D s f o r S t r ai n S c a n f o r s a m pl e s w hi c h f ail e d t o

r u n. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el a n al y si s ( s e e O u t c o m e M e a s u r e s e c ti o n ). T h e W S D f o r

K r a k e n U ni q i n M. t u b e r c ul o si s a n d E. c oli w a s c o m p a r a ti v el y hi g h. F o r vi si bili t y of t h e r e s ul t s t h e y- a xi s h a s

b e e n t r u n c a t e d f o r t hi s fi g u r e. ( B ) T h e di ff e r e n c e b e t w e e n t h e mi ni m u m p o s si bl e di s t a n c e a n y e s ti m a t e d s t r ai n

h a s t o t h e t r u e s t r ai n e d c o nt ai n e d i n a s a m pl e a n d t h e mi ni m u m p o s si bl e di s t a n c e a c hi e v a bl e gi v e n all s t r ai n s

p r e s e nt i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e ( s e e t e x t f o r d e t ail s ). Y- a x e s a r e t r u n c a t e d f o r A. b a u m a n nii a n d E. c oli f o r

vi si bili t y. N o t e t h e di ff e r e n c e i n s c al e f o r t h e di ff e r e nt p a n el s f o r hi g h e r vi si bili t y. . . . . . . . . . . . . . . 9 3

2. 6 N u m b e r of s t r ai n s e s ti m a t e d f o r S t r ai n S c a n a n d S t r ai n G E ( A ) a c r o s s s p e ci e s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s

c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e (l ef t c ol u m n s ) a n d t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e

r ef e r e n c e d a t a b a s e ( ri g ht c ol u m n; si z e of ci r cl e s r e p r e s e nt f r a c ti o n of s a m pl e s ). ( B ) N u m b e r of s t r ai n s e s ti m a t e d

f o r K r a k e n U ni q a n d S t r ai n E s t c r o s s s p e ci e s f o r s a m pl e s wi t h s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e ( si z e

of ci r cl e s r e p r e s e nt f r a c ti o n of s a m pl e s ). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 6
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2. 7  Fi g u r e s s h o w r el ati o n s hi p s b et w e e n F 1 s c or e s, cl u st er si z e s a n d M a s h di st a n c e t h r e s h ol d s u s e d

f or c o m pl et e li n k a g e hi e r a r c hi c al cl u st e ri n g a cr o s s s p e ci e s f o r Str ai n S c a n a n d Str ai n G E. T h e

fir st fi g ur e s h o w s t h e F 1 s c o r e d e p e n di n g o n t h e M a s h di st a n c e t hr e s h ol d u s e d f o r cl u st e ri n g.

E a c h M a s h di st a n c e t hr e s h ol d r e s ult s i n a di ff e r e nt n u m b er of cl u st er s, w hi c h i s s h o w n i n t h e

s e c o n d fi g u r e. T h e t hir d fi g u r e t h e n s h o w s t h e F 1 s c or e s i n r el ati o n t o t h e n u m b er of cl u st e r s

t h at w e r e i nf e rr e d. N ot e h er e t h at t h e s a m e cl u st eri n g t h r e s h ol d i n t w o di ff e r e nt s p e ci e s c a n

l e a d t o di ff e r e nt n u m b er s of cl u st er s. H e n c e, t h e di ff er e n c e i n t h e n u m b e r of cl u st er s r e s ult s

ar e pl ott e d f o r i n t h e b ott o m p a n el. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 8

2. 8  R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e c o m bi n e d a cr o s s all

s p e ci e s f o r St r ai n S c a n a n d Str ai n G E, str ati fi e d b y n u m b er of str ai n s i n t h e s a m pl e s a s w ell a s

t ot al c o v er a g e. H e r e, all s a m pl e s i rr e s p e cti v e of t h e s p e ci e s m a ki n g u p t h e s a m pl e ar e a n al y z e d.

Si mil a rl y, s a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n

di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el. T h e c o v e r a g e s h o w n i s t h e t ot al c o v er a g e of t h e

s a m pl e, wit h b ot h s a m pl e s a n al y z e d t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all str ai n s a s w ell

a s t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g

str ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e. T h e hi g h p e rf or m a n c e

f or t h e 1-f ol d c o v e r a g e s a m pl e s c a n b e e x pl ai n e d b y t h e f a ct t h at o nl y si n gl e str ai n s a m pl e s

w er e si m ul at e d at 1-f ol d c o v e r a g e, w h er e a s hi g h e r c o v er a g e s a m pl e s w er e si m ul at e d f or s a m pl e s

c o nt ai ni n g 1, 2, 3, a n d 4 st r ai n s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 9

3. 1  Hi st o gr a m of n u m b er of st r ai n s g e n e s w er e f o u n d i n. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 9

3. 2 Ill u str ati o n of h o w g e n e s n ot s h ar e d b et w e e n str ai n s c a n s k e w t h e o b s e r v e d n u cl e oti d e pr o-

p orti o n s. T h e l a st si x l o ci ( h e r e a s s u m e d t o r e pr e s e nt a n a c c e s s or y g e n e) ar e o nl y pr e s e nt i n

str ai n B ( a ct u al n u cl e oti d e s o nl y ill u str ati v e). T hi s l e a d s t o all of t h e s e l o ci b ei n g o b s e r v e d at

a pr o p orti o n of 1. 0, e v e n t h o u g h str ai n B i s o nl y p r e s e nt at a r el ati v e a b u n d a n c e of 0. 3. . . . 1 1 1

3. 3  P erf o r m a n c e m et ri c s of all m o d el v a ri a nt s. E a c h m o d el v a ri a nt s’ p erf o r m a n c e i s a v er a g e d a cr o s s

s a m pl e s wit h 1, 2, a n d 3 str ai n s a n d di s pl a y e d b y a d ot. B o x pl ot s s h o w m o d el p erf o r m a n c e s

gr o u p e d b y t h ei r m o d el t y p e ( str ai n- mi xt ur e, n u cl e oti d e- mi xt ur e, cl u st er- all el e, a n d str ai n-

all el e m o d el; cl u st er- all el e m o d el n ot s h o w n f or W S D a s n o a s s e m bl y l e v el i nf e r e n c e i s pr o vi d e d).

Li n e s s h o w m e di a n a n d w hi s k e r s s h o w 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u artil e r a n g e. . . . . . . . . . . . . 1 2 6
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3. 4  Fi g u r e p r e s e nt s r e s ult s o n t h e 2 5 t e st d at a s et s f or t h e str ai n mi xt ur e m o d el. ( A ) A v er a g e

p erf or m a n c e m etri c s of st r ai n- mi xt ur e m o d el s wit h di ff er e nt p ar a m et e r s etti n g s o n t h e t e st

d at a s et. λ = λ p a n d c = γ m i n . ( B ) E x p e ct e d W S D f r o m r a n d o m p o p ul ati o n s wit h 1 t o

5 str ai n s e a c h a n d e sti m at e d W S D o bt ai n e d fr o m t h e b e st p e rf or mi n g st r ai n mi xt ur e m o d el

(λ p = 1 0 , γm i n = 1). ( C ) A NI b et w e e n e sti m at e d a n d tr u e st r ai n s a c r o s s all t e st s a m pl e s.

T ur q u oi s e s q u ar e s s h o w all-t o- all p ai r wi s e w h ol e g e n o m e a n d S C C G A NI f or all r ef e r e n c e

str ai n s. Bl u e tri a n gl e s i n di c at e A NI s b et w e e n e a c h e sti m at e d str ai n a n d t h e tr u e str ai n wit h

t h e hi g h e st S C C G A NI t o t h at e sti m at e d str ai n. R e d d a s h e d li n e i n di c at e s x = y . Hi st o gr a m s

s h o w t h e m ar gi n al di st ri b uti o n s of t h e w h ol e g e n o m e a n d S C C G A NI s of t h e e sti m at e d st r ai n s. 1 2 7

4. 1  N u m b e r of a s s e m bli e s / st r ai n s g e n e s o c c ur i n f or e a c h s p e ci e s. Hi st o gr a m u s e 1 0 0 bi n s e a c h.

H e n c e, t h e fi r st a n d l a st b a r d o n ot n e c e s s aril y r e p r e s e nt t h e n u m b e r of g e n e s pr e s e nt i n

o nl y o n e o r all str ai n s. A cl e ar di sti n cti o n b et w e e n t h e di stri b uti o n s c a n b e o b s er v e d, wit h

M. t u b e r c ul o si s a n d L. m o n o c yt o g e n e s s h o wi n g a m u c h hi g h e r n u m b er of g e n e s s h a r e d a cr o s s

m a n y or all str ai n s a n d o nl y f e w si n gl et o n s c o m p ar e d t o A. b a u m a n nii a n d E. c oli . T ot al

g e n e n u m b e r s w e r e si mil ar a c r o s s all s p e ci e s b e si d e s M. t u b e r c ul o si s f or w hi c h f e w er g e n e s w er e

i d e nti fi e d (A. b a u m a n nii : 8 5 6; E. c oli : 1 0 5 6; M. t u b e r c ul o si s : 5 7 1; L. m o n o c yt o g e n e s : 9 3 3). . 1 3 6

4. 2  A v er a g e M a s h di st a n c e s of str ai n s fr o m all ot h er str ai n s i n t h e s p e ci e s f or t h e f o ur a n al y z e d

s p e ci e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 3 8

4. 3  P erf o r m a n c e of t h e di ff e r e nt t e st e d m o d el s a cr o s s di ff er e nt t a x o n o mi c r e s ol uti o n s ( 1 0, 1 0 0, a n d

5 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s f or t h e i d e nti fi c ati o n of i n di vi d u al a s s e m bli e s) a c r o s s all p ar a m et e r

s etti n g s. A s s e m bl y l a b el o n x- a xi s i n di c at e s t h e a n al y si s w h er e r e c o v e r y of u ni q u e a s s e m bl y

g e n o m e s i s c o n si d er e d. E a c h li n e s h o w s t h e m e a n p erf or m a n c e a v er a g e d a cr o s s all p a r a m et er

s etti n g s f or t h e c or r e s p o n di n g m o d el a n d s a m pl e s. S h a d e d a r e a s h o w s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al a cr o s s p a r a m et er s etti n g s (i. e. e a c h d at a p oi nt c o rr e s p o n d s t o t h e m e a n p erf or m a n c e

of t h e m o d el wit h o n e s et of p ar a m et e r s a cr o s s all 2 0 s a m pl e s). . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 4 8

4. 4  P erf o r m a n c e c h ar a ct e ri sti c s of a c c e s s or y- pr o p o rti o n m o d el s wit h λ s = 0 .0 1 a n d λ s = 0 .1.

S h o w n a r e F 1- s c or e s ( A- D ) , a n d J S D s ( E- H ) at t h e di ff e r e nt l e v el s of cl u st eri n g ( 1 0 cl u st er s,

1 0 0 cl u st e r s, 5 0 0 cl u st er s, a n d a s s e m bli e s, i. e. n o cl u st eri n g). W S D at t h e a s s e m bl y l e v el i s

s h o w n i n ( J ) . F o r t h e b o x pl ot s, li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e,

a n d w hi s k er s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f u rt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s

t h e i nt er q u artil e r a n g e. D ot s ar e o utli e r s. ( I ) s h o w s t h e di ff er e n c e b et w e e n t h e e sti m at e d

n u m b er of str ai n s v er s u s t h e tr u e n u m b er of st r ai n s i n t h e s a m pl e s. Si z e of di a m o n d s i n di c at e s

t h e c o u nt of h o w oft e n t h e di ff er e n c e i s o b s er v e d. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 4 9

4. 5  M e a n n u m b e r of S C C G s f o r di ff er e nt n u m b e r of r a n d o ml y s a m pl e d a s s e m bli e s. E a c h n u m b er

of a s s e m bli e s w a s s a m pl e d 1 0 0 ti m e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 0



2 6 LI S T O F FI G U R E S

4. 6 ( A ) F 1- s c or e, pr e ci si o n, a n d r e c all f or i nf err e d g e n e c o nt e nt a cr o s s s a m pl e s. R e c all i s al m o st

p erf e ct, r e s ulti n g i n l o w vi si bilit y of b o x pl ot (li n e at 1). ( B ) Hi st o gr a m of p e r n u cl e oti d e

c o v e r a g e f o r tr u e p o siti v e a n d f al s e p o siti v e g e n e c all s. ( C ) N u m b er of tr u e a n d f al s e p o siti v e

g e n e s i nf err e d b y n u m b er of st r ai n s i n t h e s a m pl e. ( D ) F 1- s c or e b y n u m b er of str ai n s. . . . . 1 5 1

4. 7 ( A ) Hi st o gr a m f or tr u e a n d f al s e p o siti v e g e n e c all s b y g e n e v ari a bilit y, d e fi n e d a s t h e m e a n

of all-t o- all p air wi s e h a m mi n g di st a n c e s b et w e e n str ai n s. ( B ) Hi st o gr a m of di ff e r e n c e s i n

g e n e v ari a bilit y fr o m r a n d o ml y p er m ut e d g e n e s. Li n e i n di c at e s t h e o b s e r v e d m e a n di ff er e n c e

b et w e e n v a ri a bilit y i n tr u e a n d f al s e p o siti v e g e n e c all s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 2

4. 8  Pr o c e s si n g ti m e s f o r di ff er e nt n u m b e r of c o r e g e n e s i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e o n a l o g b a s e 2

s c al e. F o r t h e b o x pl ot s, li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e, a n d

w hi s k e r s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f u rt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s t h e

i nt er q u artil e r a n g e. D ot s a r e o utli er s. T h e bl u e li n e i n di c at e s o n e h o ur a n d t h e r e d li n e t e n

h o ur s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 3

4. 9  F 1- s c o r e s, J S D s, a n d W S D f or t h e A P M, St r ai n S c a n, a n d Str ai n G E f or t h e s a m pl e s m a d e u p of

str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e. S h a d e d a r e a s of li n e pl ot s i n di c at e 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al. F or t h e b o x pl ot s, li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e, a n d

w hi s k e r s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f u rt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s

t h e i nt er q u a rtil e r a n g e. D ot s ar e o utli e r s. W S D f or A. b a u m a n nii d o e s n ot s h o w W S D s f or

Str ai n S c a n f or s a m pl e s w hi c h f ail e d t o r u n. A s s e m bli e s l a b el o n x- a xi s i n di c at e s a s s e m bl y l e v el

a n al y si s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 5

4. 1 0 N u m b e r of i nf err e d st r ai n s v er s u s tr u e str ai n s f or Str ai n S c a n, Str ai n G E, a n d t h e A P M o n

( A- D ) t h e s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e a n d ( E- H ) t h e

s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s n ot c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e. . . . . . . . . . . . . . . 1 5 6

4. 1 1 ( A ) F 1- s c o r e s, J S D s, a n d W S D f o r t h e A P M, S t r ai n S c a n, a n d S t r ai n G E f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s

n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. S h a d e d a r e a s of li n e pl o t s i n di c a t e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. F o r t h e

b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e

d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. W S D

f o r A. b a u m a n nii i s t r u n c a t e d o n t h e y- a xi s t o i n c r e a s e vi si bili t y. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y

l e v el a n al y si s. ( B ) F 1- s c o r e s f o r a c c e s s o r y g e n e a s si g n m e nt i n s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e

r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s s p e ci e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 5 7

4. 1 2 Tr u e a n d f al s e p o siti v e g e n e c all s a s w ell a s pr e ci si o n of g e n e c alli n g d e p e n di n g o n e - v al u e u s e d

f or B L A S T s e ar c h i n Pr o k k a f or t h e i s ol at e or g a ni s m i n t h e s a m pl e s f o r A. b a u m a n nii , E. c oli ,

a n d L. m o n o c yt o g e n e s i n NI S T m o c k m et a g e n o mi c d at a. N ot e t h e di ff er e nt i n s c al e s b et w e e n

t h e fi g ur e s t o all o w f o r b ett er vi si bilit y. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 6 1
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5. 1 ( A- G ) A b s ol ut e err or of e sti m at e d p r e v al e n c e fr o m tr u e pr e v al e n c e f or e a c h tr u e p r e v al e n c e

f or gr o u p si z e 9 ar r a y t e sti n g a n d i n di vi d u al t e sti n g wit h a t ot al of 3 6 0 t e st s at v a r yi n g

s e n siti viti e s a n d s p e ci fi citi e s. Li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e,

a n d w hi s k er s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f u rt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s

t h e i nt er q u artil e r a n g e. D ot s a r e o utli er s. ( H ) M e a n a b s ol ut e err or b et w e e n tr u e a n d e sti m at e d

pr e v al e n c e f or ar r a y t e sti n g a n d i n di vi d u al t e sti n g a g gr e g at e d a cr o s s di ff er e nt s e n siti viti e s a n d

s p e ci fi citi e s. Li n e s h o w s t h e m e a n a n d s h a d e d ar e a t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 1 7 2

5. 2 ( A- G ) A b s ol ut e e rr or of e sti m at e d p r e v al e n c e f or gr o u p t e sti n g wit h w r o n g s e n siti vit y a n d

s p e ci fi cit y e sti m at e, a s w ell a s gr o u p t e sti n g a n d i n di vi d u al t e sti n g wit h c or r e ct s e n siti vit y a n d

s p e ci fi cit y e sti m at e. F o r t h e wr o n g e sti m at e s, e sti m at e s w e r e S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5 f or t h e

tr u e v al u e s S e = 0 .9 9 , Sp = 0 .9 9 a n d S e = 0 .9 9 , Sp = 0 .9 9 f o r S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5. Li n e

i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e, a n d w hi s k er s e xt e n d t o i n cl u d e t h e

d at a p oi nt f urt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt er q u artil e r a n g e. D ot s a r e

o utli e r s. ( H ) P e r c e nt bi a s of g r o u p t e sti n g e sti m at o r s wit h c orr e ct a n d i n c o rr e ct s e n siti vit y

a n d s p e ci fi cit y e sti m at e s f or di ff er e nt u n d e rl yi n g pr e v al e n c e r at e s. N ot e t h at t h e m a xi m u m

n e g ati v e bi a s i s 1 0 0 % d u e t o t h e l o w e r li mit of a p r e v al e n c e of 0. Li n e s h o w s t h e m e a n a n d

s h a d e d a r e a t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 7 3

5. 3  Gr o u p t e sti n g p erf o r m a n c e a c r o s s di ff er e nt p r e v al e n c e r at e s wit h di ff e r e nt n u m b er of g r o u p

t e sti n g r o u n d s. E a c h gr o u p t e sti n g r o u n d w a s o n e arr a y t e sti n g d e si g n wit h 1 8 t e st s a n d

8 1 s a m pl e s. ( A ) V ari a n c e of t h e p o st eri or di stri b uti o n. ( B ) A b s ol ut e er r or fr o m t h e t r u e

pr e v al e n c e. I n b ot h pl ot s li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e, a n d

w hi s k e r s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f urt h e st f r o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s

t h e i nt er q u artil e r a n g e. D ot s a r e o utli e r s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 7 4

5. 4  C o m p a ri s o n of pr e v al e n c e e sti m ati o n a c r o s s di ff e r e nt arr a y t e sti n g d e si g n s of si z e 1 6, 6 4, a n d

2 5 6 wit h 3 2 0 t e st s i n t ot al. N i n di c at e s t ot al n u m b er of s a m pl e s t e st e d. a n d T t h e n u m b e r of

t e st s. Al s o s h o w n i s N = 8 1 , T = 3 6 0 , Se = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 9 f or c o m p ari s o n of pr e vi o u s r e s ult s.

( A ) E sti m at e d v er s u s tr u e pr e v al e n c e. ( B ) A b s ol ut e e r r or b et w e e n t h e e sti m at e d a n d tr u e

pr e v al e n c e. I n b ot h pl ot li n e i n di c at e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u artil e, a n d

w hi s k e r s e xt e n d t o i n cl u d e t h e d at a p oi nt f u rt h e st fr o m t h e m e di a n t h at i s wit hi n 1. 5 ti m e s t h e

i nt er q u artil e r a n g e. D ot s ar e o utli e r s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 7 5
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6. 1 Ill u str ati o n of a ( 4 9, 7, 4)- m ulti p o ol. E a c h c ell i s o n e i n di vi d u al s a m pl e. C ell s c ol or e d i n o n e

c ol or i n di c at e m e m b er s hi p i n t h e s a m e g r o u p. T o p r o w di s pl a y s g r o u pi n g s al o n g r o w s, wit h

all s a m pl e s i n o n e r o w gr o u p e d i nt o o n e g r o u p t e st (t o g et h er, t h e r o w gr o u pi n g s c o rr e s p o n d t o

t h e g × N s u b m at ri x of M f or j = 1). S e c o n d r o w di s pl a y s gr o u p t e st a g ai n st t h e fir st di a g o n al

a n d t h e t hir d r o w gr o u p t e st s al o n g t h e s e c o n d di a g o n al. N ot e t h e a cti o n of t h e c y cli c s hift,

w hi c h c o rr e s p o n d s t o t h e gr o u p t e st m e m b er s hi p of t h e s a m pl e s b ei n g s hift e d ri g ht, wr a p pi n g

ar o u n d t o t h e l eft si d e of t h e arr a y. T h e f o urt h r o w i n di c at e s gr o u pi n g of s a m pl e s i nt o gr o u p

t e st s al o n g c ol u m n s. T a ki n g o nl y r o w a n d c ol u m n t e st s c o rr e s p o n d s t o arr a y t e sti n g. S a m pl e s

ar e gr o u p e d i nt o o n e r o w, o n e c ol u m n, a n d o n e of t h e di a g o n al t e st s e a c h, ill u str at e d i n t h e

e x a m pl e of o v erl ai d gr o u p s. H er e, e a c h c ell c ol or e d i n t h e s a m e c ol or i n di c at e s t h e s a m e t e st

wit h m ulti pl e c ol or s i n di c ati n g m e m b e r s hi p i n t w o o r m o r e of t h e ill u st r at e d t e st s. T h e ot h e r

gr o u p s ar e cr e at e d b y s hifti n g t h e s h o w n g r o u p s h ori z o nt all y ( or v e rti c all y f o r t h e or a n g e

gr o u p), a n d c ell s wr a p pi n g ar o u n d g o t o t h e fir st (l eft) c ol u m n w h e n t h e y w o ul d p a s s b e y o n d

t h e l a st (ri g ht) c ol u m n a s ill u str at e d i n t h e fir st f o ur r o w s of t h e fi g u r e. . . . . . . . . . . . . 1 8 2

6. 2 ( A ) Ill u str ati o n of a d e c o di n g it er ati o n. I n e a c h it e r ati o n i a st at u s v e ct o r ω i i n di c ati n g

p o siti vit y of t h e i n di vi d u al s a m pl e s i s r a n d o ml y c h a n g e d i n o n e p o siti o n fr o m p o siti v e ( 1) t o

n e g ati v e ( 0), or vi c e v er s a. T h e r e s ulti n g st at u s v e ct or ω i + 1 i s u s e d a s b a si s f o r a m a xi m u m

a p o st e ri o ri o pti mi z ati o n of t h e i n di vi d u al Ct v al u e s ( h er e, t h e p a r a m et er s of a r e d e n ot e d i n

t h e g e n er al f or m Θ). B a s e d o n t h e s e i n di vi d u al Ct v al u e s, e x p e ct e d g r o u p t e st r e s ult s a r e

pr e di ct e d a n d w e o bt ai n a m e a n s q u ar e d er r o r b et w e e n t h e s e e x p e ct e d t e st r e s ult s a n d t h e

o b s er v e d o n e s. B a s e d o n t hi s m e a n s q u ar e d e rr or s’ di ff e r e n c e t o t h e m e a n s q u ar e d e rr or i n t h e

pr e vi o u s it e r ati o n a s w ell a s a t e m p e r at ur e t h at d e cli n e s wit h e v er y it er ati o n w e d et e r mi n e t h e

pr o b a bilit y of a c c e pti n g t h e pr o p o s e d st at u s v e ct or ω i + 1 or r ej e cti n g it a n d c o nti n ui n g wit h

t h e c ur r e nt st at u s v e ct or ω i . T h e d e cli ni n g t e m p e r at ur e at e v er y it er ati o n e ff e cti v el y c a u s e s

t h e f u n cti o n of t h e a c c e pt a n c e pr o b a bilit y t o b e c o m e st e e p er, s u c h t h at w e a c c e pt al m o st all

pr o p o s al s i n t h e b e gi n ni n g, b ut a r e m or e stri ct i n t h e e n d, a c c e pti n g o nl y i m p r o v e m e nt s i n t h e

m e a n s q u ar e d err o r ( n e g ati v e di ff er e n c e s, f or w hi c h t h e f u n cti o n i s al w a y s e q u al t o 1). T h e

st at u s v e ct o r aft e r 5 0 0 it er ati o n s ( wit h 1 0 it e r ati o n s at e a c h t e m p e r at ur e) i s t h e n u s e d t o i nf e r

t h e p o siti v e s a m pl e s. ( B ) C h a n g e i n a c c e pt a n c e pr o b a biliti e s f or di ff er e nt t e m p er at u r e s wit h

t e m p er at ur e d e c r e a si n g fr o m l eft t o ri g ht pl ot s. Fi g ur e a n d c a pti o n t a k e n fr o m U n r u h et al. 1 . 1 8 9
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6. 3 Ill u str ati o n of t h e a p pr o a c h of s etti n g e a c h n e g ati v el y i nf er r e d it e m t o a mi ni m u m Ct v al u e t o

c h e c k w h et h er a l o w Ct v al u e m a y b e o b s c ur e d b y hi g h e r ot h er Ct v al u e s. Fir st, t h e si m ul at e d

a n n e ali n g pr o c e s s i nf er s t h e p o siti v e s fr o m t h e p ot e nti al p o siti v e s t h at ar e i n p o siti v e r o w a n d

c ol u m n t e st s ( s a m pl e s A, B, C, a n d D). I n t hi s e x a m pl e, s a m pl e A i s i nf er r e d wit h a n i n di vi d u al

Ct v al u e of 2 1 a n d s a m pl e D i s i nf e rr e d wit h a n i n di vi d u al Ct v al u e of 2 4 ( m ar k e d i n r e d).

We al s o o bt ai n pr e di ct e d t e st o ut c o m e s Ŷ 1 . I n t h e n e xt st a g e, t h e s a m pl e s n ot i nf err e d a s

p o siti v e ( s a m pl e s B a n d C) ar e i n di vi d u all y s et t o a Ct v al u e of 3 0. F or e x a m pl e, i n t h e l eft

mi d dl e p a n el, s a m pl e B i s s et t o a Ct v al u e of 3 0. We a g ai n i nf e r t h e pr e di ct e d t e st o ut c o m e s

Ŷ 2 , n o w a s s u mi n g s a m pl e B i s p o siti v e wit h a n i n di vi d u al Ct v al u e of 3 0. H er e, w e o b s er v e

t h at t h e n e w pr e di ct e d t e st o ut c o m e s di ff er m or e t h a n ϵ fr o m t h e i niti all y i nf err e d o n e s (i. e.

|Ŷ 2 − Ŷ 1 | > ϵ ). H e n c e, s a m pl e B c o ul d n ot h a v e b e e n hi d d e n b y s a m pl e s A a n d B a n d i s

i nf er r e d a s n e g ati v e. We a g ai n d o t h e s a m e f or s a m pl e C, di s pl a y e d i n t h e ri g ht p a n el. N ot e

t h at h er e s a m pl e B i s a g ai n a s s u m e d t o b e n e g ati v e. We a g ai n e sti m at e t h e n e w t e st o ut c o m e s

Ŷ 3 a n d o b s er v e t h at |Ŷ 3 − Ŷ 1 | ≤ ϵ . H e n c e, w e i nf er t h at if s a m pl e C h a d a l o w i n di vi d u al

Ct v al u e it c o ul d b e hi d d e n b y t h e hi g h e r Ct v al u e s of A a n d B a n d w e i nf er it a s p o siti v e.

Alt o g et h er, w e t h e n ar ri v e at t h e fi n al i nf er e n c e, w h e r e s a m pl e s A, C, a n d D ar e i nf err e d a s

p o siti v e, b ut s a m pl e B i s i nf er r e d a s n e g ati v e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 9 1

6. 4  P erf o r m a n c e c h ar a ct e ri sti c s of C O M P a n d gt M A P f or i n sili c o si m ul ati o n s f o r a 3- di sj u n ct

gr o u p t e sti n g d e si g n ( n = 8 1) wit h di ff e r e nt n u m b er s of p o siti v e s a m pl e s.  P P V i s t h e

p o siti v e pr e di cti v e v al u e ( t r u e p o si ti v e s
t r u e p o si ti v e s +f al s e p o si ti v e s ) a n d N P V t h e n e g ati v e p r e di cti v e v al u e

( t r u e n e g a ti v e s
t r u e n e g a ti v e s +f al s e n e g a ti v e s ). A c c u r a c y i s d e fi n e d a s t r u e p o si ti v e s + t r u e n e g a ti v e s

p o si ti v e s + n e g a ti v e s , i. e. t h e t ot al

n u m b er of p o siti v e i d e nti fi c ati o n s o ut of all s a m pl e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 9 4

6. 5 ( A ) S e n si ti vi t y a n al y si s s h o wi n g n u m b e r of f al s e p o si ti v e s a n d f al s e n e g a ti v e s p e r 1 0 0 p o si ti v e a n d n e g a ti v e

s a m pl e s, r e s p e c ti v el y, f o r C O M P a n d g t M A P d e p e n di n g o n t h e n u m b e r of p o si ti v e s a m pl e s i n a g r o u p t e s ti n g

r o u n d. ( B ) R O C c u r v e s f o r g t M A P d e c o di n g u si n g di ff e r e nt d e ci si o n t h r e s h ol d s (i n c r e a si n g f r o m l ef t t o ri g ht )

a n d di ff e r e nt n u m b e r of p o si ti v e s. Bl a c k ‘ +’ i n di c a t e a d e ci si o n t h r e s h ol d of 0. 5. . . . . . . . . . . . . . . 1 9 5

A 1  C o u nt of a s s e m bli e s of E. c oli a s si g n e d t o e a c h cl u st er at t h e t hr e e cl u st eri n g l e v el s ( a s s e m bli e s

cl u st er e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u st er L e v el, 1 0 0 Cl u st er L e v el, a n d

5 0 0 Cl u st er L e v el, r e s p e cti v el y). Cl u st er n u m b e r s ar e a r bitr ar y a n d n u m b eri n g i n c r e a s e s l eft

t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s w er e l eft o ut f or vi si bilit y). . . . . . . . . . . . . . . . 2 4 6

A 2  C o u nt of a s s e m bli e s of M. t u b e r c ul o si s a s si g n e d t o e a c h cl u st e r at t h e t hr e e cl u st e ri n g l e v el s

( a s s e m bli e s cl u st er e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u st e r L e v el, 1 0 0 Cl u st e r

L e v el, a n d 5 0 0 Cl u st er L e v el, r e s p e cti v el y). Cl u st e r n u m b e r s ar e ar bit r a r y a n d n u m b eri n g

i n cr e a s e s l eft t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s w e r e l eft o ut f or vi si bilit y). . . . . . . . 2 4 7
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A 3  C o u nt of a s s e m bli e s of L. m o n o c yt o g e n e s a s si g n e d t o e a c h cl u st er at t h e t hr e e cl u st eri n g l e v el s

( a s s e m bli e s cl u st er e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u st e r L e v el, 1 0 0 Cl u st e r

L e v el, a n d 5 0 0 Cl u st er L e v el, r e s p e cti v el y). Cl u st e r n u m b e r s ar e ar bit r a r y a n d n u m b eri n g

i n cr e a s e s l eft t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s w e r e l eft o ut f or vi si bilit y). . . . . . . . 2 4 8

A 4  A s s e m bl y st ati sti c s f or A. b a u m a n nii . G e n o m e L e n gt h i s t h e l e n gt h of t h e g e n o m e s i n n u-

cl e oti d e s. N c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b er of G a p s i s

t h e n u m b er of g a p s (-) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h ort e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d

t o c o v er o v er 5 0 % of t h e g e n o m e l e n gt h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h at n e e d t o b e

i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b er of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si st

of. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 4 9

A 5  A s s e m bl y st ati sti c s f o r E. c oli . G e n o m e L e n gt h i s t h e l e n gt h of t h e g e n o m e s i n n u cl e oti d e s. N

c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b e r of G a p s i s t h e n u m b e r of

g a p s (-) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h ort e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v er o v er

5 0 % of t h e g e n o m e l e n gt h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h at n e e d t o b e i n cl u d e d t o

r e a c h t h e N 5 0. N u m b er of C o nti g s i s t h e n u m b er of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si st of. . . . . . 2 5 0

A 6  A s s e m bl y st ati sti c s f o r M. t u b e r c ul o si s . G e n o m e L e n gt h i s t h e l e n gt h of t h e g e n o m e s i n n u-

cl e oti d e s. N c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b er of G a p s i s

t h e n u m b er of g a p s (-) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h ort e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d

t o c o v er o v er 5 0 % of t h e g e n o m e l e n gt h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h at n e e d t o b e

i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b er of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si st

of. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 5 1

A 7  A s s e m bl y st ati sti c s f or L. m o n o c yt o g e n e s . G e n o m e L e n gt h i s t h e l e n gt h of t h e g e n o m e s i n

n u cl e oti d e s. N c o u nt i s t h e n u m b er of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b er of G a p s i s

t h e n u m b er of g a p s (-) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h ort e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d

t o c o v er o v er 5 0 % of t h e g e n o m e l e n gt h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h at n e e d t o b e

i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b er of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si st

of. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 5 2

A 8 I nf er r e d n u m b e r of str ai n s b y K r a k e n U ni q f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e

r ef er e n c e d at a b a s e. Si z e of ci r cl e r e pr e s e nt s fr a cti o n of s a m pl e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 5 3

A 9 I nf er r e d n u m b er of st r ai n s b y St r ai n E st f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er-

e n c e d at a b a s e. Si z e of cir cl e r e p r e s e nt s fr a cti o n of s a m pl e s. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 5 4



LI S T O F FI G U R E S 3 1

A 1 0 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y n u m b e r of str ai n s i n t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt c o v er a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all st r ai n s a s w ell a s

t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r

h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d er r o r b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . 2 5 5

A 1 1 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e c o m bi n e d

a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, st r ati fi e d b y n u m b er

of st r ai n s i n t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s ori gi n ati n g i n

t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h di ff er e nt

c o v e r a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all st r ai n s a s w ell a s t h e

s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n.

B ar h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 2 5 6

A 1 2 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y n u m b e r of str ai n s i n t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt c o v er a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all st r ai n s a s w ell a s

t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r

h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d er r o r b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . 2 5 7

A 1 3 R e s ult s f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y n u m b e r of str ai n s i n t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt c o v er a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all st r ai n s a s w ell a s

t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r

h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d er r o r b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . 2 5 8



3 2 LI S T O F FI G U R E S

A 1 4 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e t ot al c o v er a g e of t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or

all str ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h

t h e r e m ai ni n g st r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n a-

l y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf or m a n c e a n d er r or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 5 9

A 1 5 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e c o m bi n e d

a cr o s s all s p e ci e s f or Str ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d b y t h e t ot al

c o v e r a g e of t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e

s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b e r s

of c o n stit u e nt st r ai n s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all str ai n s a s w ell a s

t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r

h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d er r o r b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . 2 6 0

A 1 6 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e t ot al c o v er a g e of t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or

all str ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h

t h e r e m ai ni n g st r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n a-

l y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf or m a n c e a n d er r or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 1

A 1 7 R e s ult s f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e t ot al c o v er a g e of t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s

ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h

di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or

all str ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h

t h e r e m ai ni n g st r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n a-

l y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf or m a n c e a n d er r or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 2



LI S T O F FI G U R E S 3 3

A 1 8 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, St r ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d St r ai n E st, str ati fi e d b y

t h e r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all str ai n s h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e.

I n t h e d o mi n a nt st r ai n s a m pl e s o n e str ai n’ s r el ati v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wit h all ot h er st r ai n s

b ei n g e q u all y di stri b ut e d a cr o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h

s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s

w ell a s s a m pl e s wit h di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s a n d c o v er a g e s. B a r h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 3

A 1 9 R e s ult s f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e c o m-

bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r Str ai n S c a n, Str ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d b y

t h e r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all str ai n s h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e.

I n t h e d o mi n a nt st r ai n s a m pl e s o n e str ai n’ s r el ati v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wit h all ot h er st r ai n s

b ei n g e q u all y di stri b ut e d a cr o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h

s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s

w ell a s s a m pl e s wit h di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s a n d c o v er a g e s. B a r h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 4

A 2 0 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, St r ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d St r ai n E st, str ati fi e d b y

t h e r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all str ai n s h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e.

I n t h e d o mi n a nt st r ai n s a m pl e s o n e str ai n’ s r el ati v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wit h all ot h er st r ai n s

b ei n g e q u all y di stri b ut e d a cr o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h

s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s

w ell a s s a m pl e s wit h di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s a n d c o v er a g e s. B a r h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 5

A 2 1 R e s ult s f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, St r ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d St r ai n E st, str ati fi e d b y

t h e r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all str ai n s h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e.

I n t h e d o mi n a nt st r ai n s a m pl e s o n e str ai n’ s r el ati v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wit h all ot h er st r ai n s

b ei n g e q u all y di stri b ut e d a cr o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h

s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el a s

w ell a s s a m pl e s wit h di ff er e nt n u m b er s of c o n stit u e nt st r ai n s a n d c o v er a g e s. B a r h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 6



3 4 LI S T O F FI G U R E S

A 2 2 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e cl u st e r of ori gi n. S a m e cl u st e r i n di c at e s t h at t h e str ai n s i n t h e s a m pl e ar e i n t h e s a m e

cl u st er at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c at e t h e y ori gi n at e fr o m di ff er e nt cl u st e r s.

S a m pl e s a n al y z e d t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b er s of c o n stit u e nt str ai n s

a n d c o v e r a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all str ai n s a s w ell a s t h e

s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n.

B ar h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 2 6 7

A 2 3 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e c o m bi n e d

a cr o s s all s p e ci e s f o r St r ai n S c a n, Str ai n G E, Kr a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d b y t h e cl u st er

of o ri gi n. S a m e cl u st er i n di c at e s t h at t h e st r ai n s i n t h e s a m pl e ar e i n t h e s a m e cl u st er at t h e 1 0 0

cl u st er l e v el, w hil e di ff er e nt i n di c at e t h e y ori gi n at e fr o m di ff er e nt cl u st e r s. S a m pl e s a n al y z e d

t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n stit u e nt str ai n s a n d c o v er a g e s.

B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all str ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h at

h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g st r ai n s h a vi n g e q u al

s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B ar h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 8

A 2 4 R e s ult s f or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e cl u st e r of ori gi n. S a m e cl u st e r i n di c at e s t h at t h e str ai n s i n t h e s a m pl e ar e i n t h e s a m e

cl u st er at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c at e t h e y ori gi n at e fr o m di ff er e nt cl u st e r s.

S a m pl e s a n al y z e d t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b er s of c o n stit u e nt str ai n s

a n d c o v e r a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all str ai n s a s w ell a s t h e

s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n.

B ar h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 2 6 9

A 2 5 R e s ult s f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o m bi n e d a cr o s s all s p e ci e s f or St r ai n S c a n, Str ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d Str ai n E st, str ati fi e d

b y t h e cl u st e r of ori gi n. S a m e cl u st e r i n di c at e s t h at t h e str ai n s i n t h e s a m pl e ar e i n t h e s a m e

cl u st er at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c at e t h e y ori gi n at e fr o m di ff er e nt cl u st e r s.

S a m pl e s a n al y z e d t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b er s of c o n stit u e nt str ai n s

a n d c o v e r a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f or all str ai n s a s w ell a s t h e

s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n.

B ar h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 2 7 0



B 1  P erf o r m a n c e of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

f or all s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g ur e s c o rr e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s), st r ati fi e d b y t h e n u m b er of

str ai n s i n t h e s a m pl e. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g

i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el a s w ell a s s a m pl e s wit h di ff e r e nt

c o v e r a g e s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all st r ai n s a s w ell a s t h e

s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt str ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n.

B ar h ei g ht s h o w s m e a n p erf o r m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . 2 7 2

B 2  P erf o r m a n c e of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e f or

all s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g ur e s c o rr e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s), st r ati fi e d b y t h e t ot al c o v er a g e

t h e s a m pl e. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h e r i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h str ai n s o ri gi n ati n g i n t h e

s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el a s w ell a s s a m pl e s c o nt ai ni n g di ff e r e nt

n u m b er of str ai n s. B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all str ai n s a s w ell a s

t h e s a m pl e s t h at h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g str ai n s

h a vi n g e q u al s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B a r

h ei g ht s h o w s m e a n p erf or m a n c e a n d e rr or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. N ot e t h e hi g h

p erf or m a n c e f or 1-f ol d c o v e r a g e. T hi s i s li k el y d u e t o t h e f a ct t h at o nl y s a m pl e s wit h o n e

c o n stit u e nt str ai n w er e c r e at e d at t hi s c o v e r a g e. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 7 3

B 3  R e s ult s of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e f or

all s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c orr e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s), st r ati fi e d b y b y t h e r el ati v e

a b u n d a n c e p r o fil e. I n t h e e q u al pr o fil e all str ai n s h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e. I n t h e

d o mi n a nt st r ai n s a m pl e s o n e str ai n’ s r el ati v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wit h all ot h er str ai n s b ei n g

e q u all y di st ri b ut e d a cr o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s

wit h str ai n s ori gi n ati n g i n t h e s a m e a n d i n di ff er e nt cl u st e r s at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el a s w ell a s

s a m pl e s wit h di ff er e nt n u m b e r s of c o n stit u e nt st r ai n s a n d c o v er a g e s. B ar h ei g ht s h o w s m e a n

p erf or m a n c e a n d err or b ar s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 7 4

B 4  R e s ult s of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e f or

all s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c orr e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s), str ati fi e d b y t h e cl u st er of

ori gi n. S a m e cl u st er i n di c at e s t h at t h e st r ai n s i n t h e s a m pl e ar e i n t h e s a m e cl u st er at t h e 1 0 0

cl u st er l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c at e t h e y ori gi n at e fr o m di ff er e nt cl u st e r s. S a m pl e s a n al y z e d

t o g et h er i n cl u d e b ot h s a m pl e s wit h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n stit u e nt str ai n s a n d c o v er a g e s.

B ot h s a m pl e s t h at h a v e e q u al r el ati v e a b u n d a n c e f o r all str ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h at

h a v e o n e d o mi n a nt st r ai n at 0. 8 r el ati v e a b u n d a n c e wit h t h e r e m ai ni n g st r ai n s h a vi n g e q u al

s h ar e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el ati v e a b u n d a n c e w er e a n al y z e d i n c o m bi n ati o n. B ar h ei g ht s h o w s

m e a n p erf or m a n c e a n d err or b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 7 5
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C 1  T h e pr o b a bilit y of a s a m pl e b ei n g i nf e rr e d a s f al s e p o siti v e at di ff e r e nt p r e v al e n c e r at e s a n d

di ff er e nt s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y v al u e s f or N C O M P (li n e s s h a d e d r e d) a n d C O M P (li n e s

s h a d e d bl u e). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 8 1
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C h a p t e r I

I n t r o d u c ti o n

‘ N o b o d y e v e r fi g u r e s o ut w h at lif e i s all a b o ut, a n d it d o e s n’t m att e r. E x pl o r e t h e w o rl d. N e a rl y e v e r yt hi n g i s

r e all y i nt e r e sti n g if y o u g o i nt o it d e e pl y e n o u g h.’

– Ri c h ar d Fe y n m a n

B a ct eri al a n d vir al p at h o g e n s p r e s e nt a m aj or t h r e at t o p u bli c h e alt h a n d pl a c e a m aj or b u r d e n o n t h e

h e alt h c a r e s y st e m. I n 2 0 1 9, 1 3. 7 milli o n p e o pl e w e r e e sti m at e d t o di e d u e t o b a ct e ri al i nf e cti o n 2 a n d a nti bi oti c

r e si st a n c e i s a gr o wi n g t hr e at, wit h 1. 2 7 milli o n p e o pl e alr e a d y e sti m at e d t o di e d u e t o it e a c h y e ar 3 . M or e o v er,

a nti bi oti c r e si st a n c e h a s a m aj o r e c o n o mi c i m p a ct 4 . A s h a s b e e n m a d e a b u n d a ntl y cl e ar b y t h e C o vi d- 1 9

p a n d e mi c, vi r u s e s pr e s e nt a n ot h e r c e ntr al t hr e at t o h u m a n h e alt h. O n e m aj or ai m of p u bli c h e alt h h a s t o b e

t o c u r b t h e s p r e a d of i nf e cti o u s a g e nt s, e s p e ci all y n o v el, p ot e nti all y m or e vi r ul e nt, tr a n s mi s si bl e, or r e si st a nt

v ari a nt s. U n d erl yi n g o ur a bilit y t o c o nt r ol i nf e cti o u s di s e a s e s i s a n u n d e r st a n di n g of t h e i d e ntit y, s p r e a d,

a n d c h ar a ct e ri sti c s of p at h o g e n s of i nt er e st. T hi s u n d er st a n di n g c a n o nl y b e g ai n e d b y d et ail e d s u r v eill a n c e.

S ur v eill a n c e c a p a cit y, m et h o d s, a n d str at e gi e s h a v e i m pr o v e d s u b st a nti all y o v er ti m e. Yet, c h all e n g e s r e m ai n.

T w o c e ntr al i s s u e s i n e m pl o yi n g e ff e cti v e s ur v eill a n c e ar e t h e i m pl e m e nt ati o n of s ur v eill a n c e i n l o w r e s o u r c e

s etti n g s a n d c o m p ut ati o n al m et h o d s f or t h e a n al y si s of bi ol o gi c al d at a t o e xt r a ct r el e v a nt i nf or m ati o n. D u ri n g

t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c, t h e W H O h a s r e p e at e dl y p u bli s h e d g ui d eli n e s, wit h wi d e s pr e a d s ur v eill a n c e a n d

t e sti n g b ei n g c e ntr al pill a r s of t h eir st r at e g y 5 . E s p e ci all y i n l o w- a n d mi d dl e-i n c o m e c o u ntri e s, t h e s e str at e gi e s

c a n n ot al w a y s b e i m pl e m e nt e d t o t h e e xt e n d t h at i s r e q ui r e d d u e t o r e s o ur c e li mit ati o n s, wit h o n e c e ntr al

li mit ati o n b ei n g t h e s c ar c e a v ail a bilit y of t e sti n g r e s o u r c e s 6, 7 . O n t h e c o m p ut ati o n al si d e, d e v el o p m e nt s a r e

r e g ul a rl y m a d e a n d n e w t o ol s p u bli s h e d. H o w e v er, it i s oft e n n ot cl e ar w h e n t o u s e w hi c h of t h e p ot e nti al

m ultit u d e of a p pli c a bl e m et h o d s a n d w hi c h r e s ult s w e c a n t r u st. N e w m et h o d s al s o h a v e a c e nt r al pl a c e,

eit h er s ol vi n g p r e vi o u sl y u n s ol v e d p r o bl e m s, i m pr o vi n g o n pr e vi o u s m et h o d s, or a p pr o a c hi n g i s s u e s f r o m a

3 9



4 0 C h a pt er I. I ntr o d u cti o n

n e w a n gl e. I n t hi s t h e si s, I a d dr e s s t h e a b o v e i s s u e s i n t w o di ff er e nt ar e a s r el e v a nt t o p u bli c h e alt h. Fir stl y,

I f o c u s o n b a ct e ri al p at h o g e n s, m et a g e n o mi c s, a n d t h e b e n c h m ar ki n g a n d d e v el o p m e nt of c o m p ut ati o n al

t o ol s t h at e n a bl e b a ct e ri al i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c d at a. M et a g e n o mi c s ur v eill a n c e of w a st e w at er i n

p arti c ul ar h a s b e e n fr e q u e ntl y di s c u s s e d i n t h e lit er at u r e 8, 9, 1 0, 1 1 , a n d I b eli e v e t h at i m p r o v e d i d e nti fi c ati o n

of b a ct eri al str ai n s c a n p r o vi d e n o v el i n si g ht s i n t hi s a r e a. S e c o n dl y, I p r e s e nt a n i n v e sti g ati o n i nt o g r o u p

t e sti n g, t h e p r a cti c e of p o oli n g m ulti pl e s a m pl e s i nt o o n e g r o u p t h at i s t h e n t e st e d, f or r e s pir at or y vir u s e s

fr o m a c o m p ut ati o n al a n d t h e or eti c al p oi nt of vi e w a n d a d dr e s s t h e tr a n siti o n f r o m t h e or y t o p r a cti c e vi a

i n vit r o v ali d ati o n. Gr o u p t e sti n g h a s t h e p ot e nti al t o gr e atl y r e d u c e t h e n u m b e r of t e st s r e q uir e d t o t e st a

p o p ul ati o n f o r a n i nf e cti o u s a g e nt, e s p e ci all y v al u a bl e i n s ur v eill a n c e t e sti n g. A s s u c h, it s h o w s gr e at pr o mi s e

f or i m p r o vi n g s ur v eill a n c e i n l o w r e s o u r c e s etti n g s.

I n t hi s c h a pt er, I will gi v e a n o v e r vi e w of t h e b a c k gr o u n d u n d erl yi n g t hi s t h e si s. I st art b y bri e fl y i nt r o d u ci n g

m et a g e n o mi c s, b ef o r e i n v e sti g ati n g t h e b a ct eri al s p e ci e s a n d str ai n c o n c e pt s, t h eir a p pli c ati o n i n m et a g e-

n o mi c s, a n d t h e c u rr e nt a p pr o a c h e s f or i d e ntif yi n g b a ct e ri al str ai n s i n m et a g e n o mi c d at a s et s. Aft er t hi s

e x c ur si o n i nt o t h e b a ct eri al a n d m et a g e n o mi c r e al m, I will a d dr e s s t e sti n g f o r r e s pi r at o r y vir u s e s. I e x pl ai n

t h e c o n c e pt of gr o u p t e sti n g f o r i nf e cti o u s di s e a s e s a n d p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n s, t h e g ol d st a n d a r d f or

d et er mi ni n g t h e pr e s e n c e of a p at h o g e n of i nt e r e st i n a s a m pl e. L a stl y, t h e a dj a c e nt t o pi c of p r e v al e n c e

e sti m ati o n of i nf e cti o u s di s e a s e s vi a g r o u p t e sti n g i s di s c u s s e d bri e fl y. I fi n all y p r e s e nt t h e o v e r all r e s e a r c h

ai m s of t hi s t h e si s.



O v er vi e w of M et a g e n o mi c s 4 1

O v e r vi e w of M e t a g e n o mi c s

B ef or e di vi n g i nt o t h e d et ail s of e v al u ati n g p u bli s h e d t o ol s a n d d e v el o pi n g n e w m et h o d s i n m et a g e n o mi c s,

it i s fir st n e c e s s ar y t o cl e arl y st at e t h e n at ur e of m et a g e n o mi c d at a. I n p arti c ul ar, I will f o c u s o n s h ort-r e a d

s h ot g u n m et a g e n o mi c s a s o p p o s e d t o ot h er t y p e s, s u c h a s l o n g-r e a d m et a g e n o mi c s o r 1 6 s- R N A s e q u e n ci n g.

I n li n e wit h t h e f o c u s o n s h ort- r e a d s h ot g u n m et a g e n o mi c s, w h e n e v e r m et a g e n o mi c s i s m e nti o n e d i n t h e t e xt,

s h ort- r e a d s h ot g u n m et a g e n o mi c s i s m e a nt.

T h e g o al of m et a g e n o mi c s i s t o p r o vi d e i n si g ht s i nt o t h e g e n eti c str u ct ur e of a c o m m u nit y of or g a ni s m s o r c ell s,

f or e x a m pl e a mi cr o bi o m e c o n si sti n g of b a ct eri a, vir u s e s, h u m a n c ell s, a n d ot h er s. F oll o wi n g s a m pl e c oll e cti o n,

t h e fi r st st e p i n t h e g e n er ati o n of a m et a g e n o mi c d at a s et i s D N A e xtr a cti o n a n d li br ar y c r e ati o n 1 2 . N ot e

t h at pri o r t o D N A e xtr a cti o n t h e s a m pl e s m a y b e filt er e d, f o r e x a m pl e b y or g a ni s m si z e, t o e n a bl e e n h a n c e d

s e q u e n ci n g of t h e or g a ni s m s of i nt e r e st 1 3 . C e nt rif u g ati o n i s a n ot h er m et h o d t o f urt h er s e p a r at e di ff er e nt

or g a ni s m s, oft e n e m pl o y e d i n vir al m et a g e n o mi c s 1 4 or f or t h e e nri c h m e nt of mit o c h o n dri al D N A 1 5 . D N A

pr o b e s c a n al s o b e e m pl o y e d. T h e s e pr o b e s c a pt ur e D N A s e g m e nt s of i nt er e st a s w ell a s r el at e d s e q u e n c e s

t hr o u g h h y bri di z ati o n 1 6 . H o w e v er, t hi s t e c h ni q u e r e q ui r e s a pri o ri d e ci si o n s a b o ut t h e s e q u e n c e s of i nt er e st,

li miti n g it s u s e i n e x pl o r at o r y a n al y s e s of t h e br o a d er di v er sit y of D N A i n t h e mi cr o bi o m e. F oll o wi n g D N A

e xtr a cti o n a n d li br ar y cr e ati o n, s h ot g u n s e q u e n ci n g i s p erf or m e d. S h ot g u n s e q u e n ci n g r ef er s t o t h e s plitti n g of

t h e D N A i n t h e s a m pl e i nt o s h ort, r a n d o m fr a g m e nt s. F oll o wi n g t hi s, t h e r e s ulti n g fr a g m e nt s a r e s e q u e n c e d,

r e s ulti n g i n r e a d s t y pi c all y 1 0 0 t o 2 0 0 b a s e p ai r s ( b p) i n l e n gt h. V a ri o u s pl atf or m s ar e a v ail a bl e, wit h o n e

of t h e m o st wi d el y u s e d b ei n g t h e Ill u mi n a pl atf or m, w hi c h s h o w s l o w err or r at e s ( 0. 1 % t o 1 %) a n d r et ur n s

h u n dr e d s of milli o n s or e v e n billi o n s of r e a d s 1 7 .

F oll o wi n g s e q u e n ci n g, t h e r a w r e a d s n e e d t o b e q u alit y c o ntr oll e d a n d filt er e d. Filt eri n g i s i m p o rt a nt t o r e m o v e

c o nt a mi n a nt s e q u e n c e s, s u c h a s h u m a n D N A 1 2 . C o nt a mi n a nt s r el at e d t o l a b or at or y e q ui p m e nt /r e a g e nt s

c a n al s o p r e s e nt a n i s s u e 1 8 t h at s h o ul d b e a c c o u nt e d f or w h er e p o s si bl e. Q u alit y c o nt r ol i s i m p ort a nt t o

e n s u r e t h at o nl y hi g h q u alit y b a s e s a n d r e a d s ar e k e pt f or f u rt h er a n al y si s. S e q u e n ci n g pl atf or m s p r o vi d e

q u alit y s c or e s f o r e a c h s a m pl e d b a s e a n d u s u all y a d e cli n e i n q u alit y i s o b s e r v e d t o w a r d s t h e e n d of r e a d s 1 9 .

T o ol s s u c h a s F a st Q C 2 0 pr o vi d e f urt h e r m e a s ur e s of s e q u e n c e q u alit y. T h e p er- s e q u e n c e G C c o nt e nt c a n

b e i n v e sti g at e d, w h er e p e a k s or m ulti m o d al di stri b uti o n s i n s e q u e n ci n g of c ult ur e d or g a ni s m s m a y hi nt t o

c o nt a mi n a nt s, t h o u g h t h e l att e r i s n ot n e c e s s a ril y t r u e f or m et a g e n o mi c s wit h it s wi d e r a n g e of c o n stit u e nt

or g a ni s m s. F urt h er, d u pli c at e d a n d o v er-r e pr e s e nt e d s e q u e n c e s c a n p oi nt t o o v e r- s e q u e n ci n g or t h e pr e s e n c e

of c o nt a mi n a nt s. F a st Q C c a n al s o p oi nt t o t h e pr e s e n c e of a d a pt er s e q u e n c e s t h at n e e d t o b e r e m o v e d, t h o u g h

t h e s p e ci fi c a d a pt e r s e q u e n c e s u s e d i n s e q u e n ci n g h a v e t o b e k e pt i n mi n d. A d a pt er s e q u e n c e s s u rr o u n d t h e
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D N A i n s ert a n d all o w bi n di n g t o t h e fl o w c ell of t h e s e q u e n ci n g m a c hi n e 2 1 . F ail u r e t o r e m o v e t h e s e s e q u e n c e s

c a n g r e atl y i n fl u e n c e d o w n str e a m pr o c e s si n g 1 9 . F oll o wi n g q u alit y c o ntr ol, t ri m mi n g n e e d s t o b e p e rf or m e d.

St e p s c a n b e t a k e n t h at r e m o v e b e gi n ni n g s a n d e n d s of r e a d s wit h l o w q u alit y, w h ol e l o w q u alit y r e a d s, o r

t h at r e m o v e a n d t ri m r e a d s i n ot h er w a y s. Tri m mi n g f urt h er i n cl u d e s t h e r e m o v al of a d a pt er s e q u e n c e s.

T h e s e st e p s c a n b e p erf or m e d wit h fr e q u e ntl y u s e d t o ol s s u c h a s Tri m m o m ati c 1 9 or B B D u k ( p art of B B M a p;

h t t p s : / / s o u r c e f o r g e .n e t / p r o j e c t s / b b m a p / ).

M a n y m et a g e n o mi c pi p eli n e s i n cl u d e a n a s s e m bl y st e p 1 2, 1 3 . I n t hi s st e p, r e a d s ar e c o m bi n e d t o c r e at e l o n g er

s e q u e n c e s ( c o nti g s). L o n g er c o nti g s e n a bl e t h e m o r e r eli a bl e c alli n g of g e n e s or ot h e r f u n cti o n al el e m e nt s.

M a n y t o ol s f o r c o nti g c r e ati o n e xi st f or m et a g e n o mi c d at a, t a c kli n g t h e n e w c h all e n g e s s u c h a s u n k n o w n

di v er sit y a n d a b u n d a n c e of o r g a ni s m s i n di ff e r e nt w a y s 2 2 . T h e s e t o ol s, si mil a r t o si n gl e g e n o m e a s s e m bl y,

f all br o a dl y i nt o t w o c at e g ori e s, t h o s e u si n g o v e rl a p-l a y o ut c o n s e n s u s m et h o d s a n d t h o s e utili zi n g d e Br uij n

gr a p h s 2 2 . I n t h e o v erl a p-l a y o ut c o n s e n s u s a p pr o a c h, t h e o v erl a p b et w e e n all p air s of r e a d s i s d et e r mi n e d.

B a s e d o n t h e s e o v e rl a p s, a l a y o ut gr a p h i s c o n str u ct e d, wit h n o d e s r e pr e s e nti n g r e a d s a n d e d g e s r e pr e s e nti n g

o v erl a p s. T h e t a s k of a s s e m bli n g a g e n o m e i s t h e n s ol v e d b y fi n di n g t h e p at h t hr o u g h t h e gr a p h wit h t h e

hi g h e st o v erl a p. A d e B r uij n gr a p h i s c o n str u ct e d b y t a ki n g all k - m e r s i n a d at a s et ( n u cl e oti d e s e q u e n c e s of

l e n gt h k ) a n d c o n n e cti n g t w o k m e r s if t h e l a st k − 1 n u cl e oti d e s of o n e k - m er m at c h t h e fir st k − 1 n u cl e oti d e s

of a n ot h e r. A s s e m bli n g a c o nti g fr o m t hi s gr a p h r e v ol v e s a r o u n d fi n di n g a n o pti m al p at h t hr o u g h t h e gr a p h,

t h o u g h r e p e at s or s e q u e n ci n g e rr or s m a k e t hi s pr o c e s s n ot str ai g htf or w ar d 2 2 . A d diti o n all y, m et a g e n o mi c

d at a b ri n g s a d diti o n al c h all e n g e s n ot pr e s e nt i n si n gl e g e n o m e a s s e m bl y, s u c h a s u n k n o w n or g a ni s m di v er sit y

a n d a b u n d a n c e 2 2 . N ot a bl y, c o nti g s p r o d u c e d t hr o u g h Ill u mi n a s e q u e n ci n g s h o w a hi g h m at c h t o t h e tr u e

g e n eti c s e q u e n c e s of t h e or g a ni s m s of ori gi n 2 3 . H o w e v er, e s p e ci all y f o r s h ort r e a d s e q u e n ci n g, m a n y r e a d s will

m a p t o m or e t h a n o n e g e n o m e, a n d h e n c e, c o ul d b e i n cl u d e d i n m ulti pl e c o nti g s 2 3 , cr e ati n g c hi m eri c c o nti g s.

T hi s a m bi g uit y i n r e a d a s si g n m e nt will b e e s p e ci all y hi g h wit h m ulti pl e or g a ni s m s of hi g h si mil arit y 2 3 . T h e

c o nti g s r e s ulti n g fr o m a s s e m bl y ar e r e g ul arl y bi n n e d t o g et h er t o c r e at e m et a g e n o m e a s s e m bl e d g e n o m e s 2 4

( M A G s). T h e bi n ni n g of c o nti g s li k el y al s o s u ff e r s f r o m si mil a r i s s u e s a s c o nti g a s s e m bl y it s elf. C o nti g s fr o m

v er y si mil ar or g a ni s m s will b e bi n n e d t o g et h er gi v e n fr e q u e ntl y u s e d bi n ni n g crit eri a s u c h a s t h o s e e m pl o y e d

b y M et a B A T 2 5 . F or e x a m pl e, w h e n c o n si d e ri n g o n e p o s si bl e bi n ni n g c rit e ri o n, G C c o nt e nt (t h e p r o p o rti o n

G u a ni n e ( G) a n d C yt o si n e ( C) m a k e u p of t h e g e n o m e), di ff e r e nt str ai n s of t h e s a m e s p e ci e s m a y b e a s si g n e d

t o t h e s a m e bi n, a s G C c o nt e nt i s hi g hl y si mil ar b et w e e n or g a ni s m s of a si n gl e s p e ci e s 2 6, 2 7 . T h e h ur dl e s

i n c o nti g a s s e m bl y will b e r e d u c e d f o r hi g h er c o v er a g e s, a s m or e r e a d s will o v erl a p. H o w e v er, hi g h e n o u g h

c o v e r a g e i s r ar el y a c hi e v a bl e f or m a n y g e n o m e s 1 3 . D u e t o t h e s e c o n si d er ati o n s, t h e pr e s e nt ati o n of M A G s a s

c o m pl et e g e n eti c s e q u e n c e s i s p r o n e t o b e er r o n e o u s i n m a n y c a s e s a n d g r e at c a r e s h o ul d b e t a k e n. R e g a r di n g
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c hi m eri c c o nti g s d eri v e d fr o m s h ot g u n m et a g e n o mi c d at a, t o ol s s u c h a s D E S M A N 2 8 h a v e b e e n d e v el o p e d t o

d e c o n v ol ut e M A G s i nt o t h ei r c o n stit u e nt str ai n s. H o w e v e r, D E S M A N it s elf s h o w s o nl y hi g h a c c ur a c y w h e n

c o n si d eri n g m a n y s a m pl e s at t h e s a m e ti m e. F urt h e r, t h e m et h o d i s b a s e d o n hi g h q u alit y a s s e m bl y a n d

bi n ni n g, w hi c h i s oft e n n ot a gi v e n. W hil e r e c o n str u cti n g str ai n s fr o m c o nti g s m a y b e di ffi c ult, it m a y b e

w ort h w hil e t o u s e k n o wl e d g e o n t h e str ai n c o m p o siti o n of a s a m pl e i n t h e q u alit y a s s e s s m e nt o r d uri n g t h e

cr e ati o n of M A G s. Alt o g et h er, q u alit y a s s e s s m e nt of M A G s i s e s s e nti al ( a n d h a s b e e n r e vi e w e d i n d et ail

i n Y a n g et al. 2 9 ). I n s u m m a r y, t h e li mit ati o n s of M A G s will fr e q u e ntl y n e c e s sit at e alt er n ati v e a p p r o a c h e s

t o a s s e s s t a x o n o mi c c o nt e nt a n d f u n cti o n al a s si g n m e nt t o t a x o n o mi e s wit hi n t h e m et a g e n o m e, w hi c h i s t h e

u n d erl yi n g g o al of a p a rt of t h e pr e s e nt e d w or k.

I m p o rt a ntl y, a d v a n c e s i n s e q u e n ci n g a p pr o a c h e s c a n all e vi at e s o m e of t h e c h all e n g e s p r e s e nt i n s h ort r e a d

m et a g e n o mi c s. Fi r stl y, 3- Hi- C c a n a s si st i n i m p r o vi n g bi n ni n g. 3- Hi- C i s a t e c h ni q u e t h at c a n pr o vi d e

i nf or m ati o n o n t h e c o-l o c ali z ati o n of D N A fr a g m e nt s i n t h e s a m e c ell 3 0 . T hi s a d diti o n al i nf or m ati o n c a n

b e u s e d t o i m pr o v e bi n ni n g 3 0 . H o w e v e r, f or m a n y m et a g e n o mi c s d at a s et s 3- Hi- C d at a i s n ot a v ail a bl e

a n d t h e m et h o d r e q uir e s a d diti o n al pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g st e p s 3 1 , i n cr e a si n g t h e c o st of a p pli c ati o n.

A d diti o n all y, t h e p r e s e n c e of r el at e d or g a ni s m s, s u c h a s cl o s el y r el at e d s p e ci e s or m ulti pl e str ai n s, still pr e s e nt s

a c h all e n g e f or a s s e m bl y a n d bi n ni n g e v e n i n t h e 3- Hi- C c o nt e xt 3 2, 3 3 . N o n et h el e s s, f ut ur e d e v el o p m e nt s i n

t hi s a r e a m a y p r o vi d e u s wit h p r o mi si n g t e c h n ol o gi e s a n d a p pr o a c h e s g oi n g f or w ar d. S e c o n dl y, l o n g r e a d

s e q u e n ci n g, e n a bl e d b y pl atf or m s s u c h a s O xf or d N a n o p o r e o r P a c Bi o, i s c o n si st e ntl y i m pr o vi n g. T h e l o n g er

s e q u e n c e s o bt ai n e d, o n t h e or d er of kil o- b a s e p air s 3 4 , c a n m a k e a s s e m bl y e a si er, t h o u g h c hi m eri c c o nti g s still

pr e s e nt a c h all e n g e 3 5 . I m p o rt a ntl y, w hil e t h e i n cr e a s e d n u m b e r of s e q u e n ci n g e rr or s h a s b e e n a n i s s u e f o r

l o n g- r e a d s e q u e n ci n g i n t h e p a st 3 4 , t h e err or r at e s a r e q ui c kl y a p pr o a c hi n g t h o s e of s h o rt-r e a d s e q u e n ci n g 3 5 .

D e s pit e t h e s e e x citi n g t e c h n ol o gi c al d e v el o p m e nt s i n s e q u e n ci n g, s h o rt r e a d m et a g e n o mi c s st a n d s o ut d u e

t o t h e wi d e a v ail a bilit y of d at a a n d t h e hi g h er s e q u e n ci n g d e pt h c o m p ar e d t o l o n g- r e a d t e c h n ol o gi e s 3 6 .

Si mil a rl y, alr e a d y c oll e ct e d s h ort r e a d m et a g e n o mi c d at a c a n b e r e- a n al y z e d wit h n o v el a p pr o a c h e s g oi n g

f or w ar d, gi vi n g u s t h e o p p ort u nit y t o g ai n n e w i n si g ht s fr o m ol d d at a. F o r t h e s e r e a s o n s, I f o c u s o n s h ort

r e a d m et a g e n o mi c d at a i n t hi s t h e si s.

Fi n all y, m et a g e n o mi c a n al y si s oft e n r eli e s o n t h e u s e of p u bli s h e d a n al y si s t o ol s a n d p a c k a g e s. T h e s e n e e d

t o b e v ali d at e d o n d at a. H o w e v er, f o r m et a g e n o mi c s w e oft e n r u n i nt o t h e p r o bl e m t h at t h e g r o u n d tr ut h

i s n ot k n o w n. T hi s c a n b e t a c kl e d i n t h r e e m ai n w a y s. Fir stl y, t h er e i s t h e o pti o n of p u r e si m ul ati o n fr o m

k n o w n s e q u e n c e s of v a ri o u s or g a ni s m s t hr o u g h t o ol s s u c h a s A R T 3 7 . T hi s t o a n e xt e n d c a n al s o si m ul at e

t h e pr e s e n c e of s e q u e n c e s n ot s e e n b y a pri ori e x cl u si o n of t h e s e s e q u e n c e s fr o m a n y d at a b a s e u s e d. N ot a bl y,

t hi s mi g ht b e di ff er e nt fr o m t h e p r e s e n c e of s e q u e n c e s fr o m u n c ult ur a bl e o r g a ni s m s i n r e al m et a g e n o mi c
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d at a, a s t h e s e m a y di s pl a y u n k n o w n f e at ur e s. F u rt h er, t hi s a p p r o a c h mi g ht n ot al w a y s r e pli c at e all t h e

s p e ci fi c s of r e al D N A e xt r a cti o n a n d s e q u e n ci n g c o m pl et el y. S e c o n dl y, m et a g e n o mi c d at a c a n b e c r e at e d

fr o m s e q u e n ci n g e x p e ri m e nt s o n m o c k c o m m u niti e s, w h o s e r e al c o m p o siti o n i s k n o w n a s t h e y a r e cr e at e d

i n a l a b o r at o r y. M ulti pl e s u c h m o c k c o m m u niti e s c a n b e f o u n d o n p u bli c d at a b a s e s, wit h t h e s o m e of

t h e o n e s p r e s e nt e d i n V al e n ci a et al. 3 8 u s e d i n t hi s t h e si s. A g ai n t h e pr e s e n c e of u n c ult ur a bl e or g a ni s m s

c a n n ot b e r e pli c at e d. A d diti o n all y, m o c k c o m m u niti e s m a y n ot e x hi bit t h e s a m e c o m pl e xit y o r di v e r sit y a s

r e al m et a g e n o mi c d at a s et s. Fi n all y, m et a g e n o mi c s a m pl e s c a n b e s pi k e d, m e a ni n g t h at s e q u e n c e s of k n o w n

or g a ni s m s a r e a d d e d t o a r e al m et a g e n o mi c s a m pl e vi a si m ul ati o n 3 9 . T hi s li k el y r e pr e s e nt s t h e cl o s e st m at c h

t o r e al m et a g e n o mi c d at a, b ut al s o c o m e s wit h dr a w b a c k s, a s f or a l ar g e p orti o n of t h e d at a s et t h e g r o u n d

tr ut h i s a g ai n n ot k n o w n. A s s u c h t h e o r g a ni s m s o r cl o s e r el ati v e s of t h ei r s t h at t h e s a m pl e i s s pi k e d wit h

m a y b e p r e s e nt i n t h e r e al m et a g e n o mi c d at a, c o m pli c ati n g t h e a n al y si s of t o ol p erf or m a n c e.

B a c t e ri al S t r ai n s

C h a pt er II, C h a pt er III, a n d C h a pt er I V of t hi s t h e si s a r e c o n c e r n e d wit h t h e i d e nti fi c ati o n of b a ct e ri al

str ai n s i n s h ort- r e a d m et a g e n o mi c d at a. H er e, I will gi v e s o m e d e fi niti o n s a n d el a b or at e o n t h e r el e v a n c e

of str ai n-l e v el i d e nti fi c ati o n i n s h ort- r e a d m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g, r e vi e wi n g s o m e p ot e nti al a p pli c ati o n s.

Fir st of all, w e n e e d t o d e fi n e a b a ct eri al s p e ci e s. T h e t e r m s p e ci e s o ri gi n at e s i n t h e st u d y of di pl oi d,

s e x u all y r e pr o d u ci n g o r g a ni s m s. T w o or g a ni s m s h er e ar e d e fi n e d a s t h e s a m e s p e ci e s if t h e y i nt er br e e d,

t h o u g h d e fi niti o n s c a n e xt e n d b e y o n d t hi s 4 0 . B a ct e ri a d o n ot e n g a g e i n s e x u al r e pr o d u cti o n. N o n et h el e s s,

cl a s si fi c ati o n of di ff er e nt or g a ni s m s i nt o di sti n ct gr o u p s i s u s ef ul w h e n t al ki n g a b o ut t h e m, a n d cl a s si fi c ati o n

c a n b e a c hi e v e d i n di ff e r e nt w a y s. T h e a d v e nt of D N A s e q u e n ci n g h a s s hift e d t h e f o c u s of c o n si d e ri n g w h at

c o n stit ut e s a b a ct eri al s p e ci e s o nt o t h e g e n ot y pi c st a g e. T h er e ar e s e v er al w a y s t o u s e g e n o mi c s t o cl a s sif y

b a ct eri a i nt o s p e ci e s a n d str ai n s. Fir stl y, t h e b a ct e ri al ri b o s o m al 1 6 s r R N A g e n e i s s h a r e d a cr o s s all b a ct eri a.

H e n c e, it c a n b e c o m p a r e d b et w e e n all b a ct eri a, a n d w h e n t h e si mil a rit y i n t h e i n v e sti g at e d r e gi o n of t h e

g e n e i s a b o v e a s et t hr e s h ol d ( e. g. 9 7 % a s d et er mi n e d b y St a c k e b r a n dt a n d G o e b el 4 1 ) t w o o r g a ni s m s a r e

c o n si d er e d t o b el o n g t o t h e s a m e s p e ci e s ( or m o r e c o n s er v ati v el y t o t h e s a m e o p er ati o n al t a x o n o mi c u nit o r

O T U). N ot a bl y, w hil e s u c h a n a p pr o a c h c a n b e a f ai rl y r eli a bl e m e a s ur e f or s p e ci e s d e m ar c ati o n, t h e s a m e c a n

n ot b e s ai d f o r i ntr a s p e ci e s t y pi n g 4 2 . A n a p p r o a c h f o r i d e nti fi c ati o n of s p e ci e s fr o m w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g

i s t h e a v e r a g e n u cl e oti d e i d e ntit y ( A NI) of a g e n o mi c s e q u e n c e t o a r ef er e n c e g e n o m e. If t hi s si mil a rit y i s

hi g h e n o u g h (t y pi c all y a b o v e 9 5 % 4 3 ) t w o s p e ci e s ar e c o n si d e r e d t h e s a m e. B ot h of t h e a b o v e a p pr o a c h e s a r e

a p pli e d fr e q u e ntl y t o d eli n e at e s p e ci e s i n c ult ur e b a s e d a p pr o a c h e s. T h e s p e ci e s c o n c e pt i s g e n e r all y a u s ef ul
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o n e. T hi s i s f or e x a m pl e e vi d e n c e d b y t h e f a ct t h at c ert ai n s p e ci e s s h ar e i m p o rt a nt vi r ul e n c e f a ct or s, s u c h a s

al m o st all m e m b er s of L. m o n o c yt o g e n e s c ar r yi n g t h e c o n s er v e d i nl A-i nl B l o c u s a n d t h e Li st eri a P at h o g e ni cit y

I sl a n d 1 4 4 or t h at pl a s mi d s p r ef er a bl y a r e s h ar e d a m o n g m e m b e r s of a s p e ci e s 4 5, 4 6 . T ur ni n g o u r vi e w t o

m et a g e n o mi c s a n d s p e ci e s cl a s si fi c ati o n I fir st w a nt t o bri e fl y a d dr e s s 1 6 s s e q u e n ci n g f o r m et a g e n o mi c s, w hi c h

utili z e s t h e 1 6 s r R N A g e n e t o pr o vi d e a d eli n e ati o n of s p e ci e s i n mi c r o bi al c o m m u niti e s. I n t hi s a p pr o a c h,

p art of t h e b a ct e ri al ri b o s o m al 1 6 s r R N A g e n e i s a m pli fi e d u si n g p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R) a n d

t h e n s e q u e n c e d. T hi s a p pr o a c h h a s p r a cti c al a d v a nt a g e s s u c h a s q ui c k t ur n ar o u n d ti m e, a n d, si mil ar t o

s h ot g u n m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g, c a n pr o vi d e a t a x o n o mi c o v e r vi e w of t h e di v er s e b a ct eri al p o p ul ati o n i n a

s a m pl e. H o w e v er, t h e d e gr e e t o w hi c h t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n i s a c hi e v a bl e i s n ot al w a y s cl e ar a n d d e p e n d s

o n w hi c h p art of t h e 1 6 s g e n e i s t ar g et e d. Gr e a y et al. 4 7 c o n d u ct e d a st u d y w h er e t h e y att e m pt e d t o i d e ntif y

b a ct eri al p at h o g e n s i n w a st e w at er d at a. T h e y s h o w e d t h at w h e n u si n g t h e V 4 r e gi o n o nl y li mit e d t a x o n o mi c

r e s ol uti o n i s a c hi e v a bl e, m a ki n g g e n e r a a n d s p e ci e s h a r d t o i d e ntif y. G r e a y et al. 4 7 s h o w e d t h at t h e i n di vi d u al

r e gi o n s of t h e 1 6 s g e n e oft e n c a n n ot p r o vi d e s u ffi ci e nt t a x o n o mi c r e s ol uti o n t o i d e ntif y p at h o g e ni c s p e ci e s i n

w a st e w at er s a m pl e s, hi g hli g hti n g t h e i m p ort a n c e of t hi s o n t h e e x a m pl e of di ff er e nti ati n g E. c oli s er ot y p e s

i n w a st e w at e r. N ot a bl y, I b al et al. 4 8 s h o w e d t h at hi g h er r e s ol uti o n di ff e r e nti ati o n c o ul d b e o bt ai n a bl e u si n g

t h e c o m pl et e 1 6 s g e n e. H o w e v e r, G r e a y et al. 4 7 c orr e ctl y r e m ar k t h at s h ot g u n m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g i s

b ett er s uit e d f o r pr o vi di n g t h e f u n cti o n al a n d t a x o n o mi c i nf or m ati o n r e q uir e d. Si mil a rl y, J o v el et al. 4 9 p oi nt

o ut t h at 1 6 s s e q u e n ci n g d o e s n ot l e n d it s elf t o i n- d e pt h f u n cti o n al a n al y si s. H o w e v er, s p e ci e s a n d s u b- s p e ci e s

l e v el t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n, p air e d wit h f u n cti o n al a n al y si s i s a n i m p ort a nt e n d e a v o r a n d t h er e i s a l ot

of p ot e nti al f o r str ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c s. O n e p ot e nti al ar e a of a p pli c ati o n t h at I will di s c u s s

i n s o m e m or e d et ail t o s h o w c a s e t h e p ot e nti al of s u b- s p e ci e s l e v el a n al y si s i s w a st e w at e r m et a g e n o mi c s. I

will a d dr e s s b ot h t h e p ot e nti al f o r w a st e w at er s u r v eill a n c e of a nti bi oti c r e si st a n c e a n d p at h o g e n o ut br e a k

tr a c ki n g.

S ur v eill a n c e of a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s ( A R G s) i s e s s e nti al i n i nf or mi n g str at e gi e s a n d i nt er v e nti o n s t o

c ur b t h e s pr e a d of a nti bi oti c r e si st a n c e. I n li n e wit h t h e W H O’ s O n e H e alt h a p pr o a c h, it i s e s s e nti al t o i nt e-

gr at e di ff e r e nt e n vir o n m e nt s i n t h e s ur v eill a n c e of a nti bi oti c r e si st a n c e 5 0 ( o n e h e alt h r ef e r s t o t h e b eli ef t h at

di ff er e nt e c o s y st e m s s u c h a s h u m a n s, a gri c ult ur e, a n d n at u r al e n vir o n m e nt s a r e str o n gl y i nt er c o n n e ct e d a n d

a h oli sti c u n d e r st a n di n g i s r e q uir e d t o a d v a n c e e c ol o gi c al a n d p u bli c h e alt h 5 1 ). T h er e ar e h o w e v er s e v e r al

h ur dl e s t o e ff e cti v e s u r v eill a n c e. I n di vi d u al l e v el s u r v eill a n c e i s f o c u s e d o n h o s pit al e n vi r o n m e nt s, e x p e n si v e,

a n d, e s p e ci all y i n l o w a n d mi d dl e i n c o m e c o u ntri e s, n ot st a n d a r di z e d 8 . O n t h e ot h er h a n d, m et a g e n o mi c

s ur v eill a n c e of w a st e w at e r c a n b e m u c h c h e a p er; f o r K e n y a, A ar e st r u p a n d W o ol h o u s e 8 e sti m at e d a c o st

of 0. 1 % of t h e c o st of i s ol at e b a s e d t e sti n g. A d diti o n all y, s ur v eill a n c e of p at h o g e n s m a y b e p o s si bl e at t h e
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s a m e ti m e a s A R G s ur v eill a n c e 9 a n d w a st e w at er s u r v eill a n c e p ot e nti all y gi v e s a vi e w of A R G p r e v al e n c e

a cr o s s a h u m a n p o p ul ati o n 8 . M ulti pl e st u di e s o n a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s f o u n d i n w a st e w at e r h a v e b e e n

p u bli s h e d 5 2, 1 0, 5 3, 5 4, 1 1 . H o w e v e r, s e v er al o p e n q u e sti o n s r e m ai n. H o w w ell A R G s f o u n d i n w a st e w at er r e fl e ct

cli ni c al r e si st a n c e i s a c e ntr al o p e n q u e sti o n, a n d di ff e r e nt st u di e s p oi nt t o di ff e r e nt c o n cl u si o n s. P ä r n ä n e n

et al. 5 2 a n d H uti n el et al. 1 1 b ot h s h o w e d t h at r e si st a n c e l e v el s i n w a st e w at er c orr el at e wit h cli ni c al r e si st a n c e.

H o w e v er, n eit h er of t h e s e st u di e s u s e d s h ot g u n m et a g e n o mi c s, wit h P ä r n ä n e n et al. 5 2 utili si n g q P C R a n d

H uti n el et al. 1 1 c ult uri n g E. c oli i s ol at e s. O n t h e ot h e r h a n d, K ar k m a n et al. 5 3 i n v e sti g at e d m et a g e n o mi c

d at a f r o m w a st e w at er a n d f o u n d o nl y li mit e d c or r el ati o n s b et w e e n A R G s i n w a st e w at er s a m pl e s a n d cli ni-

c all y o b s e r v e d f r e q u e n ci e s. T hi s m a y b e d u e t o m ulti pl e f a ct or s. O n e p o s si bl e c o n cl u si o n i s t h at w a st e w at er

d at a m a y n ot r e pr e s e nt cli ni c al r e si st a n c e w ell, aft er all. H o w e v er, t h e l o w er c or r el ati o n m a y al s o b e d u e t o

t h e c h all e n g e s p r e s e nt e d b y m et a g e n o mi c s. I m p ort a ntl y, K ar k m a n et al. 5 3 w er e n ot a bl e t o a s si g n A R G s t o

s p e ci e s. H o w e v e r, a nti bi oti c r e si st a n c e v a ri e s wi d el y b y s p e ci e s a n d dr u g cl a s s 5 5 . T h e a bilit y of a s si g ni n g

A R G s t o s p e ci e s m a y t h er ef or e p r o vi d e t h e n e c e s s ar y r e s ol uti o n t o i m p r o v e t h e pr e di cti o n of cli ni c al r e si s-

t a n c e. A d diti o n all y, H e n dri k s e n et al. 1 0 f o u n d t h at A R G pr e v al e n c e i s o nl y e x pl ai n e d t o a li mit e d d e gr e e

b y t a x o n o mi c c o m p o siti o n. T hi s i n di c at e s t h at r el yi n g o n k n o w n A R G- s p e ci e s a s s o ci ati o n ( a s w a s al s o d o n e

b y K a r k m a n et al. 5 3 f or t h e i ntI 1 g e n e f or E. c oli , s h o wi n g a g ai n a li mit e d c orr el ati o n t o cli ni c al r e si st a n c e

pr e v al e n c e) m a y n ot b e s u ffi ci e nt. I n st e a d, A R G- s p e ci e s a n d A R G- st r ai n a s s o ci ati o n s n e e d t o b e i nf e rr e d

dir e ctl y fr o m m et a g e n o mi c d at a. If s u c c e s sf ul, t hi s m a y pr o vi d e t h e hi g h e r r e s ol uti o n r e q uir e d t o a n s w e r

t h e q u e sti o n of w h et h er c a n c o n d u ct e ff e cti v e s u r v eill a n c e of cli ni c al r e si st a n c e vi a w a st e w at er s a m pli n g a n d

s h ot g u n m et a g e n o mi c s. A n i nt er e sti n g fi r st st e p i n t hi s dir e cti o n w a s t a k e n b y M u n k et al. 5 4 . M u n k et al. 5 4

p erf or m e d m et a g e n o mi c a s s e m bl y a n d t h e r e s ulti n g c o nti g s w er e pr o c e s s e d f or t h e pr e s e n c e of A R G s. A R G s

wit h l e s s t h a n 1 k b p fl a n ki n g r e gi o n s w e r e filt er e d o ut. T h e r e m ai ni n g A R G s w e r e cl a s si fi e d a s eit h er pl a s mi d

or n o n- pl a s mi d r el at e d. W hil e a si g ni fi c a nt pr o p orti o n of A R G s w e r e pl a s mi d a s s o ci at e d, m a n y A R G s f o r

w hi c h a h o st a s s o ci ati o n w a s p o s si bl e r e m ai n e d. M u n k et al. 5 4 i d e nti fi e d h o st g e n er a vi a t h e fl a n ki n g r e gi o n s,

fi n di n g A R G s t h at w e r e b ot h s h ar e d b et w e e n di ff er e nt g e n e r a a n d A R G s u ni q u e t o s o m e g e n er a. T h e y f ur-

t h er c o n d u ct e d a n i n v e sti g ati o n t h at e n a bl e d t h e m t o i d e ntif y w hi c h A R G s a r e li k el y hi g hl y t r a n s mi s si bl e,

a n d w hi c h ar e m or e li k el y t o b e v erti c all y tr a n s mitt e d (i. e. t hr o u g h b a ct eri al r e pli c ati o n). T h e s e r e s ult s a r e

hi g hl y v al u a bl e, b ut M u n k et al. 5 4 d o n ot p r e s e nt a n a s s o ci ati o n wit h cli ni c al d at a. C o n d u cti n g a r e g r e s si o n

a n al y si s wit h t h e A R G s a s s o ci at e d t o s p e ci fi c g e n er a or s p e ci e s, a s d o n e b y K ar k m a n et al. 5 3 , w o ul d h a v e

b e e n v al u a bl e t o s e e if t h e pr e di ct a bilit y c o ul d b e i m p r o v e d. A d diti o n all y, g e n u s l e v el a s si g n m e nt of A R G s

still d o e s n ot yi el d t h e s a m e i nf or m ati o n a s a s p e ci e s or e v e n str ai n l e v el a s si g n m e nt w o ul d h a v e. I n t h eir

st u d y, M u n k et al. 5 4 c o n d u ct e d a g e n u s- A R G c o- o c c urr e n c e a n al y si s f oll o wi n g t h e a s si g n m e nt of t h e g e n e s.

O n e c o ul d h o w e v er e a sil y i m a gi n e r e v er si n g t h e a n al y si s st e p s (i. e. fir st d et er mi ni n g t h e st r ai n s i n a s a m pl e)
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a n d c o m p uti n g a c o- o c c urr e n c e n et w o r k b et w e e n cl o n e s or st r ai n s a n d A R G s t o f u rt h er el u ci d at e t h e li k el y

a s s o ci ati o n s of A R G s. A d diti o n all y, c o m bi ni n g t h e a p p r o a c h of M u n k et al. 5 4 wit h t h e a s s e m bl y of pl a s mi d s

m a y b e w ort h w hil e. W hil e a s s e m bl y of pl a s mi d s i s c h all e n gi n g 5 6 , a s i s t h e a s si g n m e nt of pl a s mi d s t o t h eir

h o st s, p ot e nti al li e s i n t h e f a ct t h at di ff er e nt pl a s mi d s s h o w di ff e r e nt l e v el s of h o st s p e ci fi cit y 4 6 . F urt h er-

m or e, t h er e i s a hi g h c or r el ati o n b et w e e n G C- c o nt e nt s i n b a ct eri al s p e ci e s a n d t h e pl a s mi d s t h e y c a rr y 5 7 .

H o w e v er, t h e r e s ult s of s u c h a n a n al y si s m a y or m a y n ot b e i nf o r m ati v e a n d a c o m bi n ati o n of a p p r o a c h e s

m a y b e v al u a bl e. F u rt h er i n v e sti g ati o n i nt o t hi s i s cl e arl y w a rr a nt e d. I n s u m m a r y, t h er e i s p ot e nti al of t h e

i d e nti fi c ati o n of s p e ci fi c str ai n s a n d t h e a s si g n m e nt of s p e ci fi c g e n e s t o t h e s e str ai n s. T h er e i s a cl e ar n e e d

f or f urt h er d e v el o p m e nt of m et h o d s s e r vi n g t hi s p ur p o s e. T hi s i s n ot o nl y tr u e f or m et a g e n o mi c i n v e sti g a-

ti o n s of w a st e w at er. S u r v eill a n c e of ot h er e n vir o n m e nt s i s al s o p o s si bl e 5 8 a n d a d v a n c e m e nt s i n m et a g e n o mi c

m et h o d ol o gi e s, i n cl u di n g a s si g ni n g A R G s t o s p e ci e s a n d st r ai n s c a n b e b e n e fi ci al h e r e.

B e y o n d s ur v eill a n c e of w a st e w at er f or a nti bi oti c r e si st a n c e, p at h o g e n s ur v eill a n c e i s al s o p o s si bl e u si n g

w a st e w at er 9 a n d str ai n l e v el a n al y si s c a n s u p p o rt t hi s e n d e a v o r. H e n dri k s e n et al. 9 s h o w e d t h at p at h o g e n s

c a n b e d et e ct e d i n m et a g e n o mi c d at a fr o m a n i nf o r m al s ettl e m e nt i n K e n y a, w h er e i n di vi d u al d at a i s oft e n

n ot a v ail a bl e. N ot a bl y, t h e y i d e nti fi e d E. c oli a s o n e of t h e p at h o g e n s, b ut di d n ot di s c u s s w h et h e r t h e f o u n d

E. c oli str ai n s w er e p at h o g e ni c o r p ot e nti all y c o m m e n s al o r e n vir o n m e nt al. S u c h a n a n al y si s w o ul d h a v e

pr o vi d e d f u rt h er d et ail of w h et h er t h e pr e s e n c e of E. c oli c o ul d b e cli ni c all y r el e v a nt, p oi nti n g t o w ar d s t h e

i m p o rt a n c e of st r ai n-l e v el a n al y si s. H e n dri k s e n et al. 9 f urt h e r di s c u s s e d t h e p ot e nti al of a s s o ci ati n g cli ni c al

or h o u s e h ol d r e p o rt e d c a s e s of di a rr h e a a n d f e v e r wit h t h e m et a g e n o mi c d at a, h o w e v e r, t h e c a s e s o b s er v e d

w er e t o f e w t o d o s o s u c c e s sf ull y. N o n et h el e s s, s u c h a s s o ci ati o n s c o ul d p r o vi d e i n si g ht i nt o p at h o g e n s i n-

v ol v e d i n p ot e nti al o ut br e a k s i n i nf o r m al s ettl e m e nt s. H er e, st r ai n l e v el a n al y s e s will a g ai n b e b e n e fi ci al,

a s it w o ul d e n a bl e t h e t r a c ki n g of str ai n s a c r o s s s a m pl e s, a n d t h er e b y pr e di ct t h e b ur d e n of a p at h o g e n

a s s o ci at e d wit h cli ni c al c a s e s. B e y o n d t hi s f a s ci n ati n g st u d y, str ai n l e v el s ur v eill a n c e h a s l o n g b e e n f r uitf ul

o ut si d e of m et a g e n o mi c s. W h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g st u di e s o n i s ol at e s o bt ai n e d fr o m o ut br e a k s w e r e a bl e

t o i d e ntif y str ai n s a n d t h ei r r e s er v oi r s i n o ut b r e a k s 5 9, 6 0 . D o u gl a s et al. 5 9 c o n d u ct e d a st u d y of a n o ut br e a k

of v a n c o m y ci n-r e si st a nt E nt e r o c o c c u s f a e ci u m a n d a m o n g 2 6 i s ol at e s f r o m 2 4 p ati e nt s f o u n d o nl y mi ni m al

v ari ati o n w h e n a n al y zi n g si n gl e n u cl e oti d e p ol y m o r p hi s m s ( S N P s) i n t h e c o r e a n d a c c e s s o r y g e n o m e, wit h

1 7 of t h e i s ol at e s b el o n gi n g t o t h e s a m e str ai n b a s e d o n c or e g e n o m e a n al y si s (t h e c o r e g e n o m e b ei n g t h e

s et of g e n e s s h ar e d b et w e e n all m e m b e r s of a s p e ci e s). Si mil arl y, J o h n s o n et al. 6 0 f o u n d hi g hl y si mil ar i s o-

l at e s d uri n g a n o ut br e a k of S p hi n g o m o n a s k o r e e n si s i n v e sti g ati n g b ot h M a s h di st a n c e s 6 1 ( a m e a s u r e of t h e

g e n eti c di st a n c e b et w e e n t w o g e n o m e s) a s w ell a s S N P s i n t h e c o r e g e n o m e. U si n g w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g

t h e y w er e a bl e t o e st a bli s h si n k s a n d w at er i n t h e h o s pit al e n vir o n m e nt a s li k el y s o ur c e of t h e S. k o r e e n si s
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i nf e cti o n s. N at u r all y, w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g of c ult u r e d i s ol at e s pr o vi d e s g r e at er c o v er a g e of t h e g e n o m e

a n d a b ett er a bilit y t o i d e ntif y S N P s t h a n m et a g e n o mi c s. H o w e v er, c ult ur e b a s e d a p p r o a c h e s al s o r e q uir e a

cl e ar t a r g et, w h e r e a s m et a g e n o mi c s c a n s er v e t o s ur v eil t h e mi cr o bi o m e i n c riti c al ar e a s, s u c h a s si n k s i n a

h o s pit al e n vi r o n m e nt, m or e br o a dl y. B y b ei n g a bl e t o i d e ntif y b ot h t h e c or e g e n o m e a n d e sti m at e g e n eti c

di st a n c e s b et w e e n str ai n s ( s u c h a s t h e M a s h di st a n c e) i n m et a g e n o mi c s a m pl e s r e s e r v oir s of p at h o g e n s c o ul d

b e i d e nti fi e d m or e r e a dil y, e s p e ci all y w h e n m et a g e n o mi c s ur v eill a n c e i s e m pl o y e d r o uti n el y. B r o a d r o uti n e

s ur v eill a n c e vi a c ult uri n g a p pr o a c h e s i s n ot a s e a sil y a c hi e v a bl e c o n si d e ri n g t h at a cl e a r t ar g et s p e ci e s f o r c ul-

t uri n g i s r e q uir e d, si mil ar t o cli ni c al m et a g e n o mi c s w h e r e a di ff er e nti al di a g n o si s i s r e q uir e d f o r c ult u r e- b a s e d

a n al y si s 6 2 . Yet, wit h m et a g e n o mi c s ur v eill a n c e d at a r e a dil y a v ail a bl e, o ut br e a k s c o ul d b e tr a c e d b a c k aft e r

t h e y ar e d et e ct e d, utili zi n g p r e vi o u sl y c oll e ct e d d at a. B ot h m et a g e n o mi c a n d c ult ur e b a s e d a p pr o a c h e s c o ul d

al s o b e c o m bi n e d, wit h pr o mi si n g r e s ult s alr e a d y d e m o n str ati n g t h e p ot e nti al of r e s e r v oir i d e nti fi c ati o n 6 3 .

Fi n all y, m ulti-l o c u s s e q u e n c e t y pi n g ( M L S T) h a s l o n g b e e n a s u c c e s sf ul m et h o d f or s u b- s p e ci e s a n al y si s b a s e d

o n a s et of a f e w l o ci c o n s er v e d i n a s p e ci e s. M L S T r eli e s o n t h e i d e nti fi c ati o n of t h e n u cl e oti d e s e q u e n c e

of s el e ct l o ci i n a f e w h o u s e k e e pi n g g e n e s (t y pi c all y 6 t o 1 0) 6 4 . T h e di ff e r e nt p r e vi o u sl y o b s er v e d s e q u e n c e

v ari a nt s of t h e g e n e s ( all el e s), a s w ell a s t h e c o m bi n ati o n s of all el e s m a ki n g u p di ff er e nt str ai n t y p e s, a r e

d e p o sit e d i n a n o nli n e d at a b a s e. M L S T t y pi n g ori gi n all y o ff e r e d t h e a d v a nt a g e of b ei n g r el ati v el y e a s y t o

c o n d u ct. H e n c e, t h e l o ci c h o s e n a r e f airl y s h o rt a n d f ai rl y f e w 6 4 . T h e n e e d f or h o u s e k e e pi n g g e n e s t o b e

pr e s e nt i n all m e m b er s of a s p e ci e s, a s w ell a s t h e c h oi c e of t h e s e g e n e s a s o n e s t h at ar e u n d er st a bili zi n g

s el e cti o n, c a n m a k e t h e M L S T str ai n t y p e a g o o d pr o x y f or st u d yi n g t h e li n e a g e of di ff er e nt i s ol at e s 6 4 . O n

t h e ot h er h a n d, it i s n ot al w a y s cl e a r w h at i nf or m ati o n M L S T pr o vi d e s a b o ut t h e p h e n ot y p e of a str ai n

t y p e. W hil e s o m eti m e s t h e r e ar e cl e a r c orr el ati o n s 6 5, 6 6 , ot h e r ti m e s t h e s e ar e m o stl y a b s e nt 6 7, 6 8 . N o n et h e-

l e s s, M L S T a n al y s e s h a v e pr o v e n u s ef ul. M L S T h a s h el p e d i n o ut br e a k tr a c ki n g 6 9, 7 0, 7 1 a n d e pi d e mi ol o gi c al

s ur v eill a n c e 7 2, 7 3 i n t h e p a st, cl e a rl y hi g hli g hti n g t h e u s ef ul n e s s of s u b- s p e ci e s l e v el p at h o g e n s ur v eill a n c e.

T h e p u bli c d at a b a s e p u b M L S T 7 4 a d diti o n all y e n a bl e s c o m p ari s o n of str ai n s f r o m a c r o s s t h e w orl d. E xt e n d-

i n g s u b- s p e ci e s a n al y si s t o m et a g e n o mi c s c a n p r o vi d e si mil ar i n si g ht s i n a m u c h br o a d er r e gi m e, a d d r e s si n g

m a n y s p e ci e s at t h e s a m e ti m e.

S t r ai n I d e n ti fi c a ti o n T o ol s

C o n d u cti n g i nf or m ati v e m et a g e n o mi c str ai n l e v el i n v e sti g ati o n s fir stl y r e q uir e s t h e a bilit y t o i d e ntif y t h e

str ai n s pr e s e nt i n a s a m pl e. M a n y di ff e r e nt a p pr o a c h e s ar e p o s si bl e w h e n i n v e sti g ati n g t h e s u b- s p e ci e s l e v el

i n m et a g e n o mi c s, a n d di ff er e nt t o ol s h a v e b e e n d e v el o p e d. H o w e v e r, t h eir e x pli cit g o al s d o v a r y. O n e
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c a n r o u g hl y s plit t h e a v ail a bl e t o ol s i nt o t hr e e c at e g ori e s. T h e fir st s et of t o ol s, i n cl u di n g D E S M A N 7 5 ,

C o n Str ai n s 7 6 , or m et a P hl A n 7 7 , i s ai m e d at t r a c ki n g st r ai n s a c r o s s m ulti pl e s a m pl e s. W hil e tr a c ki n g of

str ai n s a c r o s s s a m pl e s i s e s s e nti al, s e v e r al pr a cti c al a n d c o n c e pt u al c o n si d er ati o n s h a v e t o b e m a d e. Fi r stl y,

u si n g m ulti pl e d at a s et s a s i n p ut, w hil e i n cr e a si n g t h e a v ail a bl e d at a, h a s t h e di s a d v a nt a g e of t h e u n d erl yi n g

a s s u m pti o n t h at str ai n s a cr o s s s a m pl e s will b e s h a r e d. If t hi s i s n ot t h e c a s e, it will b e f airl y e a s y t o dr a w t h e

wr o n g c o n cl u si o n s, e s p e ci all y c o n si d eri n g t h at t o ol s s u c h a s D E S M A N s h o w o nl y li mit e d a c c ur a c y o n si n gl e

s a m pl e s. S e c o n dl y, t h e p u bli s h e d t o ol s h a v e t h eir o w n li mit ati o n s. F o r e x a m pl e, D E S M A N a n d E V O R h a 7 8

r el y o n M A G s f or st r ai n i nf er e n c e. W h e n t h e s e ar e n ot of hi g h q u alit y t hi s m a y i m p a ct t h e r e s ult s, a s Q ui n c e

et al. 7 5 r e p ort t h e m s el v e s. T h e s e c o n d s et of t o ol s i s ai m e d at i d e ntif yi n g S N P s of t h e str ai n s wit hi n a s a m pl e.

T h er e ar e v ari o u s t o ol s a v ail a bl e f or t hi s p u r p o s e, w hi c h h a v e b e e n b e n c h m a r k e d b y A n d r e u- S á n c h e z et al. 7 9 .

I d e ntif yi n g S N P s i s e s s e nti al t o t r a c k m ut ati o n s a n d i nf e r p h yl o g e ni e s. H o w e v e r, t h e c alli n g of S N P s i s oft e n

d o n e i s i s ol ati o n f r o m r ef er e n c e s e q u e n c e s. A s s u c h, o nl y li mit e d i nf or m ati o n c a n b e g at h er e d o n t h e r el ati o n

of t h e S N P s t o k n o w n w h ol e- g e n o m e s e q u e n ci n g d e ri v e d p h yl o g e ni e s. A d diti o n all y, i nf er e n c e s o n t h e g e n e

c o nt e nt of s p e ci fi c str ai n s ar e h a r d t o m a k e o n t hi s b a si s. E v e n w h e n a r ef er e n c e s e q u e n c e, or a s m all s et of

r ef er e n c e s e q u e n c e s, i s u s e d, c h o o si n g a hi g h- q u alit y r ef er e n c e i s ol at e t h at i s cl o s el y r el at e d t o t h e s e q u e n c e s

t h at n e e d t o b e t y p e d i s e s s e nti al a n d t h e i nf er e n c e of S N P s m a y b e st r o n gl y d e p e n d e nt o n w hi c h r ef e r e n c e

s e q u e n c e s ar e c h o s e n 8 0 . I n d e e d, it h a s b e e n s h o w n t h at t h e c h oi c e of r ef er e n c e st r ai n h a s str o n g i m p a ct s o n

t h e S N P s t h at ar e c all e d a s w ell a s o n d o w n str e a m a n al y s e s, s u c h a s t h e c o n str u cti o n of p h yl o g e n eti c tr e e s 8 1 .

N o n et h el e s s, c alli n g of S N P s i n m et a g e n o m e s i s of gr e at i m p ort a n c e, t h o u g h str ai n r e c o v er y pri o r t o S N P

c alli n g m a y pr o vi d e cl e a r b e n e fit s, a s it will p r o vi d e t h e b e st r ef e r e n c e s e q u e n c e s r el ati v e t o w hi c h t o c all

S N P s. T h e l a st s et of t o ol s, a n d t h e o n e of m o st i nt e r e st t o u s, ai m s t o r e c o v e r k n o w n str ai n s, or k n o w n

str ai n s cl o s el y r el at e d t o t h o s e i n t h e s a m pl e s, w h e r e st r ai n s c orr e s p o n d eit h er t o u ni q u e r ef e r e n c e s e q u e n c e s

or cl u st er s t h e r e of, d e p e n di n g o n t h e t o ol. I m p ort a ntl y, t hi s a p pr o a c h i s s uit e d f or si n gl e s a m pl e a n al y si s a n d

c a n t a k e i nt o a c c o u nt p o p ul ati o n str u ct u r e a n d o ur k n o wl e d g e of S N P s a n d g e n e c o nt e nt, w hil e n ot p r e cl u di n g

f urt h e r S N P- a n al y si s d o w n str e a m. I n C h a pt er II, I pr e s e nt a b e n c h m ar ki n g st u d y of t o ol s wit h t hi s f o c u s

a n d i n C h a pt e r III a n d C h a pt e r I V I will pr e s e nt t h e d e v el o p m e nt of a n o v el t o ol i n t hi s c at e g or y. H e n c e,

I will bri e fl y s u m m ari z e t h e m aj or t o ol s pr e vi o u sl y p u bli s h e d i n t hi s a r e a. T o ol s t h at ar e ai m e d at tr a c ki n g

str ai n s a c r o s s m ulti pl e s a m pl e s, a n d h e n c e, ar e n ot d e si g n e d f o r si n gl e s a m pl e a n al y si s w er e n ot c o n si d e r e d.

A d diti o n all y, t o ol s w e r e e x cl u d e d t o ol s t h at mi g ht pr o vi d e st r ai n i nf or m ati o n ( s u c h a s Kr a k e n 2 8 2 ) b ut ar e

n ot s p e ci fi c all y d e si g n e d f or t hi s p ur p o s e a n d i n st e a d f o c u s o n l o w er r e s ol uti o n t a x o n o mi c a s si g n m e nt. T o ol s

ai m e d at r e c o n str u cti o n of M L S T t y p e s ( s u c h a s m et a M L S T 8 3 ) w er e al s o e x cl u d e d. L a stl y, t o ol s t h at o nl y

w or k u si n g a si n gl e r ef er e n c e g e n o m e w er e e x cl u d e d, a s t h e s e d o n ot t a k e i nt o a c c o u nt k n o w n p o p ul ati o n

str u ct ur e. I will bri e fl y d e s c ri b e t h e t o ol s c o n si d er e d h er e i n or d e r of p u bli c ati o n d at e.
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S t r ai n E s t St r ai n E st 8 4 ai m s t o gi v e a s p ar s e s et of k n o w n r ef er e n c e g e n o m e s e x pl ai ni n g t h e o b s er v e d r e a d s i n

a m et a g e n o mi c d at a s et. T o t hi s e n d, Str ai n E st fir st b uil d s S N P p r o fil e s b y s el e cti n g a s u b s et of r e p r e s e nt ati v e

g e n o m e s fr o m a s p e ci e s d at a b a s e ( o bt ai n e d b y cl u st e ri n g of t h e g e n o m e s) a n d ali g ni n g t h e s e a g ai n st t h e

s p e ci e s r ef er e n c e. S N P p r o fil e s a r e t h e n c r e at e d u si n g t h e s e ali g n m e nt s. S e c o n dl y, Str ai n E st s el e ct s a s e c o n d

s et of g e n o m e s a s m a p pi n g r e pr e s e nt ati v e s, ali g ni n g t h e m t o t h e s p e ci e s r ef er e n c e a n d t h e n ali g ni n g t h e

m et a g e n o mi c r e a d s t o t hi s s et of g e n o m e s. Fr o m t hi s, n u cl e oti d e fr e q u e n ci e s at t h e S N P p o siti o n s d et er mi n e d

pr e vi o u sl y ar e e xtr a ct e d. Str ai n E st fi n all y u s e s a l a s s o- r e gr e s si o n w hi c h e sti m at e s t h e r el ati v e a b u n d a n c e of

e a c h r e pr e s e nt ati v e g e n o m e t o pr e di ct t h e o b s er v e d n u cl e oti d e fr e q u e n ci e s. T h e c o n c e pt u al si m pli cit y a n d

r e q uir e m e nt f or s p ar s e n e s s ar e str e n gt h s of Str ai n E st. O n t h e ot h e r h a n d, t h e r e a r e s o m e w e a k n e s s e s. Fi r stl y,

t h e r eli a n c e o n a s et of r e p r e s e nt ati v e g e n o m e s f or e a c h cl u st e r n at u r all y r e d u c e s t h e t a x o n o mi c r e s ol uti o n

o bt ai n a bl e. T h e ali g n m e nt of r ef e r e n c e a s s e m bli e s t o a s p e ci e s r e pr e s e nt ati v e p erf o r m e d t o i nf er S N P s m a y

al s o b e s e n siti v e t o t h e r e p r e s e nt ati v e c h o s e n. A d diti o n all y, t h e t ot al p r o p orti o n of str ai n s i s n ot c o n str ai n e d

t o [ 0 , 1] d uri n g e sti m ati o n (t h o u g h n ot a bl y t h e r e g r e s si o n c o e ffi ci e nt s r e pr e s e nti n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e s

ar e s c al e d t o u nit n o r m aft er e sti m ati o n). M o r e o v e r, a s s u mi n g u nif o r m c o v er a g e of a gi v e n st r ai n s’ g e n o m e

i n a m et a g e n o mi c d at a s et, it i s cl e a r t h at if t hi s str ai n i s o nl y pr e s e nt at a r el ati v e a b u n d a n c e of l e s s t h a n

o n e, b ut i s al s o t h e o nl y st r ai n i n t h e s a m pl e c ar r yi n g a c ert ai n g e n e, t h at t h e o b s er v e d fr e q u e n ci e s will

b e s k e w e d, p ot e nti all y i m p a cti n g t h e e sti m ati o n pr o c e s s ( s e e Fi g ur e 3. 2 f or a n ill u st r ati o n). N o n et h el e s s,

Str ai n E st s h o w s g o o d p e rf or m a n c e o n t h e d at a s et s p r e s e nt e d b y Al b a n e s e a n d D o n ati 8 4 .

K r a k e n U ni q B ot h Kr a k e n 8 5 a n d Kr a k e n 2 8 2 r e pr e s e nt wi d el y u s e d t o ol s f or t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n of

m et a g e n o mi c d at a. B ot h t o ol s w o r k b y c o u nti n g k - m e r s s h ar e d b et w e e n t h e m et a g e n o mi c r e a d s a n d a

d at a b a s e. E a c h r e a d i s t h e n a s si g n e d t o t h e l o w e st c o m m o n a n c e st or of all d at a b a s e e ntri e s t h at s h a r e t h e s a m e

k - m er c o u nt. T hi s c o n s er v ati v e a p p r o a c h m a k e s t h e t o ol s n ot i d e al f or str ai n i d e nti fi c ati o n. Kr a k e n U ni q 8 6

ai m s t o a d dr e s s t hi s i s s u e a n d pr o vi d e hi g h e r l e v el r e s ol uti o n b y u si n g a n e ffi ci e nt al g orit h m t o e sti m at e t h e

c o u nt t h e u ni q u e k - m er s f o r e a c h d at a b a s e t a x o n. N ot a bl y, o n e n e e d s t o c h o o s e a c ut o ff f or t h e n u m b er of

u ni q u e k - m er s a s si g n e d t o a t a x o n f o r it t o b e i nf er r e d a s pr e s e nt t o c o nt r ol t h e f al s e p o siti v e r at e 8 7 . T hi s

c ut o ff v a ri e s b ot h wit h t h e t a x o n o mi c l e v el of i nt er e st a n d t h e s e q u e n ci n g d e pt h. T hi s will m a k e it h ar d f o r

r e s e ar c h er s t o c h o o s e a p pr o pri at e c ut o ff s f or t h eir d at a s et s. O n t h e ot h e r h a n d, K r a k e n U ni q h a s t h e b e n e fit of

b ei n g a bl e t o i n c or p o r at e a l ar g e d at a b a s e, c o nt ai ni n g t a x o n s fr o m a cr o s s b a ct eri a, vir u s e s, pl a s mi d s, h u m a n s,

a n d ar c h e a. B y d ef a ult t hi s i s eit h er a pr e- c o n str u ct e d d at a b a s e or c o n str u ct e d f r o m a v ail a bl e g e n o m e s o n

N C BI. T hi s d at a b a s e i s f urt h e r c u st o mi z a bl e u si n g i n di vi d u al s e q u e n c e s.
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M I S T MI S T 8 8 t a k e s y et a n ot h e r a p pr o a c h t o st r ai n i d e nti fi c ati o n. Si mil ar t o Str ai n E st a s et of g e n o m e s

r e pr e s e nt ati v e of g e n o m e cl u st er s i s g e n er at e d vi a c o m pl et e-li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g at di ff er e nt A NI

t hr e s h ol d s. H o w e v e r, i n c o nt r a st t o Str ai n E st, MI S T t h e n ali g n s e a c h r e a d t o t h e w h ol e s et of r ef er e n c e

g e n o m e s, d et e r mi ni n g t h e n u m b er of n u cl e oti d e mi s m at c h e s b et w e e n e a c h r e a d a n d e a c h r ef e r e n c e g e n o m e.

MI S T t h e n pr o c e e d s t o s el e ct t h e mi ni m u m mi s m at c h a m o n g all r ef er e n c e g e n o m e s a m o n g a cl u st e r t o o bt ai n

a mi s m at c h f or e a c h cl u st e r at e a c h A NI t hr e s h ol d. T h e s e mi s m at c h e s ar e t h e n f e d i nt o a pr o b a bili sti c m o d el,

w h er e m a xi m u m li k eli h o o d e sti m ati o n of cl u st e r f r e q u e n ci e s a r e o bt ai n e d. E v e n t h o u g h t h e m et h o d s di ff er,

t h e st r e n gt h s a n d w e a k n e s s e s ar e si mil ar t o Str ai n E st. H o w e v e r, MI S T c o n c e pt u all y i m p r o v e s o n St r ai n E st

i n t w o ar e a s. Fir stl y, t h e p r o b a bili sti c n at ur e of t h e m o d el i s a m o r e n at ur al a p p r o a c h t o t h e e sti m ati o n

of p r o p o rti o n s. S e c o n dl y, MI S T d o e s n ot r el y o n t h e m a p pi n g t o a si n gl e r e pr e s e nt ati v e r ef er e n c e g e n o m e

p er cl u st e r, b ut i n st e a d p e rf or m s a f ull ali g n m e nt t o all m e m b er s of a cl u st e r. I n t hi s w a y, t h e i ntr a- cl u st e r

v ari ati o n i s still s o m e w h at t a k e n i nt o a c c o u nt a n d t h e r eli a n c e o n a r ef e r e n c e g e n o m e i s r e d u c e d.

S t r ai n G E Str ai n G S T, p art of t h e Str ai n G E t o ol kit 8 9 (I will r ef er t o t h e t o ol kit fr o m h er e o n), w or k s o n

a k - m er b a si s t o i d e ntif y st r ai n s. F or t h e d at a b a s e cr e ati o n a k - m e r pr o fil e i s cr e at e d f o r e a c h r ef e r e n c e

str ai n. T h e n, t h e r ef er e n c e st r ai n s a r e cl u st e r e d wit h si n gl e-li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g u si n g t h e J a c c ar d

di st a n c e s of t h e k - m e r p r o fil e s. L a stl y, g e n o m e s ar e r e m o v e d t h at s h a r e o v er 9 9 % of k - m e r s wit h a n ot h er

str ai n. H a vi n g e st a bli s h e d t h e d at a b a s e, t h e m et a g e n o mi c s a m pl e i s al s o k - m eri z e d. Str ai n G E t h e n r e p ort s

pr e s e nt str ai n s it er ati v el y. I n e a c h it e r ati o n a s c or e i s c al c ul at e d f or e a c h st r ai n b a s e d o n t h e f r a cti o n of

k - m er s i n t h e r ef e r e n c e str ai n pr e s e nt i n t h e s a m pl e, t h e c o u nt of k - m er s i n t h e s a m pl e a s a fr a cti o n of t h e

c o u nt of k - m e r s i n t h e r ef e r e n c e st r ai n, a n d a m e a s u r e f or t h e e v e n n e s s of c o v er a g e of k - m er s m at c hi n g t o

t h e r ef e r e n c e str ai n a c r o s s t h e g e n o m e. T h e st r ai n wit h t h e hi g h e st s c or e i n e a c h it er ati o n i s r e p ort e d a s

pr e s e nt. T h e pr o c e s s t e r mi n at e s eit h er aft er 5 it er ati o n s ( b y d ef a ult) o r w h e n n o m or e st r ai n h a s a s c or e

a b o v e a s et t h r e s h ol d. T h e Str ai n G E t o ol b o x i n cl u d e s a s e c o n d t o ol, str ai n G R. T hi s t o ol all o w s f o r f u rt h er

a n al y si s of t h e i d e nti fi e d str ai n s b y i d e ntif yi n g S N P s a n d l a r g e d el eti o n s. T hi s i s a c hi e v e d t hr o u g h ali g n m e nt s

of r e a d s t o t h e c o n c at e n at e d r ef e r e n c e g e n o m e of t h e r ef er e n c e str ai n s f o u n d b y Str ai n G E. N ot a bl y, S N P s

ar e o nl y c all e d i n r e gi o n s t h at a r e pr e s e nt i n a si n gl e r ef e r e n c e str ai n. T hi s i s d o n e b y filt eri n g o ut r e a d s

t h at ali g n a m bi g u o u sl y. H o w e v e r, t hi s s e v er el y li mit s t h e s c o p e, a s e v e n a r e a d ali g ni n g a m bi g u o u sl y t o t w o

r ef er e n c e str ai n s c o ul d still b e ar a S N P c o m p ar e d t o a t hir d r ef er e n c e str ai n pr e s e nt. L a r g e g a p s a n d p o s si bl e

d el eti o n s a r e i d e nti fi e d a s t h o s e r e gi o n s a b o v e a gi v e n l e n gt h ( d ef a ult 5 0 0 0 b p, b ut s c al e d a c c or di n g t o t h e

e sti m at e d c o v e r a g e of t h e r ef er e n c e str ai n) t o w hi c h n o r e a d ali g n s. T hi s c a n i d e ntif y p ot e nti al d el eti o n s i n

a st ati sti c all y s o u n d m a n n er. I n s e rti o n s c a n n ot b e i d e nti fi e d t h o u g h. H o w e v e r, t h e i d e nti fi c ati o n of t h e s e

i s e s s e nti al i n pr a cti c e a s it c a n b e r el e v a nt f o r t h e i niti al str ai n e sti m ati o n a n d c a n pr e s e nt i nf or m ati o n o n
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a c q uir e d g e n e s.

Si g m a Si g m a 9 0 i s a n ali g n m e nt b a s e d t o ol i n w hi c h t h e m et a g e n o mi c r e a d s ar e ali g n e d t o a c u st o m r ef er e n c e

d at a b a s e. A pr o b a bili sti c m o d el utili zi n g m a xi m u m li k eli h o o d e sti m ati o n i s a p pli e d. T hi s m o d el e sti m at e s

t h e p r o b a bilit y of e a c h r ef er e n c e g e n o m e, utili zi n g t h e pr o b a bilit y of o bt ai ni n g t h e o b s er v e d m et a g e n o mi c

r e a d s ( wit h t h e o b s e r v e d n u m b e r of mi s m at c h e s) gi v e n b y t h e ali g n m e nt. A di sti n g ui s hi n g f e at ur e of Si g m a

i s t h at t h e m et h o d e n a bl e s t h e e sti m ati o n of b ot h P- v al u e s a n d c o n fi d e n c e i nt e r v al s, w hi c h c a n b e hi g hl y

v al u a bl e f o r r e s e a r c h e r s wi s hi n g t o s c r uti ni z e t h ei r r e s ult s. N o n e of t h e ot h e r m et h o d s p r e s e nt e d h e r e h a v e

t hi s c a p a bilit y.

S t r ai n S c a n T h e m o st r e c e nt t o ol p u bli s h e d i s Str ai n S c a n 9 1 . Str ai n S c a n w or k s o n a k - m e r b a si s i n c o m bi-

n ati o n wit h a hi er ar c hi c al cl u st eri n g a p pr o a c h a p pli e d t o t h e r ef er e n c e st r ai n s. T h e cl u st eri n g i s p erf o r m e d

vi a D a s hi n g 9 2 u si n g si n gl e-li n k a g e hi e r a r c hi c al cl u st eri n g b a s e d o n a J a c c ar d di st a n c e m atri x. I n t h e s e a r c h

tr e e c o n str u ct e d, e a c h n o d e i s a s si g n e d a s et of u ni q u e k - m er s. T o i d e ntif y l e af n o d e s ( str ai n s) pr e s e nt i n t h e

s a m pl e, r e pr e s e nti n g i n di vi d u al r ef er e n c e str ai n s, a br e a dt h- fi r st s e ar c h i s c o n d u ct e d. E a c h n o d e i s a s si g n e d a

s c or e b a s e d o n t h e fr a cti o n of k - m er s i n t h e s a m pl e m at c hi n g t h e u ni q u e k - m e r s of t h e n o d e a n d t h e r el ati v e

fr a cti o n of k - m er c o u nt s a m o n g t h e m at c hi n g k - m er s, si mil ar t o Str ai n G E. I n di vi d u al str ai n s ar e r e p ort e d

vi a a t hr e s h ol d. T h e a n al y si s of t h e p erf or m a n c e of Str ai n S c a n i s t h e m o st t h o r o u g h a m o n g t h e r e p ort e d

t o ol s, i n cl u di n g m ulti pl e n u m b e r of st r ai n s, v ari o u s s p e ci e s, a n d st r ai n s c o nt ai n e d a n d n ot c o nt ai n e d a m o n g

t h e r ef er e n c e st r ai n s. H e r e, Li a o et al. 9 1 r e p ort t h at St r ai n S c a n o ut p e rf or m e d all ot h er t o ol s a n al y z e d i n

m o st c at e g o ri e s. L a stl y, t h e y al s o p e rf or m e d a n a n al y si s of t w o m o c k d at a s et s fr o m t h e H u m a n Mi c r o bi o m e

Pr oj e ct 9 3 . N ot a bl y, St r ai n S c a n, w hil e still p erf o r mi n g w ell a n d r et ur ni n g str ai n s cl o s el y r el at e d t o t h e o n e s

c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e s, di d n ot o ut p erf o r m all of t h e ot h er t o ol s h e r e, si mil ar t o si m ul at e d d at a f or str ai n s

n ot a m o n g t h e r ef er e n c e str ai n s. T hi s p oi nt s o ut t h at it i s n ot cl e ar w hi c h t o ol i s b e st s uit e d i n w hi c h

sit u ati o n, a n d f urt h e r c o m p a ri s o n s a r e n e c e s s ar y.

I n t e g e r Li n e a r P r o g r a m mi n g

S o f a r, I w a s m ai nl y c o n c er n e d wit h t h e bi ol o gi c al b a si s of t hi s t h e si s. N o w, I will pr e s e nt o n e of t h e m aj or

m at h e m ati c al t o ol s u n d erl yi n g t h e w or k pr e s e nt e d i n C h a pt er III a n d C h a pt e r I V, mi x e d i nt e g er li n e ar

pr o gr a m m e s ( MI L P s). MI L P s ar e v er y u s ef ul f o r e ffi ci e ntl y s ol vi n g pr o bl e m s a ri si n g i n g e n o mi c s. T h e y

ar e fr e q u e ntl y u s e d i n r e s e a r c h f or p u r p o s e s s u c h a s m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt, a s s e m bl y of s e q u e n c e s, or



I nt e g er Li n e ar Pr o gr a m mi n g 5 3

pr ot ei n f ol di n g 9 4 . T h eir u s a bilit y c o m e s b ot h fr o m t h e f a ct t h at a wi d e v ari et y of pr o bl e m s c a n b e tr a n sl at e d

i nt o MI L P f or m ul ati o n s wit h r el ati v e e a s e a n d t h at hi g hl y e ffi ci e nt m et h o d s h a v e b e e n d e v el o p e d t o s ol v e

t h e s e MI L P pr o bl e m s. I will gi v e a s h ort o v er vi e w of t h e b a si c t h e or y b e hi n d t h e m h er e, w hil e m o r e d et ail s

c a n b e f o u n d i n t h e b o o k s b y V a n d er b ei 9 5 a n d Mi c h el e C o nf o rti 9 6 . T o u n d e r st a n d MI L P s, I will fir st l a y- o ut

li n e ar pr o g r a m m e s ( L P s). A n L P m a xi mi z e s a li n e ar o bj e cti v e f u n cti o n ζ = c x , w h er e c i s a r o w v e ct o r of

fi x e d w ei g ht s a n d x i s a c ol u m n v e ct or of n d e ci si o n v ari a bl e s w e w a nt t o e sti m at e t o o pti mi z e ζ . A d diti o n all y,

a n L P c o nt ai n s li n e ar c o n st r ai nt s of t h e f o r m A x ≤ b f o r s o m e m × n m atri x A a n d a c ol u m n v e ct or b of m

c o n st r ai nt s. T h e s e c o n str ai nt s li mit t h e r a n g e of v al u e s t h at t h e d e ci si o n v ari a bl e s c a n h a v e. A f ull L P c a n

t h e n si m pl y b e writt e n a s

m a x c x

s u bj e ct t o A x ≤ b

x ≥ 0 .

N ot e t h e a d diti o n al c o n str ai nt of x ≥ 0. E ffi ci e nt m et h o d s f or fi n di n g o pti m al s ol uti o n s t o L P s h a v e b e e n

d e v el o p e d a n d e n a bl e u s t o s ol v e e v e n v er y l a r g e L P s i n a r e a s o n a bl e a m o u nt of ti m e. B ef o r e di vi n g i nt o t h e

c o m pl e xiti e s i ntr o d u c e d b y e xt e n di n g L P s t o mi x e d i nt e g er li n e a r pr o gr a m m e s ( MI L P s), I will b ri e fl y a d dr e s s

o n e b a si c a p pr o a c h t o s ol vi n g a n L P t h at ill u st r at e s t h e p r o c e s s w ell.

S ol vi n g L P s

O v er ti m e, m a n y di ff e r e nt a p p r o a c h e s t o s ol vi n g L P s h a v e b e e n pr o p o s e d. S o m e of t h e s e g u ar a nt e e p ol y n o mi al

r u nti m e, h o w e v er, I will f o c u s h e r e o n t h e Si m pl e x m et h o d t h at p erf o r m s w ell i n m o st c a s e s a n d i s u s e d a cr o s s

a wi d e r a n g e of p r o bl e m s. H er e, I gi v e a n i nt uiti v e o utli n e of t h e si m pl e x m et h o d, w hil e V a n d e r b ei 9 5 c a n b e

c o n s ult e d f or a m or e f o r m al tr e at m e nt. T h e si m pl e x m et h o d r eli e s o n a si m pl e r e ali z ati o n a b o ut t h e s p a c e

of f e a si bl e v ari a bl e a n d o bj e cti v e f u n cti o n v al u e s. Fir stl y, t a k e t h e p a r a m et er s p a c e R n of all v al u e s f or t h e

n v ari a bl e s i n o u r p r o bl e m wit h e a c h of t h e n di m e n si o n s r e pr e s e nti n g t h e v al u e of o n e of t h e v ari a bl e s.

N o w t h e j t h a d d e d c o n st r ai nt
∑︁ n

i = 1 a j, i x i ≤ b j ( w h er e a j, i ar e t h e el e m e nt s of A ) p artiti o n s t hi s s p a c e i nt o

t w o s e cti o n s, o n e w h er e t h e v ari a bl e s vi ol at e t h e c o n str ai nt a n d o n e w h er e t h e y d o n ot ( Fi g ur e 1. 1 A). N ot e

t h at t h e li n e a rit y of o ur c o n str ai nt s g u a r a nt e e s t h at t h e s e cti o n wit h f e a si bl e v ari a bl e v al u e s i s c o n v e x (t h e

c o n st r ai nt s b o u n d a c o n v e x p ol yt o p e). I nt uiti v el y t hi s m e a n s t h at a n y t w o p oi nt s wit hi n t h e s e cti o n c a n b e

c o n n e ct e d b y a str ai g ht li n e w hi c h c o m pl et el y li e s i n si d e t h e s e cti o n a s w ell. T hi s h ol d s tr u e w h e n e v er a n e w

c o n st r ai nt i s a d d e d ( Fi g ur e 1. 1 B). A d diti o n all y, n ot e t h at a n y o bj e cti v e v al u e ζ = c x f or x wit h s o m e s et
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v al u e s al s o d e s c ri b e s a li n e ar h y p er pl a n e a n d t h at f or a n y gi v e n h y p er pl a n e ζ = c x all p ar all el h y p er pl a n e s t o

o n e si d e will h a v e a gr e at er v al u e a n d all t h e o n e s t o t h e ot h er si d e a s m all er v al u e. Fr o m t hi s, it c a n e a sil y

b e s e e n t h at if ζ d o e s n ot p a s s t hr o u g h o n e of t h e v erti c e s of t h e c o n v e x p ol yt o p e d e fi n e d b y t h e c o n str ai nt s

w e c a n pi c k a v al u e f or ζ wit h a m o r e e xt r e m e v al u e. P art of t hi s h y p e r pl a n e still li e s wit hi n o ur f e a si bl e

p ar a m et er s p a c e, a n d h e n c e, h a s v al u e s f or x t h at f ul fill t h e c o n str ai nt s. If t h e h y p er pl a n e p a s s e s t hr o u g h at

l e a st o n e v ert e x, h o w e v er, w e h a v e a n e xtr e m al s ol uti o n s ( al s o c all e d a b a si c f e a si bl e s ol uti o n). H e n c e, o n e of

t h e v erti c e s m u st b e t h e o pti m al v al u e f or o u r pr o bl e m ( Fi g ur e 1. 1 C).
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Fi g u r e 1. 1: Ill u s t r a ti o n of t h e si m pl e x m e t h o d f o r t w o v a ri a bl e s x 1 a n d x 2 , wi t h x 1 , x2 ≥ 0. ( A ) C o n s t r ai nt s d e fi n e
a n a r e a of f e a si bl e v al u e s f o r x 1 a n d x 2 . H e r e, e a c h li n e r e p r e s e nt s a c o n s t r ai nt a n d s oli d p a r t s of t h e li n e s d eli n e a t e
t h e s p a c e w h e r e b o t h x 1 a n d x 2 h a v e a f e a si bl e v al u e. ( B ) T h e s p a c e of f e a si bl e v al u e s s t a y s c o n v e x w h e n a d di n g a
n e w c o n s t r ai nt. ( C ) T h e o p ti m al o bj e c ti v e v al u e ζ = c x a c hi e v a bl e wi t h all o w e d v a ri a bl e v al u e s li e s a t a v e r t e x. ( D )
T h e si m pl e x m e t h o d s t a r ti n g o u t a t o n e v e r t e x (l o w e r ri g ht ) a n d p r o c e e di n g al o n g t h e v e r ti c e s u ntil t h e o p ti m u m i s
r e a c h e d ( r e d d o t ).

T h e si m pl e x m et h o d (ill u str at e d i n Fi g ur e 1. 1 D) w or k s b y fi r st i ntr o d u ci n g sl a c k v ari a bl e s w hi c h a r e a d d e d

t o t h e c o n str ai nt s s u c h t h at t h e i n e q u aliti e s t u r n i nt o e q u aliti e s (
∑︁ n

i = 0 a j, i x i ≤ b j i s c o n v ert e d t o s j +

∑︁ n
i = 0 a j, i x i = b j ). T h e n w e p r o c e e d t o fi n d a n y b a si c f e a si bl e s ol uti o n, w hi c h i s oft e n e a sil y a c hi e v e d b y

s etti n g all v ari a bl e s x i t o 0. I n c a s e s w h er e t hi s l e a d s t o n o n- n e g ati v e sl a c k v ari a bl e s, a di ff er e nt a p pr o a c h

i s n e e d e d, a s d e s cri b e d f or e x a m pl e i n V a n d er b ei 9 5 . T h e si m pl e x al g orit h m t h e n pr o c e e d s t o n ei g h b o ri n g
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v erti c e s u ntil all v erti c e s r e a c h a bl e fr o m t h e c urr e nt v e rt e x h a v e l o w er o bj e cti v e v al u e s. T hi s i s d o n e b y t a ki n g

a v ari a bl e w hi c h w o ul d i n cr e a s e t h e o bj e cti v e f u n cti o n if it w a s c h a n g e d (it h a s a p o siti v e c o e ffi ci e nt i n t h e

o bj e cti v e f u n cti o n) a n d fi xi n g a n ot h e r v ari a bl e t o 0. T h e v ert e x at w hi c h w e c a n n ot c h o o s e a v ari a bl e w h o s e

c h a n g e w o ul d i n c r e a s e t h e o bj e cti v e f u n cti o n i s t h e n t h e o pti m al o n e.

A n i m p ort a nt c o n c e pt i s t h e d u al li n e a r pr o g r a m m e d e fi n e d a s

mi n b y

s u bj e ct t o y A ≥ c

y ≥ 0 .

T h e mi ni mi z ati o n h er e i s a c hi e v e d b y si m pl y m a xi mi zi n g t h e n e g ati v e of t h e o bj e cti v e f u n cti o n a n d a d a pti n g

t h e c o n str ai nt s a c c o r di n gl y. I m p ort a ntl y, t h e d u al of t h e d u al i s t h e ori gi n al li n e a r pr o gr a m m e, t h e p ri m al.

T h e d u al li n e ar pr o g r a m m e h a s t h e p r o p ert y t h at it s o pti m al v al u e i s a n u p p e r b o u n d o n t h e pri m al li n e ar

pr o gr a m m e ( c all e d t h e w e a k d u alit y t h e or e m). H e n c e, if w e s ol v e b ot h t h e pri m al a n d t h e d u al pr o gr a m m e

a n d o bt ai n t h e s a m e o bj e cti v e v al u e w e k n o w t h at t h e s ol uti o n t o t h e p ri m al pr o g r a m m e i s o pti m al. It h a s

b e e n pr o v e n t h at if t h e p ri m al pr o g r a m m e h a s a s ol uti o n, s o h a s t h e d u al p r o gr a m m e a n d t h e o pti m al v al u e s

of t h e s ol uti o n s ar e t h e s a m e. T hi s i s k n o w n a s t h e str o n g d u alit y t h e or e m. T hi s al s o i m pli e s t h at w e c a n

s ol v e t h e d u al p r o bl e m u si n g t h e si m pl e x m et h o d ( c all e d t h e d u al si m pl e x m et h o d) a n d o bt ai n a n o pti m al

f e a si bl e s ol uti o n f or t h e p ri m al L P. T hi s i s u s ef ul i n m a n y c a s e s, a s it l e a d s t o a n e a si er a p pr o a c h f or s ol vi n g

t h e pri m al. F o r e x a m pl e, if t h e p ri m al L P h a s n o f e a si bl e s ol uti o n wit h all x = 0, i. e. if w e h a v e a c o n st r ai nt

of t h e f o r m
∑︁

i

a i, j x i ≤ − b, ( 1. 1)

w h er e b > 0, w e mi g ht str u g gl e t o fi n d a n i niti al b a si c f e a si bl e s ol uti o n. H o w e v e r, w e m a y o b s er v e t h at t h e

d u al pr o bl e m d o e s h a v e a f e a si bl e s ol uti o n i n t h e ori gi n ( y = 0) a n d b y s ol vi n g t h e d u al w e ar ri v e at o ur

d e si r e d o pti m al s ol uti o n. T h e a p pli c ati o n of t h e si m pl e x m et h o d c o nt ai n s a f e w m o r e i nt ri c a ci e s, t h e d et ail s

of w hi c h w o ul d g o b e y o n d t h e s c o p e of t hi s o utli n e, b ut c a n b e f o u n d i n V a n d er b ei 9 5 . L a stl y, it i s w ort h

m e nti o ni n g t h at w hil e t h e si m pl e x m et h o d i s g e n er all y v er y e ffi ci e nt, it h a s b e e n s h o w n t h at i n t h e w o r st c a s e

t h e r u nti m e c a n i n cr e a s e e x p o n e nti all y wit h t h e p r o bl e m si z e. H o w e v er, i n g e n e r al, fir st t hr o u g h t h e elli p s oi d

a n d l at er t hr o u g h i nt e ri or- p oi nt m et h o d s, it h a s b e e n s h o w n t h at L P s ar e s ol v a bl e i n p ol y n o mi al ti m e.
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Mi x e d i n t e g e r li n e a r p r o g r a m mi n g

A mi x e d i nt e g e r li n e ar pr o g r a m m e i s si m pl y a li n e ar p r o gr a m m e i n w hi c h s o m e of t h e v ari a bl e s a r e fi x e d t o

b e i nt e g er s, i. e.

m a x c x + d y

s u bj e ct t o A x + B y ≤ b

y ≥ 0

x ≥ 0

x ∈ N 0 ,

w h er e N 0 d e n ot e s t h e n at ur al n u m b e r s i n cl u di n g z er o. U p o n fir st i n s p e cti o n, o n e mi g ht b e t e m pt e d t o a s s u m e

t h at s ol uti o n s t o s u c h a n MI L P ar e al s o e a s y t o fi n d. H o w e v er, it t ur n s o ut t h at i n g e n er al t hi s i s n ot t h e

c a s e, a n d a n MI L P ( wit h p ur e i nt e g er li n e ar p r o bl e m s (I L P s) i n p a rti c ul a r) i s N P- c o m pl et e a s c a n b e e a sil y

s e e n b y t h e r ef or m ul ati o n of t h e mi ni m u m v ert e x c o v er pr o bl e m i nt o a n I L P 9 7 .

mi n
∑︁

v ∈ V

x v

s u bj e ct t o x v + x u ≥ 1 , (u, v ) ∈ E

x ∈ { 0 , 1 } , v ∈ V,

w h er e V a r e t h e v erti c e s of t h e g r a p h i n q u e sti o n a n d E ar e t h e e d g e s. T hi s e x a m pl e al s o s er v e s t o cl arif y

t h e n ot ati o n u s e d t h r o u g h o ut t hi s t h e si s. I n st e a d of s p e cif yi n g t w o f ull c o n str ai nt m at ri c e s A a n d B a s a b o v e

c o n st r ai nt s ar e s e p a r at e d a n d gi v e n f o r t h e v ari a bl e s w h o s e c o nt ri b uti o n t o t h e c o n st r ai nt i s n o n- z er o. T h e

v ari a bl e s ar e i n d e x e d a n d t h e s p e ci fi c ati o n of t h e s et d e fi ni n g t h o s e i n di c e s i s gi v e n aft e r e a c h c o n st r ai nt.

Si mil a rl y, I will al s o s e p a r at e t h e o bj e cti v e f u n cti o n i nt o i nt er p r et a bl e p a rt s.

N ot wit h st a n di n g t h e c o m pl e xiti e s of s ol vi n g MI L P s i n a s h o rt a m o u nt of ti m e i n g e n e r al, m u c h p r o gr e s s

h a s b e e n m a d e, m a ki n g m a n y MI L P s e ffi ci e ntl y s ol v a bl e s u c h t h at t h e y b e c o m e a p o w erf ul t o ol. T h e r e ar e

s e v er al w a y s of g e n er ati n g a s ol uti o n f or a n MI L P. O n e of t h e c e ntr al m et h o d s i s br a n c h- a n d- b o u n d, w hil e

a n ot h er i s t o u s e c utti n g pl a n e s. B ot h a p p r o a c h e s w o r k b y p erf or mi n g a r el a x ati o n of t h e MI L P t o a n L P

a n d s ol vi n g t hi s L P t o o bt ai n a ti g ht e r e sti m at e f or t h e s ol uti o n of t h e MI L P. I will d e s cri b e b ot h a p pr o a c h e s

i n t ur n b el o w. T h e s e a n d ot h er i n g e ni o u s a p p r o a c h e s h a v e b e e n i m pl e m e nt e d m a n y ti m e s i n o p e n s o ur c e a n d

c o m m e r ci all y a v ail a bl e s ol v e r s a n d t h e di ff er e nt a p pr o a c h e s c a n b e u s e d t o g et h e r b y t h e s e s ol v er s t o fi n d a n
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o pti m al s ol uti o n. O n e of t h e f a st e st s ol v er s c u rr e ntl y a v ail a bl e i s C P L E X b y I B M, w hi c h i s u s e d t hr o u g h o ut

t hi s t h e si s. W hil e b ei n g a c o m m er ci al pr o d u ct, a fr e e a c a d e mi c li c e n s e of C P L E X i s a v ail a bl e f or r e s e a r c h e r s,

m a ki n g it still a n a c c e s si bl e t o ol wit hi n t h e r e s e ar c h c o m m u nit y w hil e r et ai ni n g t h e i m pr o v e d p e rf or m a n c e

o v er n o n- c o m m er ci al a n d o p e n s o u r c e s ol v er s.

B r a n c h- a n d- B o u n d

T h e br a n c h- a n d- b o u n d m et h o d w or k s b y cr e ati n g a n L P-r el a x ati o n of t h e MI L P, s ol vi n g t hi s r el a x e d L P,

a n d t h e n eit h er f urt h er c o n str ai ni n g t h e MI L P t o e x cl u d e s o m e of t h e n o n-i nt e g er d e ci si o n v ari a bl e v al u e s or

a c c e pti n g t h e r el a x e d s ol uti o n if all it’ s i nt e gr alit y c o n str ai nt s ar e f ul fill e d. S p e ci fi c all y, a n L P-r el a x ati o n of

a n MI L P i s of t h e f or m

m a x c x + d y

s u bj e ct t o A x + B y ≤ b

y ≥ 0

x ≥ 0 ,

i. e. w e d r o p t h e c o n st r ai nt s o n i nt e gr alit y. T h e s ol uti o n t o t hi s L P will b e e a s y t o d et er mi n e, f o r e x a m pl e

u si n g t h e si m pl e x m et h o d. H o w e v er, n ot all d e ci si o n v a ri a bl e s t h at n e e d t o b e i nt e g er s ar e g u a r a nt e e d t o

b e. N o n et h el e s s, w e k n o w t h at a s ol uti o n t o t h e r el a x ati o n will h a v e a n o bj e cti v e v al u e at l e a st a s bi g a s

t h e s ol uti o n t o t h e MI L P. H e n c e, w e c a n n o w s et a n u p p er b o u n d t o t h e o bj e cti v e v al u e of t h e MI L P. If o n

t h e ot h er h a n d t h e s ol uti o n of t h e r el a x ati o n i s i nt e gr al, t h e n w e h a v e al s o f o u n d a s ol uti o n f o r t h e MI L P.

It i s w h e n t h e s ol uti o n i s n ot i nt e gr al t h at br a n c hi n g c o m e s i nt o pl a y. We pi c k o n e x i t h at i s n ot i nt e gr al,

o pti mi z e d t o a v al u e of z , a n d a d d a n e w c o n str ai nt t o t h e m o d el t h at will c o n str ai n it s u c h t h at s ol uti o n s

wit h x i = z a r e n ot f e a si bl e. We h a v e t w o o pti o n s t o s u c c e e d wit h t hi s u si n g i nt e g e r c o n str ai nt s, a d di n g eit h er

x i ≥ ⌈ z ⌉ or x i ≤ ⌊ z ⌋ (⌈ z ⌉ a n d ⌊ z ⌋ d e n ot e t h e s m all e st i nt e g er n ot s m all er t h a n x a n d t h e l ar g e st i nt e g er n ot

bi g g e r t h a n z , r e s p e cti v el y). I n cl u di n g eit h er of t h e s e t w o c o n str ai nt s l e a d s u s t o t w o n e w MI L P s f o r b ot h of

w hi c h t h e p r e vi o u sl y f o u n d s ol uti o n will n ot b e f e a si bl e. H e n c e, w e b r a n c h o ur s e a r c h f or a n o pti m al s ol uti o n

i nt o t w o p art s, a s ill u str at e d i n Fi g ur e 1. 2. F or e a c h of t h e s e n e w n o d e s, w e a g ai n c r e at e a n L P- r el a x ati o n,

s ol v e it, a n d r e p e at t h e pr o c e s s, c r e ati n g a s e ar c h tr e e. T h e s e ar c h i s c o m pl et e d w h e n w e fi n d a n i nt e gr al

s ol uti o n t o t h e L P-r el a x ati o n t h at i s o pti m al. T hi s i s w h er e b o u n di n g t h e s e ar c h tr e e c o m e s i nt o pl a y. I n

t ot al t h e r e ar e f o ur p o s si bl e s c e n ari o s f oll o wi n g t h e o pti mi z ati o n of t h e L P- r el a x ati o n. Fir stl y, t h e L P m a y

b e i nf e a si bl e. I n t hi s c a s e t h e c u rr e nt br a n c h of t h e s e a r c h tr e e g et s b o u n d a n d w e d o n ot c o nti n u e o ur s e a r c h
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Fi g u r e 1. 2: Ill u s t r a ti o n of t h e b r a n c h- a n d- b o u n d al g o ri t h m.

al o n g it. S e c o n dl y, t h e s ol uti o n t o t h e L P m a y n ot b e i nt e gr al, i n w hi c h c a s e w e a d d t h e n e w c o n st r ai nt s

a n d e x p a n d t h e s e a r c h tr e e. A s a t hi r d o pti o n, t h e L P m a y gi v e u s a s ol uti o n t h at i s i nt e gr al. T hi s s ol uti o n

will h a v e s o m e o bj e cti v e v al u e l o w er t h a n or e q u al t o o u r u p p er b o u n d. A d diti o n all y, it c a n b e l o w er, e q u al,

or hi g h e r t h a n t h e i nt e g er s ol uti o n s w e h a v e f o u n d s o f a r. If t h e o bj e cti v e v al u e i s l o w er t h a n t h e hi g h e st

o bj e cti v e v al u e w e h a v e f o u n d s o f ar f o r a n i nt e g e r s ol uti o n al o n g o ur s e a r c h tr e e w e c a n a g ai n b o u n d t h e

c ur r e nt b r a n c h w e ar e o n, a s t h e ot h er s ol uti o n i s b ett er. L a stl y, w e c a n d e cr e a s e o ur u p p er b o u n d t o t h e

l o w e st o bj e cti v e v al u e of all t h e L P r el a x ati o n s e x pl o r e d at t h e m o m e nt. We k n o w t h at w e h a v e f o u n d a n

o pti m al s ol uti o n t o t h e MI L P w h e n t h e c u rr e nt u p p e r b o u n d m at c h e s t h e c u rr e nt l o w er b o u n d. T hi s i s al s o

r ef err e d t o a s cl o si n g t h e g a p, w h er e t h e g a p i s d e fi n e d a s

|u p p e r b o u n d − l o w er b o u n d|

|l o w er b o u n d|
.

I n pr a cti c e, s ol uti o n s wit h a l o w g a p m a y gi v e o pti m al a n s w er s, a s t h e o nl y r e a s o n t h e y a r e n ot pr o v a bl y

o pti m al i s t h at w e h a v e n ot g ott e n o ur fi n al u p p er b o u n d t hr o u g h t h e L P r el a x ati o n s. H e n c e, s o m eti m e it c a n

b e u s ef ul t o t er mi n at e t h e MI L P o pti mi z ati o n at a n o n- z er o g a p. T hi s m a y b e h a r d t o d et er mi n e, h o w e v e r,

o n e c a n e x p eri m e nt wit h t hi s t e c h ni q u e, all o wi n g s ol uti o n s wit h n o n- z e r o g a p s a n d i n v e sti g ati n g t h ei r q u alit y.
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C u t ti n g Pl a n e s

T h e s e c o n d c o m m o n a p pr o a c h i s t h at of c utti n g pl a n e s. S e v er al m et h o d s f or cr e ati n g c utti n g pl a n e s e xi st.

I n g e n er al, u p o n g e n er ati n g a s ol uti o n t o t h e L P r el a x ati o n of a n MI L P a c utti n g pl a n e m et h o d will a d d

a li n e ar c o n st r ai nt t h at i s n ot f ul fill e d b y t h e s ol uti o n t o t h e L P r el a x ati o n b ut i s f ul fill e d b y all f e a si bl e

i nt e g er s ol uti o n s. T hi s t h e n l e a d s t o a n e w pr o gr a m m e t h at w e c a n s ol v e a g ai n u si n g it s L P r el a x ati o n. O n e

c o m m o n v e r si o n of c ut s ar e G o m or y f r a cti o n al c ut s. We o b s e r v e t h at t h e s e c ut s l e a d t o n e g ati v e c o n str ai nt s,

h e n c e, w e m a k e u s e of t h e d u al si m pl e x m et h o d t o a rri v e at a s ol uti o n t o t h e n e w L P r el a x ati o n. I will n ot

d e s c ri b e G o m or y f r a cti o n al c ut s i n d et ail, a s f or a cl e ar p r e s e nt ati o n s e v er al m or e c o n c e pt s w o ul d n e e d t o

b e i ntr o d u c e d. H o w e v er, a si m pl e i nt uiti o n i s gi v e n i n Fi g u r e 1. 3 a n d b y t h e f oll o wi n g e x a m pl e. We fi r st

fi n d a s ol uti o n t o t h e L P r el a x ati o n ( Fi g ur e 1. 3 A). We t h e n fi n d a f r a cti o n al c o n str ai nt t h at i s f ul fill e d b y

t h e s ol uti o n t o t h e L P r el a x ati o n of t h e f or m
∑︁

i a i, j x i ≤ f , wit h f fr a cti o n al ( Fi g u r e 1. 3 B). W h e n w e fi n d

s u c h a c o n st r ai nt, f or w hi c h t h e a i, j ar e i nt e g er, t h e n w e k n o w t h e o pti m al i nt e g er s ol uti o n m u st al s o f ul fill

∑︁
i a i, j x i ≤ ⌊ f ⌋ , w hi c h c a n b e a d d e d t o t h e pr o bl e m c o n st r ai nt s, w hil e t h e ori gi n al L P will n ot f ul fill t hi s

c o n st r ai nt b y it s c o n str u cti o n ( Fi g ur e 1. 3 B). T hi s t h e n pr o vi d e s u s wit h a n i m pr o v e d I L P f or m ul ati o n w e c a n

s ol v e. F or d et ail s o n t h e pr o c e d u r e i n g e n e r al t h e r e a d e r c a n r ef er t o t h e t e xt b o o k b y Mi c h el e C o nf orti 9 6 .
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Fi g u r e 1. 3: Ill u s t r a ti o n of t h e c u t ti n g pl a n e m e t h o d. Bl a c k d o t s r e p r e s e nt i nt e g e r v al u e d s ol u ti o n s. ( A ) T h e o p ti m al
v al u e of t h e L P r el a x a ti o n ( bl u e ) i s n o n-i nt e g e r v al u e d. ( B ) I nt r o d u c ti o n of a c u t ti n g pl a n e ( r e d li n e ) m a ki n g t h e
s ol u ti o n t o t h e L P r el a x a ti o n i nf e a si bl e, w hil e k e e pi n g all i nt e g e r v al u e d s ol u ti o n s f e a si bl e.

T e c h ni q u e s f o r s e t ti n g u p I L P f o r m ul a ti o n s

W h e n tr a n sl ati n g a pr o bl e m i nt o a n MI L P f or m ul ati o n s e v er al sit u ati o n s will b e e n c o u nt e r e d r e p e at e dl y,

h e n c e, w hil e e x pl ai n e d i n t h e m et h o d s e cti o n s, I will gi v e a bri ef o v er vi e w h e r e of a f e w b a si c c o n c e pt s. Fir stl y,

w e c a n m a k e u s e of s o c all e d Bi g- M c o n st r ai nt s 9 8 . S a y w e h a v e a c o n str ai nt of t h e f or m
∑︁ m

i = 0 a i, j x i ≥ b j . I n
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t hi s c a s e, w h e n w e i niti ali z e all x i t o 0 w e c a n n ot g et a n i niti al f e a si bl e s ol uti o n, m a ki n g t h e si m pl e x m et h o d

h ar d t o a p pl y. We c a n r e m e d y t hi s b y i ntr o d u ci n g a v ari a bl e d j , s u c h t h at d j − s j +
∑︁ m

i = 0 a i, j x i = b j , w h er e

s j i s t h e c o rr e s p o n di n g sl a c k v ari a bl e. N o w, w e i n cl u d e d j i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n wit h a l a r g e e n o u g h

c o n st a nt M . x = 0 will n o w b e a n i niti all y f e a si bl e s ol uti o n a n d t h e o pti m al s ol uti o n will h a v e d j = 0, if M

i s s et bi g e n o u g h. N ot a bl y, t h e u s e of t h e Bi g M m et h o d f o r i niti ali z ati o n h a s c a u s e d s o m e c o n c e r n i n t h e

r e s e ar c h c o m m u nit y 9 9 , b ut i nt r o d u ci n g a bi g c o n st a nt M al s o h a s ot h er u s e s. S a y w e w a nt t o c o n str ai n all

b ut o n e x i t o b e 0. If w e i nt r o d u c e M a n d bi n ar y v a ri a bl e s z w e c a n o bt ai n t h e c o n str ai nt s

x i ≤ M z i , i ∈ I

x i ≥ − M z i , i ∈ I

∑︁

i ∈ I

z i = 1 ,

wit h I s o m e s et of i n di c e s. T h e n x i i s c o n str ai nt t o b e 0 f or all b ut o n e i n st a n c e i n w hi c h it c a n v ar y f r o m

− M z i t o M z i a n d s o i s pr a cti c all y u n c o n str ai n e d f or a l ar g e e n o u g h M . F or bi n a r y v a ri a bl e s x i w e c a n

f urt h e r d r o p M a n d t h e s e c o n d c o n str ai nt a b o v e. T hi s i d e a will b e of i m p ort a n c e i n C h a pt er III.

S e c o n dl y, l o gi c al c o n st r ai nt s, s u c h a s b o ol e a n A N D a n d O R r el ati o n s, a r e oft e n i m p ort a nt 1 0 0 . F or e x a m pl e,

o n e mi g ht r e q ui r e t h at a bi n ar y v ari a bl e t a k e s o n t h e v al u e X = 1 if at l e a st o n e of t h e v ari a bl e s Y a n d Z i s

e q u al t o 1. T hi s c a n b e a c hi e v e d b y i ntr o d u ci n g c o n str ai nt s

X ≥ Y

X ≥ Z

X ≤ Y + Z,

w hi c h c a n b e e xt e n d e d fr e el y t o m or e v ari a bl e s t h a n Y a n d Z . Si mil a rl y, if w e w a nt X = 1 if Y = 1 a n d

Z = 1, w e c a n a d d t h e c o n str ai nt s

X ≥ Y + Z − 1

X ≤ Y

X ≤ Z.

N ot e t h at f o r b ot h A N D a n d O R c o n st r ai nt s w h e n X a p p e a r s i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n of a m a xi mi z ati o n

w e c a n dr o p eit h e r t h e gr e at e r-t h a n c o n st r ai nt s (if X i s i n cl u d e d wit h a p o siti v e c o e ffi ci e nt i n t h e o bj e cti v e
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f u n cti o n), o r t h e s m all er-t h a n c o n st r ai nt s (if t h e c o e ffi ci e nt i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n i s n e g ati v e).

F urt h e r m o r e, w hil e c o n c e pt u all y w e mi g ht di sti n g ui s h b et w e e n di ff er e nt s ol uti o n s, t h e s e m a y b e t h e s a m e, or

s y m m etri c, t o t h e MI L P. F o r e x a m pl e, if w e h a d t w o v a ri a bl e s X 1 a n d X 2 i n di c ati n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e s

of ar bit r a ril y i n d e x e d m e m b er s of a mi c r o bi al c o m m u nit y t w o v ali d s ol uti o n s c o ul d b e X 1 = 0 .7, X 2 = 0 .3

or X 1 = 0 .3, X 2 = 0 .7. We c a n a p pl y s y m m et r y b r e a ki n g t o e x cl u d e o n e of t h e s e p o s si biliti e s a pri o ri b y

i ntr o d u ci n g t h e c o n str ai nt X 1 ≥ X 2 . W hil e t h e s e a d diti o n al c o n str ai nt s i n cr e a s e t h e m o d el si z e, t h e y al s o

d e cr e a s e t h e si z e of t h e f e a si bl e r e gi o n a n d m a y a s s u c h o v e r all r e d u c e r u nti m e. A b o v e, a si m pl e s y m m etr y

br e a ki n g e x a m pl e w a s c o n si d e r e d, h o w e v e r, w e m a y e n c o u nt er m o r e c o m pli c at e d o n e s. N o n et h el e s s, t h e b a si c

i d e a r e m ai n s t h e s a m e. We ai m t o e x cl u d e all b ut o n e of t h e p o s si bl e s ol uti o n s t h at gi v e e s s e nti all y t h e s a m e

r e s ult. Si mil arl y, w e c a n e nf or c e u ni q u e n e s s i n t h e MI L P s. F o r e x a m pl e, w e mi g ht e sti m at e a s et of b a s e p ai r

s e q u e n c e s. T o e n s u r e t h at t h e s e ar e all di sti n ct w e c a n c o n str ai n t h e MI L P s u c h t h at

d (s 1 , s2 ) ≥ 1 , ( 1. 2)

w h er e d (s 1 , s2 ) i s a li n e ar di st a n c e b et w e e n t h e t w o s e q u e n c e s c o u nti n g t h e n u m b er of di ff eri n g n u cl e oti d e s.

A g ai n, t h e a p p r o a c h will r e d u c e t h e n u m b er of v ali d s ol uti o n s a n d m a k e it e a si er t o fi n d t h e o pti m al o n e.

I n pr a cti c e, m a n y s ol v e r s h a v e a ut o m at e d s y m m et r y b r e a ki n g. H o w e v er, w hil e oft e n h el pf ul, o b s er v ati o n

s h o w e d t h at m a n y ti m e s s ol vi n g p r o c e e d s f a st er if s y m m et r y b r e a ki n g c o n str ai nt s a r e i m pl e m e nt e d a p ri ori.

C P L E X

I n t h e pr e s e nt w or k, C P L E X 2 2. 1 w a s u s e d t o g e n e r at e s ol uti o n s f or all MI L P m o d el s. C P L E X i s a s oft w ar e

d e v el o p e d b y I B M t h at pr o vi d e s m et h o d s f or s ol vi n g MI L P s a n d a r a n g e of ot h e r o pti mi z ati o n pr o bl e m s,

i n cl u di n g t h e si m pl e x m et h o d, c utti n g pl a n e s m et h o d s, a n d b r a n c h- a n d- b o u n d, a m o n g ot h e r s. C P L E X i s

i m pl e m e nt e d i n C + +, a n d e a sil y u s a bl e t h r o u g h a P yt h o n i nt e rf a c e w h er e u s e r s c a n s p e cif y a n o pti mi z ati o n

pr o bl e m b y p r o vi di n g t h e o bj e cti v e f u n cti o n a n d c o n str ai nt s. C P L E X st at u s a s o n e of t h e t w o f a st e st MI L P

s ol v er s 1 0 1, 1 0 2 m a k e s it a n i d e al c h oi c e a s s ol v e r f or t h e MI L P s p r e s e nt e d i n t hi s t h e si s. I m p o rt a ntl y, t h er e a r e

v ari o u s o pti o n s a v ail a bl e w h e n r u n ni n g a s ol v er f o r a n MI L P. D et e r mi ni n g t h e i d e al s etti n g s f r o m t h e or eti c al

c o n si d er ati o n s i s h ar d, a n d t h e s a m e pr o c e s si n g p a r a m et er s m a y n ot w or k w ell f or di ff e r e nt sit u ati o n s. I n t hi s

t h e si s, f or m o st p ar a m et er s t h e d ef a ult s etti n g of C P L E X 2 2. 1 w e r e c h o s e n. P ar a m et e r s etti n g s w er e t e st e d

o v er t h e c o ur s e of m o d el d e v el o p m e nt a n d t h e f oll o wi n g s etti n g s p e rf or m e d w ell e m piri c all y.

• p a r a m e t e r s . m i p . t o l e r a n c e s . m i p g a p = 0 . 0 5 : T h e m a xi m u m g a p a s ol uti o n c a n h a v e.
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• p a r a m e t e r s . m i p . s t r a t e g y . l b h e u r = 1 : A p pli e s l o c al br a n c hi n g h e uri sti c. W h e n a n e w b e st i nt e g er

s ol uti o n i s f o u n d, si mil a r s ol uti o n s ar e e x pl or e d.

• c o n t e x t . c p l e x _ p a r a m e t e r s . t h r e a d s = 8 : N u m b e r of t hr e a d s u s e d i n b r a n c h a n d b o u n d pr o c e s s.

• p a r a m e t e r s . p r e p r o c e s s i n g . s y m m e t r y = 0 : T ur n s o ff a ut o m at e d s y m m et r y b r e a ki n g.

• p a r a m e t e r s . p a r a l l e l = - 1 : U s e s o p p o rt u ni sti c p ar all el s e ar c h. C o m p ut ati o n s a r e m ulti-t hr e a d e d

w er e p o s si bl e.

G r o u p T e s ti n g

W hil e t h e p r e vi o u s s e cti o n s h a v e f o c u s e d o n b a ct e ri a a n d t h ei r i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c d at a, vir u s e s

r e pr e s e nt y et a n ot h er m aj o r gr o u p of or g a ni s m s of vit al i nt er e st t o p u bli c h e alt h e ff ort s. T hi s h a s b e e n m a d e

a b u n d a ntl y cl e a r b y t h e r e c e nt S A R S- C o V- 2 p a n d e mi c. I n t h e w a k e of t h e p a n d e mi c, m y c oll a b o r at or s 1 a n d

I d e ci d e d t o t a c kl e t h e i d e nti fi c ati o n of S A R S- C o V- 2 a n d ot h er vir u s e s i n s w a b s a m pl e s u si n g P C R a n d g r o u p

t e sti n g. I n p arti c ul ar, t h e pr o bl e m c a n b e p o s e d a s f oll o w s: H o w d o w e t e st a s m a n y s a m pl e s of p ot e nti al

c arri e s of S A R S- C o V- 2 u si n g a s f e w t e st s a n d ti m e a s p o s si bl e ? T h e a n s w er t o t hi s c a n b e f o u n d i n g r o u p

t e sti n g m et h o d s. Gr o u p t e sti n g w a s fir st d e v el o p e d i n 1 9 4 3 b y R o b ert D orf m a n t o e n a bl e i n cr e a s e d s y p hili s

t e sti n g of s ol di er s d uri n g t h e s e c o n d w orl d w a r 1 0 3 a n d h a s si n c e b e e n a p pli e d i n a v a ri et y of fi el d s, r a n gi n g

fr o m i nf e cti o u s di s e a s e t e sti n g 1 0 4, 1 0 5, 1 0 6 t o D N A s e q u e n ci n g 1 0 7 a n d d at a f o r e n si c s 1 0 8 . I n g e n e r al, gr o u p

t e sti n g ai m s t o r e d u c e t h e n u m b er of t e st s n e e d e d t o t e st a p o p ul ati o n of p e o pl e c o m p ar e d t o i n di vi d u al

t e sti n g. T o a c hi e v e t hi s, s a m pl e s fr o m m ulti pl e p e o pl e ar e p o ol e d t o g et h er i n gr o u p s a n d t h e gr o u p s a r e

t e st e d a s a w h ol e. If a gr o u p t e st s p o siti v e w e k n o w t h at at l e a st o n e p o siti v e s a m pl e m u st b e c o nt ai n e d i n

it. B y cl e v erl y di stri b uti n g s a m pl e s a cr o s s gr o u p s w e c a n r e c o v e r w hi c h s a m pl e s a r e p o siti v e s. Gr o u p t e sti n g

di vi d e s i nt o t w o c at e g ori e s, a d a pti v e a n d n o n- a d a pti v e 1 0 9 . I n a d a pti v e g r o u p t e sti n g, a s i niti all y d e v el o p e d

b y D o rf m a n 1 0 3 , m ulti pl e r o u n d s of t e sti n g ar e c o n d u ct e d, wit h t h e d e si g n of l at e r r o u n d s d e p e n di n g o n t h e

r e s ult s of e a rli e r o n e s. O n t h e ot h er si d e w e h a v e n o n- a d a pti v e t e sti n g, w hi c h o ur w o r k i s m ai nl y c o n c er n e d

wit h. I n a n o n- a d a pti v e g r o u p t e sti n g d e si g n all t e st s n e e d t o b e s p e ci fi e d a pri o ri a n d c a n t h e n b e c o n d u ct e d

i n p ar all el. A si m pl e e x pl a n at or y e x a m pl e i s arr a y t e sti n g 1 1 0, 1 1 1, 1 0 6 , ill u st r at e d i n Fi g u r e 1. 4. H e r e, e a c h c ell

r e pr e s e nt s o n e s a m pl e a n d gr o u p s a r e c o n str u ct e d a cr o s s r o w s a n d c ol u m n s, l e a di n g t o 2
√

n t ot al t e st s, w h er e

n i s t h e n u m b e r of t e st e d s a m pl e s. T h e n, all t h o s e s a m pl e s a r e i nf e rr e d a s p o siti v e t h at a r e i n b ot h a p o siti v e

r o w a n d c ol u m n t e st. If t h er e i s o nl y o n e p o siti v e s a m pl e it c a n b e i d e nti fi e d u n a m bi g u o u sl y. H o w e v er, if t h e r e

1 L e o ni d C hi n d el e vi t c h, Mi c h a el A. C r o n e, a n d P a ul S. Fr e e m o nt
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ar e m or e p o siti v e s a m pl e s, s o m e f al s e p o siti v e s m a y b e i nf er r e d, a s s h o w n i n Fi g ur e 1. 4. N o n- a d a pti v e t e sti n g

h a s t h e a d v a nt a g e of b ei n g l e s s ti m e c o n s u mi n g t h a n a d a pti v e gr o u p t e sti n g. T hi s b e n e fit i s si g ni fi c a nt, a s

f or s o m e i nf e cti o u s di s e a s e s s u c h a s S A R S- C o V- 2 a t e sti n g r o u n d c a n t a k e u p t o s e v e r al h o ur s. A d diti o n all y,

t h e l o gi sti c al o v er h e a d of k e e pi n g tr a c k of s a m pl e s a c r o s s r o u n d s i s r e d u c e d. B ot h of t h e s e f a ct or s l e d u s t o

f o c u s o n n o n- a d a pti v e g r o u p t e sti n g i n o ur r e s e ar c h.

F P

F P T P

P o siti v e Gr o u p

P o siti v e Gr o u p

P o siti v e Gr o u pP o siti v e Gr o u p

T P

Fi g u r e 1. 4: A r r a y t e s ti n g ill u s t r a ti o n. H e r e, e a c h c ell
r e p r e s e nt s o n e s a m pl e f r o m a n i n di vi d u al. S a m pl e s
a r e g r o u p e d al o n g r o w s a n d c ol u m n s. T h e r e d c ell s
r e p r e s e nt p o si ti v e s a m pl e s, w hi c h c a u s e t h ei r g r o u p s,
m a r k e d wi t h t hi c k b o r d e r s, t o t e s t p o si ti v e.  A d e-
c o di n g m e t h o d t h a t d e cl a r e s e v e r y s a m pl e p o si ti v e f o r
w hi c h all i t s t e s t s a r e p o si ti v e t h e n i d e nti fi e s t w o t r u e
p o si ti v e s ( T P ) a n d t w o f al s e p o si ti v e s ( F P ).

W h e n o n e c o n si d e r s u si n g gr o u p t e sti n g t h e r e ar e b ot h t h e or eti c al a n d p r a cti c al c o n str ai nt s t o k e e p i n mi n d.

O n t h e t h e o r eti c al si d e, gr o u p t e sti n g c a n i ntr o d u c e f al s e p o siti v e s at p r e v al e n c e r at e s ( p r o b a bilit y of a n y

o n e s a m pl e b ei n g p o siti v e, i.i. d.) hi g h er t h a n t h e d e si g n all o w s ( a s f o r e x a m pl e f or t w o s a m pl e s a s s h o w n i n

Fi g u r e 1. 4). I n f a ct, t h er e i s a m a xi m u m p r e v al e n c e f or w hi c h a d a pti v e g r o u p t e sti n g c a n pr o vi d e a hi g h e r r at e

(i nf or m ati o n pr o vi d e d p er t e st) t h a n i n di vi d u al t e sti n g. T hi s m a xi m u m pr e v al e n c e i s ( 3 −
√

5) / 2 1 1 2, 1 1 3 . N ot e

h er e, t h at t hi s i s o nl y tr u e i n t h e s m all- e rr or r e gi m e, i n w hi c h t h er e i s a n o n- z er o ( b ut p o s si bl y a s y m pt oti c all y

v a ni s hi n g) pr o b a bilit y of o bt ai ni n g f al s e p o siti v e s o r f al s e n e g ati v e s. F urt h e r m o r e, n o s u c h r at e c a n b e a c hi e v e d

f or n o n- a d a pti v e g r o u p t e sti n g, a n d i n di vi d u al t e sti n g will al w a y s b e o pti m al, a s n o n- a d a pti v e gr o u p t e sti n g

i n c ur s a n e rr or i n d e p e n d e nt of t h e n u m b er of s a m pl e s t e st e d t h at i s b o u n d e d b el o w 1 1 4 . N o n et h el e s s, f or a

gi v e n l o w er r or p r o b a bilit y n o n- a d a pti v e gr o u p t e sti n g c a n still b e u s ef ul a n d p ot e nti all y a c hi e v e t h e d e si r e d

er r o r r at e o r l o w er wit h l e s s t e st s t h a n i n di vi d u al t e sti n g 1 0 9 . I m p ort a ntl y, t h e s e r e s ult s a s s u m e p erf e ct t e st
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c h ar a ct eri sti c s. T h e s e r e s ult s ar e al s o o nl y pr o v e n f o r bi n ar y t e st o ut c o m e s, i. e. t e st s t h at ar e eit h er p o siti v e

or n e g ati v e. W h e n c o n si d eri n g n o n- bi n ar y ( n oi s y) t e st o ut c o m e s l o w e r er r o r s m a y b e a c hi e v a bl e, t h o u g h it

i s u nli k el y t h at t hi s w o ul d r e m o v e t h e b o u n d o n t h e er r o r c o m pl et el y. U si n g n o n- bi n a r y t e st o ut c o m e s c o ul d

i m pr o v e d et e cti o n b e c a u s e of t h e a d diti o n al i nf o r m ati o n p r o vi d e d b y e a c h t e st a n d b e c a u s e t h e t e st s ar e n ot

i n d e p e n d e nt. I n p a rti c ul a r, t e st s c o nt ai ni n g t h e s a m e p o siti v e s a m pl e will h a v e c or r el at e d t e st o ut c o m e s,

wit h t h e d e p e n d e n c e d et er mi n e d b y t h e a m o u nt of vi r u s i n t h e s a m pl e. O n t h e pr a cti c al si d e t h er e a r e

f urt h e r c o n str ai nt s w e h a v e t o a d h er e t o. N ot a bl y, w e c a n n ot si m pl y c o m bi n e a s m a n y s a m pl e s a s w e w a nt

i nt o a gr o u p or s plit a s a m pl e i nt o a s m a n y gr o u p s a s w e w a nt, a s t h e r e s ulti n g gr o u p s w o ul d t h e n li k el y

t e st n e g ati v e d u e t o t h e l o w a m o u nt of vi r al p a rti cl e s i n e a c h gr o u p. H o w e v e r, pr e vi o u s r e s e ar c h pr o vi d e s

pr o mi si n g r e s ult s. Yeli n et al. 1 1 5 s h o w e d t h at t h e y o bt ai n e d n o si g ni fi c a nt l o s s i n P C R t e st s e n siti vit y, e v e n

w h e n p o oli n g 1 5 n e g ati v e wit h o n e p o siti v e s a m pl e. E v e n w h e n p o oli n g 3 2 s a m pl e s, r eli a bl e d et e cti o n w a s

still p o s si bl e at a s e n siti vit y of 9 0 %. Ot h er st u di e s 1 1 6, 1 1 7 c o n fir m t h e s e p o siti v e r e s ult s. O n t h e ot h e r h a n d,

s o m e st u di e s s u g g e st hi g h er s e n siti vit y l o s s e s 1 1 8 . N o n et h el e s s, B at e m a n et al. 1 1 8 still s h o w a r et ai n m e nt of

o v er 9 0 % s e n siti vit y i n gr o u p si z e s u p t o 1 0. H e n c e, w e c o n si d er gr o u p si z e s of l e s s t h a n 1 0 a s pr a cti c al. T hi s

i s f urt h er s u p p ort e d b y st u di e s a d dr e s si n g 2- st a g e a d a pti v e gr o u p t e sti n g f or S A R S- C o V- 2 a n d o bt ai ni n g

p o siti v e r e s ult s 1 1 9, 1 1 0 . A d diti o n all y, e a s e of c o n d u cti n g a t e st d e si g n wit hi n a cli ni c al l a b o r at o r y n e e d s t o b e

c o n si d er e d. Cli ni c al l a b or at ori e s oft e n h a v e fi x e d e q ui p m e nt a n d pr o c e s s e s i n pl a c e. I d e all y, t h e s e l a b o r at o ri e s

w o ul d b e a bl e t o s wit c h t o gr o u p t e sti n g e a sil y. O n e p arti c ul ar c o n str ai nt i s t h e si z e of P C R-t e sti n g pl at e s,

w h er e e a c h pl at e u s u all y c o nt ai n s 9 6 w ell s f or t e sti n g i n p ar all el. T o m a xi mi z e ti m e e ffi ci e n c y a n y d e si g n

s h o ul d m a xi mi z e t h e u s a g e of t h e s e 9 6 w ell s. L a stl y, a n y d e si g n t h at i s i m pl e m e nt e d i n pr a cti c e s h o ul d b e

e a sil y e xt e n d a bl e t o a d a pt t o v a r yi n g pr e v al e n c e r at e s.

Wit h t h e p r a cti c al c o n st r ai nt s i n mi n d w e f o c u s e d o ur w or k o n t h e s hift e d-tr a n s v er s al d e si g n, w hi c h i s a

g e n er ali z ati o n of t h e a rr a y t e sti n g d e si g n s h o w n i n Fi g ur e 1. 4. It h a s t h e a d v a nt a g e of b ei n g c o n c e pt u all y

e a s y t o u n d e r st a n d a n d b ei n g a d a pt a bl e t o di ff er e nt pr e v al e n c e r at e s vi a si m pl e e xt e n si o n of t h e d e si g n.

Di ff er e nt gr o u p si z e s c a n al s o b e c h o s e n. S hift e d t r a n s v er s al d e si g n s a r e cl a s si fi e d b y t h e p r o p e rt y of d -

di sj u n ct n e s s. T hi s pr o p ert y g u ar a nt e e s t h at gi v e n a p arti c ul ar d e c o d er (i. e. a m et h o d t o i d e ntif y p o siti v e

s a m pl e s gi v e n t h e gr o u p t e st r e s ult s) a n d err or-fr e e t e st s, w e c a n i d e ntif y u p t o d p o siti v e s a m pl e s wit h o ut

i n c urri n g f al s e p o siti v e s o r n e g ati v e s. A pr e ci s e d e fi niti o n of d - di sj u n ct n e s s r e q uir e s t h e i nt r o d u cti o n of s o m e

f or m ali s m of g r o u p t e sti n g. I n g r o u p t e sti n g a s et of n p o siti v e or n e g ati v e s a m pl e s X j ar e gi v e n w h o s e bi n ar y

st at u s i s t o b e i nf err e d. T h e s a m pl e s ar e s plit a n d pl a c e d i nt o t gr o u p e d t e st s s p e ci fi e d b y a bi n ar y d e si g n

m atri x M ∈ { 0 , 1 } t × n . S a m pl e X j i s pl a c e d i nt o t e st i if M i, j = 1. T h e it h e nt r y of t h e r e s ult v e ct or Y i s
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Fi g u r e 1. 5: Ill u s t r a ti o n of d- di sj u n c t n e s s. O n t h e l ef t, t h e s a m e s a m pl e s a s i n Fi g u r e 1. 4 a r e p o si ti v e a n d i nf e r r e d
a s s u c h (l a b el e d T P ). H o w e v e r, w e n o w al s o g r o u p s a m pl e s al o n g di a g o n al s, i n c r e a si n g t h e di sj u n c t n e s s b y o n e. T hi s
i s s h o w n f o r o n e e x a m pl e t e s t, w h e r e t h e s a m pl e s i n t h a t t e s t a r e m a r k e d i n bl u e. Si mil a r g r o u pi n g s a r e m a d e al o n g
t h e o t h e r di a g o n al s ( w r a p pi n g a r o u n d s u c h t h a t s e v e n i n di vi d u al s a m pl e s a r e i n cl u d e d i n e a c h t e s t a s al s o s h o w n f o r
t h e bl u e t e s t ). T hi s di a g o n al t e s t r e s ol v e s t h e f al s e p o si ti v e s (l a b el e d F P i n Fi g u r e 1. 4 ) w hi c h a r e n o w l a b el e d a s
t r u e n e g a ti v e s ( T N ), b e c a u s e t h e di a g o n al t e s t d o e s n o t i n cl u d e a n y p o si ti v e s a m pl e s a n d t h e r ef o r e t e s t s n e g a ti v e.
H o w e v e r, w e c a n a g ai n i n c u r f al s e p o si ti v e s. T h e di sj u n c t n e s s of t h e d e si g n wi t h t h e di a g o n al t e s t s i s t w o. W h e n
w e h a v e t h r e e p o si ti v e s a m pl e s, a s s h o w n i n t h e ri g ht ill u s t r a ti o n, w e c a n a g ai n i n c u r f al s e p o si ti v e s. H e r e, t h e t hi r d
p o si ti v e s a m pl e ( a g ai n i nf e r r e d a s a t r u e p o si ti v e a n d l a b el e d T P ) i s c o nt ai n e d i n t h e di a g o n al t e s t. T h e di a g o n al t e s t
will t h e n t e s t p o si ti v e. T h e s a m pl e l a b el e d F P will t h e n al s o b e i n a p o si ti v e r o w, a p o si ti v e c ol u m n, a n d a p o si ti v e
di a g o n al t e s t a n d will b e a f al s e p o si ti v e.

o bt ai n e d vi a

Y i =
∑︁

j ∈ [ 1, n]

M i, j ∧ X j ,

w h er e ∧ a n d ∨ ar e t h e b o ol e a n A N D a n d O R o p e r at or s. T hi s m e a n s t h at Y i will t e st p o siti v e if a n y s a m pl e

j i s p o siti v e a n d c o nt ai n e d i n t e st i. T h e st at u s of e a c h s a m pl e i s t h e n o bt ai n e d vi a a d e c o d er, gi v e n o nl y

M a n d Y . It i s p o s si bl e t o s p e cif y a r a n g e of di ff er e nt gr o u p t e sti n g d e si g n m at ri c e s. H o w e v er, f o r t h e

d e v el o p m e nt of o ur m et h o d, w hil e it c a n b e a p pli e d t o a n y d e si g n, w e c h o s e t h e d - di sj u n ct s hift e d tr a n s v e r s al

d e si g n 1 2 0 ( S T D). A d e si g n m atri x M i s c o n si d e r e d d - di sj u n ct if t h e u ni o n of a n y d c ol u m n s of M d o e s n ot

c o nt ai n a n y ot h e r c ol u m n. T hi s t h e n g u ar a nt e e s n o f al s e p o siti v e s o r n e g ati v e s ( a s s u mi n g p erf e ct t e st s) w h e n

t h e n u m b er of p o siti v e s a m pl e s i s n ot m o r e t h a n d . I nt uiti v el y, t hi s c a n b e s e e n b y c o n si d e ri n g t h at if d or

f e w er s a m pl e s a r e p o siti v e, t h e n t h e u ni o n of a n y d − 1 t e st s d o e s n ot c o nt ai n a n y ot h e r c ol u m n a n d t h er ef or e

if t h e d − 1 t e st s w o ul d cr e at e a n a m bi g uit y a b o ut t h e st at u s of a s a m pl e ( a s s e e n i n Fi g u r e 1. 4) t h e n t h e fi n al

t e st will r e s ol v e t h at a m bi g uit y, a s o nl y o n e of t h e p ot e nti al p o siti v e s will b e c o nt ai n e d i n t h at t e st. I n t h e

ar r a y t e sti n g e x a m pl e i n Fi g ur e 1. 4 w e c a n s e e t h at t h e 1- di sj u n ct arr a y t e sti n g d e si g n c a n r et ur n t w o f al s e

p o siti v e s w h e n t w o p o siti v e s a m pl e s ar e pr e s e nt. H o w e v er, w e c a n i n cr e a s e t h e di sj u n ct n e s s of t h e t e st d e si g n

b y al s o g r o u pi n g s a m pl e s a c r o s s t h e di a g o n al s ( Fi g ur e 1. 5). T h e gr o u p t e st i n cl u di n g t h e t w o f al s e p o siti v e s

will t h e n t ur n o ut n e g ati v e, r e s ol vi n g t h e a m bi g uit y a n d n o f al s e p o siti v e s will b e r et u r n e d. H o w e v er, b y

i n cl u di n g a t hir d p o siti v e s a m pl e, w e a g ai n c o ul d i n c ur f al s e p o siti v e s a s l ai d o ut i n Fi g ur e 1. 5.
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N ot a bl y, gr o u p t e sti n g a s d e s c ri b e d a b o v e o nl y c o n si d e r s bi n ar y t e st o ut c o m e s. A cl a s si c al a p p r o a c h t o

d e c o di n g, i. e. i nf e rri n g p o siti v e s a m pl e s, i n t hi s bi n ar y t e st o ut c o m e r e gi m e i s c o m bi n at o ri al ort h o g o n al

m at c hi n g p u r s uit ( C O M P) 1 2 1 . W h e n a p pl yi n g C O M P t o t h e S T D d e si g n, a s a m pl e i s d e cl a r e d d e fi nit e

n e g ati v e if at l e a st o n e of t h e t e st s t h e s a m pl e i s i n t e st s n e g ati v e. T h e r e m ai ni n g s a m pl e s a r e t h e n i nf er r e d

a s p o siti v e. A s s u c h, i n a d - di sj u n ct d e si g n wit h p erf e ct t e sti n g C O M P will e x a ctl y i d e ntif y t h e tr u e p o siti v e

s a m pl e s. H o w e v er, w h e n m or e t h a n d p o siti v e s a m pl e s ar e i n cl u d e d i n t h e g r o u p t e sti n g d e si g n, C O M P i s

li k el y t o r et ur n f al s e p o siti v e s. T w o r e c e nt p a p e r s 1 2 2, 1 2 3 , a s o u r s el v e s, h a v e r e ali z e d t h e p ot e nti al b e n e fit i n

u si n g n o n- bi n ar y t e st o ut c o m e s t h at ar e pr o p orti o n al t o t h e n u m b er of p o siti v e s a m pl e s i n a t e st. T hi s s h o ul d

i n t h e o r y e n a bl e t h e d et e cti o n of m o r e p o siti v e s a m pl e s w hil e r et ai ni n g a l o w err or r at e. I n p arti c ul ar, t h e

f al s e p o siti v e r at e c o ul d b e r e d u c e d c o m p ar e d t o C O M P. B ef or e I d e s c ri b e t h e a p p r o a c h e s, P C R t e sti n g n e e d s

t o b e d e fi n e d, a s P C R t e st r e s ult s ar e e x a ctl y t h e n o n- bi n ar y t e st r e s ult s r et u r n e d fr o m i nf e cti o u s di s e a s e

t e sti n g.

P C R t e s ti n g

P C R t e sti n g, i n o ur c a s e q u a ntit ati v e r e v er s e-t r a n s cri pt a s e P C R, e n a bl e s t h e i d e nti fi c ati o n of e v e n ti n y

a m o u nt s of t ar g et D N A i n a s a m pl e. A s s u c h it r e p r e s e nt s t h e g ol d st a n d ar d of cli ni c al i nf e cti o u s di s e a s e

t e sti n g. F or P C R t e sti n g it i s i m p ort a nt t o k n o w t h e D N A s e q u e n c e of i nt er e st. B a s e d o n t hi s s e q u e n c e,

pri m er s c a n b e d e si g n e d t h at ar e c o m pl e m e nt a r y t o t h e 3’ a n d 5’ e n d s of t h e t ar g et s e q u e n c e. T h e pri m e r s

att a c h t o t h e m at c hi n g, pr e vi o u sl y d e n at u r at e d, si n gl e- st r a n d e d D N A i n t h e s a m pl e. U si n g D N A p ol y m er a s e

t h e t a r g et D N A fr a g m e nt s c a n t h e n b e d u pli c at e d. B y r e p e ati n g t hi s pr o c e s s, t h e a m o u nt of D N A f r a g m e nt s of

i nt er e st i s d u pli c at e d at e a c h st e p ( c all e d c y cl e), gr e atl y a m plif yi n g t h e a m o u nt of a v ail a bl e t ar g et s e q u e n c e.

R e v er s e t r a n s cri pt a s e r ef er s t o a n e n z y m e t h at e n a bl e s t h e c o n v e r si o n of R N A i nt o D N A, e n a bli n g t h e

a p pli c ati o n of t h e a b o v e pr o c e s s t o R N A s e q u e n c e s, s u c h a s f o r R N A vir u s e s. T h e l a st st e p i n P C R i s t h e

m e a s u r e m e nt of w h et h er t h e a m pli fi e d t a r g et D N A s e q u e n c e i s a ct u all y p r e s e nt i n t h e s a m pl e. I n q u a ntit ati v e

P C R, t hi s i s a c hi e v e d t hr o u g h m e a s ur e m e nt of fl u or e s c e nt li g ht e mitt e d eit h e r fr o m i nt er c al ati n g fl u o r e s c e nt

d y e o r 5’ n u cl e a s e pr o b e s. Q u a ntit ati v e P C R e n a bl e s t h e q u a nti fi c ati o n of t h e a m o u nt of t a r g et s e q u e n c e

aft er e a c h a m pli fi c ati o n c y cl e. A s a m pl e i s d e cl ar e d a s p o siti v e f o r t h e t ar g et s e q u e n c e if t h e m e a s u r e d o ut p ut

i s a b o v e a gi v e n t hr e s h ol d ( Fi g u r e 1. 6) wit hi n a m a xi m u m n u m b er of c y cl e s. T h e s p e ci fi c n u m b er of c y cl e s

n e e d e d t o cr o s s t h e t hr e s h ol d i s t h e c y cl e t h r e s h ol d ( Ct) v al u e. T h e Ct v al u e i s n ot n e c e s s a ril y a n i nt e g e r, a s

a f u n cti o n ( s u c h a s t h e o n e s h o w n i n Fi g ur e 1. 6) c a n b e fit t o t h e fl u or e s c e n c e v al u e s a cr o s s t h e c y cl e s a n d w e

c a n d et er mi n e w h e n t hi s f u n cti o n cr o s s e s t h e t hr e s h ol d ( Mi c h a el C r o n e; p er s o n al c o m m u ni c ati o n). F or o ur

w or k it i s i m p ort a nt t o n ot e t h at t h e hi g h er t h e a m o u nt of ori gi n al vir al R N A c o pi e s p er µ l i n t h e s a m pl e,
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c all e d t h e vir al l o a d ( V L), t h e l o w er t h e Ct v al u e. F urt h e r m or e, t h e Ct v al u e i s l o g arit h mi c all y r el at e d t o

ori gi n al a m o u nt of t ar g et s e q u e n c e i n t h e s a m pl e, d u e t o t h e d o u bli n g of t h e n u m b er of s e q u e n c e s i n e a c h

c y cl e. S a m pl e s wit h a Ct v al u e b el o w 3 7 ar e g e n er all y c o n si d er e d p o siti v e. H o w e v e r, f or g r o u p t e sti n g it c a n

b e r e a s o n a bl e t o i n cr e a s e t h e m a xi m u m Ct v al u e t o 4 0 t o a c c o u nt f o r s a m pl e dil uti o n, d u e t o t h e p o oli n g

of m ulti pl e s a m pl e s i nt o t h e s a m e a m o u nt of fl ui d u s e d f or t e sti n g. A str o n g r el ati o n s hi p b et w e e n Ct v al u e s

a n d dil uti o n h a s b e e n d e m o n st r at e d pr e vi o u sl y 1 2 4 . M ulti pl e x e d q u a ntit ati v e P C R w o r k s i n m u c h t h e s a m e

w a y, b ut wit h m ulti pl e di ff er e nt fl u or e s c e nt d y e s f or di ff e r e nt t a r g et s e q u e n c e s, s u c h a s t h o s e of di ff e r e nt

i nf e cti o u s di s e a s e s, u s e d at t h e s a m e ti m e. M or e d et ail s o n P C R t e sti n g c a n b e f o u n d i n t h e b o o k b y Cl ar k

a n d P a z d e r ni k 1 2 5 .

Fi g u r e 1. 6: E x a m pl e of P C R
t e s ti n g o u t c o m e s.  E a c h c u r v e
r e p r e s e nt s a t e s t. T h e C t v al u e
of e a c h s a m pl e i s i n di c a t e d b y
t h e d a s h e d li n e of t h e s a m e c ol o r,
m a r ki n g t h e p oi nt a t w hi c h t h e
fl u o r e s c e n c e c r o s s e s t h e t h r e s h-
ol d. U ni t s a r e a r bi t r a r y.

C t v al u e c h a r a c t e ri s ti c s

I n t hi s w or k, Ct v al u e s a r e utili z e d t o e x p a n d gr o u p t e sti n g b e y o n d it s bi n ar y t e st o ut c o m e r e gi m e. H e n c e,

w e m u st di s c u s s s o m e c h a r a ct eri sti c s of Ct v al u e s. A s a n y p h y si c al m e a s ur e m e nt, Ct v al u e s h a v e s o m e

v ari a n c e, e v e n w h e n t w o s a m pl e s wit h t h e s a m e V L ar e t e st e d. I n gr o u p t e sti n g, w e s plit u p s a m pl e s i nt o

e q u al p art s, c o m bi n e di ff er e nt s a m pl e s t o g et h er, a n d t e st t h e g r o u p s. Fir stl y, t h e s plitti n g pr o c e s s it s elf m a y

l e a d t o di ff er e nt V L s i n di ff e r e nt p art s of t h e s a m e s a m pl e. S e c o n dl y, e v e n if t h e s plit i s p erf e ct, t h er e i s

still st o c h a sti cit y i n t h e a m pli fi c ati o n p r o c e s s. V o g el s et al. 1 2 4 t e st e d m ulti pl e P C R t e st s. T h ei r r e s ult s

i n di c at e a m a xi m u m v ari a bilit y of 4. 0 1 c y cl e s i n Ct v al u e s. M y c oll a b or at or s Mi c h a el Cr o n e a n d P a ul S.

Fr e e m o nt c o n d u ct e d e x p eri m e nt s wit h arti fi ci al vir al p arti cl e s t h at i n di c at e a m a xi m u m v a ri a bilit y of 1. 1



6 8 C h a pt er I. I ntr o d u cti o n

c y cl e s 1 . N ot a bl y, m y c oll a b o r at o r s’ t e sti n g pr ot o c ol i s li k el y m o r e s e n siti v e, a s it g e n er at e s l o w e r Ct v al u e s

f or t h e s a m e vi r al c o n c e ntr ati o n a n d i n g e n e r al i s a bl e t o d et e ct l o w e r vir al c o n c e nt r ati o n. B a s e d o n t hi s, I

will g e n er all y a s s u m e a Ct v al u e s a m pl e d fr o m a n o r m al di st ri b uti o n wit h t h e e x p e ct e d Ct v al u e a s m e a n

a n d 0. 5 a s st a n d a r d d e vi ati o n. T hi s w a y 9 5 % of Ct v al u e s will b e wit hi n a i nt er v al of 2 ar o u n d t h e e x p e ct e d

Ct v al u e. I n p r a cti c e, f or e a c h t e sti n g kit u s e d, t h e v a ri a bilit y s h o ul d b e d et e r mi n e d pri o r t o a p pli c ati o n of

m et h o d s a ff e ct e d b y Ct v al u e v ari a bilit y.

G r o u p T e s ti n g wi t h P C R t e s t o u t c o m e s

I will b ri e fl y d e s c ri b e t h e t w o m et h o d s p r e vi o u sl y d e v el o p e d f or q u a ntit ati v e gr o u p t e sti n g, i. e. t h e u s a g e

of q u a ntit ati v e t e st o ut c o m e s. Fir stl y, T a p e str y 1 2 6 a p pli e s a c o m pr e s s e d s e n si n g a p pr o a c h f or d e c o di n g of

gr o u p t e sti n g r e s ult s. S p e ci fi c all y, gr o u p t e sti n g c a n b e vi e w e d a s a s p e ci al c a s e of c o m pr e s s e d s e n si n g, w hi c h

i s a n e ffi ci e nt m et h o d f o r fi n di n g s p ar s e s ol uti o n s t o u n d er d et er mi n e d li n e ar s y st e m s of e q u ati o n s. N ot a bl y,

G h o s h et al. 1 2 2 a p pli e d t h ei r n o v el a p pr o a c h t o a s et of r e al d at a s et s. H e r e, it i s s h o w n t h at w hil e g e n e r all y

p erf or mi n g f a v o u r a bl y, t h e m et h o d still pr o d u c e s a n ot a bl e n u m b e r of f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s ( a s w ell a s

s o m e f al s e n e g ati v e s) e v e n f or a l o w n u m b e r of p o siti v e s a m pl e s. T a p e str y al s o pr o mi s e s t h e r e c o n str u cti o n of

vir al l o a d s. H o w e v e r, w hil e Ct v al u e s d o r el at e t o di s e a s e o ut c o m e 1 2 7 , vir al l o a d s ar e n ot st r ai g htf or w ar d t o

e sti m at e e v e n fr o m i n di vi d u al t e st s. T h e s e e sti m at e s r e q uir e c ar ef ul c ali br ati o n a n d n or m ali z ati o n of t h e P C R

t e st u n d e r c o n si d er ati o n 1 2 8 a n d e sti m ati o n of vir al l o a d s fr o m Ct v al u e s r e m ai n s c o ntr o v er si al 1 2 9 . S e c o n dl y,

W a n g et al. 1 2 3 d e v el o p e d tr o pi c al gr o u p t e sti n g. I n g e n e r al, t r o pi c al g r o u p t e sti n g i s a n a p pr o a c h u n s uit a bl e

f or t e sti n g of i nf e cti o u s di s e a s e s. T hi s i s, a s it r e q uir e s t h e m o di fi c ati o n of t e st s d u ri n g t h e t e sti n g pr o c e s s.

H o w e v er, W a n g et al. 1 2 3 pr o p o s e a d e c o d er f o r tr o pi c al g r o u p t e sti n g t h at i s al s o a p pli c a bl e t o st a n d a r d

gr o u p t e sti n g a s a s p e ci al c a s e. N ot a bl y, t hi s d e c o d er h a s n ot b e e n v ali d at e d i n vitr o.

A p pli c a ti o n of g r o u p t e s ti n g

T h e a p pli c ati o n of g r o u p t e sti n g i n r e al w orl d s etti n g s h a s gr e at p ot e nti al. H o w e v er, g r o u p t e sti n g i s, wit h

f e w e x c e pti o n s 1 3 0, 1 3 1, 1 3 2, 1 3 3, 1 3 4, 1 3 5, 1 3 6 , s el d o m a p pli e d i n b u si n e s s a s u s u al di a g n o sti c a n d s ur v eill a n c e t e sti n g.

I n all of t h e cit e d c a s e s si m pl e a d a pti v e t e sti n g i s u s e d, w hi c h c a n b e c o n si d er e d a str ai g htf or w ar d, b ut n ot

n e c e s s aril y o pti m al, gr o u p t e sti n g d e si g n. I n g e n er al, t h er e i s littl e r e g ul at or y g ui d a n c e o n t h e a p pli c ati o n

of gr o u p t e sti n g. P a n d e mi c sit u ati o n s ar e a n e x c e pti o n h er e t o s o m e d e g r e e 1 3 7, 1 3 8 , h o w e v er, s y st e m ati c

r e g ul at o r y g ui d a n c e i s e s s e nti al. O n e m aj or h u r dl e t o m o r e wi d e s p r e a d a p pli c ati o n of g r o u p t e sti n g, a n d

n o v el gr o u p t e sti n g d e si g n s a n d m et h o d s s p e ci fi c all y, i s t h e a b s e n c e of cl e a r v ali d ati o n w or k fl o w s. S u c h a
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v ali d ati o n w o r k fl o w will e n a bl e t h e tr a n sl ati o n f r o m d e si g n t o pr a cti c al a p pli c ati o n vi a i n vitr o v ali d ati o n a n d

h a s b e e n a d dr e s s e d i n m or e d et ail t o g et h e r wit h m y c oll a b or at or s 1 . F urt h e r m o r e, it i s i m p o rt a nt t o a d dr e s s

t h e et hi c al i s s u e s s ur r o u n di n g gr o u p t e sti n g. O n e of t h e m ai n p ot e nti al i s s u e s i n a p pl yi n g n o n- a d a pti v e gr o u p

t e sti n g i s t h e r et ur n of f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s. O n e c a n q u e sti o n w h et h er it i s a p pr o pri at e t o i nf or m

p e o pl e of t h ei r st at u s a s t e sti n g p o siti v e f o r a di s e a s e w hil e t h e y ar e a ct u all y n e g ati v e. W hil e t hi s r o uti n el y

h a p p e n s a cr o s s m e di ci n e, a s a n y t e st h a s a f al s e p o siti v e r at e, i n cr e a si n g t h e r at e of f al s e p o siti v e s i s n ot

d e si r a bl e. O n t h e ot h er h a n d, i n cr e a si n g t e sti n g c a p a citi e s m a y o ut w ei g h t h e n e g ati v e s, a s w e m a y b e a bl e

t o pr ot e ct m a n y m o r e p e o pl e f r o m a n i nf e cti o n f or t h e c o st of f al s el y i d e ntif yi n g s o m e. T o w ei g h t h e b e n e fit s

a n d c o st s of gr o u p t e sti n g li e s i n t h e h a n d s of p oli c y m a k e r s, h o w e v er, i n g e n er al, t h er e i s f ar t o o littl e

di s c u s si o n of t hi s t o pi c. N ot a bl y, S T D a n d a rr a y t e sti n g a n d si mil ar n o n- a d a pti v e a p pr o a c h e s still d o o ff e r

t h e o pti o n of a s e c o n d t e sti n g st a g e f o r t h e c o n fir m ati o n of t h e r e s ult s, t ur ni n g t h e m i nt o a d a pti v e d e si g n s.

F urt h e r m o r e, d - di sj u n ct S T D t e sti n g h a s t h e g u a r a nt e e t h at t h er e ar e n o f al s e i d e nti fi c ati o n s if f e w e r t h a n

d p o siti v e s a m pl e s ar e o b s e r v e d ( a s s u mi n g p e rf e ct t e st s). A s s u c h, r et e sti n g c o ul d b e li mit e d t o c a s e s w h e n

m or e t h a n d p ot e nti al p o siti v e s ar e i nf er r e d. W h e n t h e di sj u n ct n e s s i s a d a pt e d a p pr o p ri at el y t o t h e e x p e ct e d

pr e v al e n c e, r et e sti n g s h o ul d o nl y r ar el y b e r e q uir e d. T h e p o s si bilit y of r et e sti n g s h o ul d t h er ef or e b e t a k e n i nt o

c o n si d er ati o n i n d e si g ni n g e ff e cti v e p oli ci e s. I m p ort a ntl y, e v e n if i n di vi d u al i d e nti fi c ati o n of p o siti v e s a m pl e s

w o ul d b e c o n si d er e d n ot et hi c all y s o u n d, gr o u p t e sti n g c o ul d still b e e m pl o y e d f or g e n e r al s u r v eill a n c e w h e n

l e s s e m p h a si s i s pl a c e d n ot i nf er ri n g f al s e p o siti v e s. R e pr e s e nt ati v e s a m pli n g u n d erli e s g e n o mi c s u r v eill a n c e 1 3 9

a n d l o w i n c o m e c o u nt ri e s s h o w a si g ni fi c a nt g a p i n t e sti n g t o hi g h i n c o m e c o u ntri e s 1 4 0 . A s s u c h, g r o u p t e sti n g

a s a r e s o ur c e- s a vi n g m et h o d c a n b e a p pli e d i n t hi s r e gi m e t o gr e at e ff e ct. A g ai n, p oli c y m a k e r s n e e d t o e n g a g e

wit h gr o u p t e sti n g i n t hi s a p p r o a c h i n d et ail t o d et er mi n e it s p ot e nti al.

G r o u p T e s ti n g f o r P r e v al e n c e E s ti m a ti o n

T h e r e s e ar c h I c o n d u ct e d i n t h e fi el d of gr o u p t e sti n g l e d t o a d diti o n al t h e or eti c al a n al y s e s w hi c h p r o m pt e d

t h e d eri v ati o n of a n a n al yti c al m et h o d f or e sti m ati n g pr e v al e n c e f r o m arr a y t e sti n g. A s f or c a s e i d e nti fi c ati o n,

u si n g g r o u p t e sti n g f o r pr e v al e n c e e sti m ati o n h a s t h e b e n e fit of u si n g f e w e r t e sti n g r e s o ur c e s t h a n i n di vi d u al

t e sti n g. H e r e, I gi v e a n o n- e x h a u sti v e o v er vi e w of pr e v al e n c e e sti m ati o n u si n g gr o u p t e sti n g, a n d ar r a y t e sti n g

i n p arti c ul ar, i n t h e lit e r at ur e. I n pr a cti c e, it i s li k el y n ot p o s si bl e t o d eri v e a g e n e r al s ol uti o n t o e sti m ati n g t h e

p o st e ri or di stri b uti o n of t h e p r e v al e n c e gi v e n gr o u p t e sti n g r e s ult s a n d w e n e e d t o eit h er p e rf or m a n al y s e s f or

a p arti c ul ar d e si g n o r e m pl o y m or e g e n er al a p pr o xi m ati o n m et h o d s. T h er e i s a ri c h lit er at ur e o n e sti m ati n g

pr e v al e n c e f r o m D orf m a n t e sti n g, i. e. e a c h s a m pl e i s c o nt ai n e d i n o n e gr o u p wit h gr o u p s of fi x e d si z e, a n d
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r et e sti n g w h e n a g r o u p t e st s p o siti v e 1 0 3 . M a xi m u m li k eli h o o d e sti m at e s f o r t h e pr e v al e n c e gi v e n D orf m a n

t e sti n g h a v e b e e n d eri v e d 1 4 1 . D o rf m a n t e sti n g h a s al s o b e e n e v al u at e d f or di ff e r e nt g r o u p si z e s a n d t e st

c h ar a ct eri sti c s, n a m el y s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y, w hi c h ar e n ot p e rf e ct, a n d m a y b e l o w er i n p o ol e d t e sti n g

c o m p a r e d t o i n di vi d u al t e sti n g 1 4 2 . A d diti o n all y, N g u y e n et al. 1 4 3 pr o vi d e a m et h o d f or e sti m ati n g o pti m al

gr o u p si z e s i n di ff er e nt s c e n ari o s. H o w e v er, i n cli ni c al p r a cti c e t hi s m a y n ot b e of m u c h b e n e fit, a s q ui c k

a d a pt ati o n of t e sti n g d e si g n s m a y c o n stit ut e a p ot e nti all y u nj u sti fi a bl e l o gi sti c al o v er h e a d. O n t h e ot h er

h a n d, a n i m p ort a nt c o n si d e r ati o n t o m a k e i n t h e a p pli c ati o n of D o rf m a n t e sti n g t o p r e v al e n c e e sti m ati o n

i s t h at of c orr el at e d s a m pl e s. M o st w or k a s s u m e s t h at s a m pl e p o siti vit y i s i d e nti c al a n d i n d e p e n d e ntl y

di st ri b ut e d (i.i. d.). A vi ol ati o n of t hi s h a s b e e n s h o w n t o p ot e nti all y c a u s e pr o bl e m s i n g r o u p t e sti n g 1 4 4 ,

pr o m pti n g H u n g a n d S w all o w 1 4 4 t o s u g g e st t h e r a n d o mi z ati o n of s a m pl e s p ri or t o t e sti n g.

S o m e a n al y s e s h a v e b e e n p e rf or m e d f o r ar r a y t e sti n g d e si g n s a s ill u st r at e d i n Fi g u r e 1. 4. H o w e v er, e x a ct

e sti m at or s h a v e n ot b e e n d eri v e d f or a rr a y t e sti n g a n d o nl y si m ul ati o n b a s e d a p p r o xi m ati o n m et h o d s ar e

a v ail a bl e. M arti n s et al. 1 4 5 u s e d a p r e vi o u sl y d e v el o p e d si m ul ati o n b a s e d a p p r o a c h 1 4 6, 1 4 7 t o c o m p ar e D orf-

m a n t e sti n g wit h o nl y o n e st a g e a n d arr a y t e sti n g. T h e y s h o w t h at f o r t h e s a m e n u m b e r of i n di vi d u al s, a rr a y

t e sti n g s h o w s a hi g h er a c c u r a c y. N ot a bl y, f or t h e s a m e gr o u p si z e arr a y t e sti n g r e q uir e s t wi c e a s m a n y t e st s

a s a si n gl e r o u n d of D orf m a n t e sti n g b y d e fi niti o n. T hi s i s d u e t o t h e f a ct t h at i n D orf m a n t e sti n g, e a c h

s a m pl e i s i n o n e g r o u p o nl y, w h e r e a s i n a rr a y t e sti n g e a c h s a m pl e i s i n a r o w a n d a c ol u m n t e st. H o w e v er,

at s u ffi ci e ntl y l o w pr e v al e n c e r at e s it will al s o s er v e b ett er t o i d e ntif y p o siti v e s a m pl e s, wit h o ut t h e n e e d f or

r et e sti n g. E xt e n di n g b e y o n d 2- di m e n si o n al a rr a y t e sti n g, 3- di m e n si o n al arr a y t e sti n g h a s b e e n i n v e sti g at e d

a n d s h o w n n ot t o p r o vi d e a b e n e fit i n pr e v al e n c e e sti m ati o n 1 4 8 .

T h e e sti m ati o n of m ulti pl e di s e a s e p r e v al e n c e r at e s i s al s o of i nt er e st. I n g e n e r al, a n y gr o u p t e sti n g m et h o d

c a n b e a p pli e d t o m ulti pl e x e d t e sti n g, b ut m or e s p e ci ali z e d c o n si d er ati o n s c a n b e m a d e. W ar a si et al. 1 4 9

pr o vi d e a n a n al y si s o pti mi zi n g gr o u p si z e s f or c o- ci r c ul ati n g di s e a s e s. T hi s i s e x p a n d e d o n b y W a r a si et al. 1 5 0

b y p r e s e nti n g a B a y e si a n a p pr o a c h f o r i nf er ri n g t h e pr e v al e n c e r at e i n a m ulti pl e xi n g s c e n ari o u si n g M ar k o v

c h ai n M o nt e C arl o s a m pli n g. T hi s all o w s f or t h e e sti m ati o n of m ulti pl e pr o b a biliti e s of i nf e cti o n, o n e f or e a c h

p o s si bl e c o m bi n ati o n of i nf e cti o n st at u s e s, e. g. t h e pr o b a bilit y of a s a m pl e b ei n g p o siti v e o nl y f or di s e a s e A,

f or di s e a s e A a n d di s e a s e B, a n d s o o n.
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T h e si s Ai m s

Fir stl y, I ai m t o a d v a n c e t h e fi el d of st r ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c s. T h e g o al s ar e t w of ol d. I n

C h a pt er II, I p r e s e nt a b e n c h m ar ki n g st u d y of s e v er al t o ol s i d e ntif yi n g r ef er e n c e str ai n s i n m et a g e n o mi c

d at a, wit h t h e g o al t o i d e ntif y t h e t o ol s b e st s uit e d f o r di ff er e nt r e s e ar c h ai m s, i n p a rti c ul a r, i n v e sti g ati o n s

of di ff e r e nt s p e ci e s, a n d t o m or e br o a dl y pr o vi d e a p e r s p e cti v e o n t h e t o ol s’ p erf or m a n c e. I n C h a pt er III

a n d C h a pt er I V, I pr e s e nt a n o v el t o ol f o r st r ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o m e s. B e y o n d si m pl y p r o vi di n g

c o m p etiti v e p e rf or m a n c e c o m p ar e d t o t h e ot h er a v ail a bl e t o ol s, i nt e r pr et a bilit y a n d m o d ul arit y w a s a c e ntr al

ai m. O n e a s p e ct t h at I ai m e d f o r t o i n c r e a s e i nt er p r et a bilit y i s t o h a v e t h e d e v el o p e d m o d el e x pli citl y w or k

o n t h e b a si s of i d e nti fi e d c o di n g s e q u e n c e s a n d t o b e s plit i nt o c or e a n d a c c e s s or y g e n o m e (t h e a c c e s s o r y

g e n o m e c o n si sti n g of all g e n e s n ot f o u n d i n all m e m b e r s of a s p e ci e s). T h e ai m h e r e w a s t o b uil d a m o d el

t h at c a n b e a d a pt e d a c c or di n g t o t h e s p e ci e s a n al y z e d a n d t h at c a n b e i nf or m e d b y p arti c ul ar r e s e ar c h g o al s.

T h e s e c o n d ai m i n d e v el o pi n g t h e n e w t o ol w a s t o e n a bl e a n e sti m ati o n of a c q uir e d c o di n g s e q u e n c e s o r

g e n e s i n t h e a c c e s s or y g e n o m e of a n i d e nti fi e d b a ct e ri al str ai n t h at ar e n ot p r e s e nt i n t h e r ef e r e n c e str ai n’ s

w h ol e g e n o m e s e q u e n c e. W hil e Str ai n G E 8 9 d o e s i nf e r l ar g e d el eti o n s, l ar g e a c q ui siti o n s of g e n eti c m at eri al

i n b a ct eri al st r ai n s a r e n ot, t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e, e sti m at e d b y a n y a v ail a bl e t o ol.

S e c o n dl y, i s s u e s i n t h e fi el d of n o n- a d a pti v e g r o u p t e sti n g f or s u r v eill a n c e t e sti n g w er e t a c kl e d. I n C h a pt er V,

I i n v e sti g at e t h e p ot e nti al of d e ri vi n g a n e x pli cit li k eli h o o d a n d p o st e ri or e sti m at e t h e p r e v al e n c e o bt ai n e d

fr o m arr a y t e sti n g r e s ult s a n d c o m p a r e d t h e p e rf or m a n c e of a rr a y t e sti n g u si n g t h e d e ri v e d e x p r e s si o n t o

i n di vi d u al t e sti n g. B e y o n d t hi s, t h er e i s still p ot e nti al i n utili zi n g q u a ntit ati v e P C R t e st r e s ult s f o r g r o u p

t e sti n g. I n C h a pt e r VI, I pr e s e nt a n i niti al i n v e sti g ati o n i nt o a n o v el a p pr o a c h t o i n c or p or ati n g q u a ntit ati v e

P C R t e st r e s ult s i n t h e i nf er e n c e of p o siti v e s a m pl e s. P art of t h e ai m of d e v el o pi n g t hi s m o d el i s t o b e a bl e t o,

i n t h e f ut ur e, d e c o d e m ulti pl e x e d gr o u p t e sti n g d at a a n d t o i n c or p or at e o ut pri o r b eli ef s o n p r e v al e n c e a n d

e x p e ct e d Ct v al u e s. W hil e t h e c urr e nt m o d el o nl y ai m s at si n gl e pl e x e d t e sti n g, t h e c ur r e nt w or k u n d er pi n s

t h e s e f ut ur e d e v el o p m e nt s.
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C h a p t e r I I

B e n c h m a r k of S t r ai n- L e v el R e s ol u ti o n
T a x o n o mi c Cl a s si fi c a ti o n T o ol s f o r
M e t a g e n o mi c s

‘ T h e w h ol e p r o c e s s r e s e m bl e s bi ol o gi c al e v ol uti o n. A p r o bl e m i s li k e a n e c ol o gi c al ni c h e, a n d a t h e o r y i s li k e

a g e n e o r a s p e ci e s w hi c h i s b ei n g t e st e d f o r vi a bilit y i n t h at ni c h e.’

– D a vi d D e ut s c h

M et a g e n o mi c s h a s t h e p ot e nti al t o p r o vi d e n o v el i n si g ht s i nt o t h e st r u ct ur e of mi c r o bi o m e s i n m a n y di ff e r e nt

e n vir o n m e nt s. A d diti o n all y, t h e r e ar e a l ot of ar e a s of st u d y t h at w o ul d b e n e fit f r o m t h e a bilit y t o i d e ntif y

str ai n s wit hi n m et a g e n o mi c d at a, s u c h a s t h e tr a c ki n g of str ai n s d uri n g o ut b r e a k s. V ari o u s t o ol s a r e a v ail a bl e

t h at t a c kl e t h e i s s u e of i nf erri n g t h e str ai n s i n m et a g e n o mi c s a m pl e s, e a c h wit h di ff e r e nt ai m s. H e r e, I f o c u s

o n t h o s e t o ol s t h at ai m at t h e r e c o v er y of o n e o r m or e r ef er e n c e st r ai n s fr o m m et a g e n o mi c d at a. F o r a n y

pr a cti c al a p pli c ati o n, it i s of vit al i m p ort a n c e t o b e a w a r e of t h e di ff e r e nt t o ol s’ p erf or m a n c e c h ar a ct e ri sti c s,

b e st u s e c a s e s, a n d p ot e nti al bi a s e s o r s h ort c o mi n g s. H o w e v er, w hil e a r e c e nt st u d y a d dr e s s e s S N P c alli n g

m et h o d s 7 9 , t h er e i s still a n e e d f or a t h or o u g h b e n c h m ar ki n g of r ef er e n c e str ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s. W hil e

t h e st u d y pr e s e nti n g t h e t o ol St r ai n S c a n 9 1 h a s c o m p a r e d a n u m b er of t o ol s o n a n a rr a y of d at a s et s t h er e ar e

still s e v er al dr a w b a c k s wit h t hi s e v al u ati o n. Fir st a n d f o r e m o st, t h e st u d y i ntr o d u c e s t h e t o ol Str ai n S c a n

w hi c h n at u r all y t a k e s t h e f o c u s of t h e i n v e sti g ati o n o nt o t hi s t o ol i n c o m p a ri s o n t o t h e ot h e r a v ail a bl e o n e s.

F urt h e r m o r e, t h e s et u p a n d d et ail s of r u n ni n g t h e di ff er e nt t o ol s i s n ot a d dr e s s e d s u ffi ci e ntl y, o wi n g a g ai n t o

t h e f o c u s of t h e p a p er n ot b ei n g a b e n c h m ar ki n g st u d y. M or e o v er, s e v e r al m e a s u r e s h a v e n ot b e e n a d d r e s s e d

s u ffi ci e ntl y. W hil e F 1- s c or e s ( 2 × Tr u e P o si ti v e s
2 × Tr u e P o si ti v e s + F al s e P o si ti v e s + F al s e N e g a ti v e s , t h e h ar m o ni c m e a n of p r e ci si o n a n d

r e c all) a r e r e p ort e d m o stl y at st r ai n l e v el, m or e c o ar s e gr ai n e d cl u st er e d a n al y si s will b e b e n e fi ci al. St r ai n

7 3
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l e v el r e s ol uti o n will oft e n n ot b e a c hi e v a bl e, b ut i d e ntif yi n g cl a d e s or cl u st er s of cl o s el y r el at e d str ai n s m a y

b e a n d t h e s e m a y still b e hi g hl y i nf or m ati v e. F urt h e r m o r e, t h e f o c u s i s l ar g el y o n F 1- s c or e s, w hil e t h e

J e n s o n- S h a n n o n Di v er g e n c e ( J S D, s y m m etri c di st a n c e b et w e e n t w o pr o b a bilit y di stri b uti o n) i s r e p o rt e d f or

t h e a c c ur a c y of t h e e sti m ati o n of r el ati v e a b u n d a n c e s. R el ati v e a b u n d a n c e s s u m t o u nit y a n d ar e at l e a st 0.

H e n c e, w e c a n tr e at t h e r el ati v e a b u n d a n c e s a cr o s s all str ai n s a s a pr o b a bilit y di stri b uti o n a n d u s e t h e J S D

a s di v er g e n c e m e a s u r e b et w e e n t h e a ct u al r el ati v e a b u n d a n c e s i n a s a m pl e a n d t h e e sti m at e d o n e s. H o w e v er,

n o c o m bi n e d m e a s ur e, or i n v e sti g ati o n of t h e a ct u al i nf er r e d n u m b er of str ai n s, i s c o n d u ct e d. M o r e o v er,

di ff er e nt r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e s h a v e n ot b e e n i n v e sti g at e d. I n pr a cti c e, m et a g e n o mi c d at a m a y c o nt ai n

m ulti pl e st r ai n s at si mil ar fr e q u e n ci e s. A n ot h er li k el y s c e n ari o i s t h at o n e st r ai n i s d o mi n a nt, m a ki n g u p

m o st of t h e s p e ci e s’ a b u n d a n c e i n a s a m pl e, wit h ot h er st r ai n s o nl y m a ki n g u p a s m all pr o p orti o n. Fi n all y,

t h e u n d erl yi n g r e a s o n s of v a r yi n g p erf o r m a n c e s a cr o s s s p e ci e s w er e n ot a d dr e s s e d s u ffi ci e ntl y.

H er e, I p r e s e nt a b e n c h m ar ki n g of t h e si x t o ol s s u m m a ri z e d i n C h a pt e r I w hi c h s e r v e eit h er t h e dir e ct

i d e nti fi c ati o n of r ef er e n c e str ai n s or cl u st er s of cl o s el y r el at e d r ef er e n c e st r ai n s i n a d at a b a s e. R eit e r ati n g, t h e

t o ol s i n cl u d e d i n t hi s a n al y si s ar e Str ai n E st 8 4 , Str ai n S c a n 9 1 , Str ai n G E 8 9 ( a t o ol b o x i n cl u di n g str ai n G S T f or

str ai n i d e nti fi c ati o n), K r a k e n U ni q 8 6 , Si g m a 9 0 , a n d MI S T 8 8 (f or e a s e of pr e s e nt ati o n t h e t o ol s ar e s u m m ari z e d

a g ai n i n T a bl e 2. 1). T h e s e t o ol s w e r e e v al u at e d i n d et ail o n si m ul at e d d at a of f o ur b a ct eri al s p e ci e s, A.

b a u m a n nii , E. c oli , M. t u b e r c ul o si s , a n d L. m o n o c yt o g e n e s . T h e s e f o ur s p e ci e s w er e c h o s e n d u e t o d at a

a v ail a bilit y, cli ni c al r el e v a n c e, a n d t h eir di ff er e nt p o p ul ati o n str u ct ur e s. O n t h e o n e h a n d, M. t u b e r c ul o si s

i s a hi g hl y cl o n al s p e ci e s, wit h f airl y littl e v a ri ati o n b et w e e n str ai n s 1 5 1 , w hil e E. c oli s h o w s m u c h hi g h er

v ari ati o n 1 5 2, 1 5 3 . A. b a u m a n nii i s b ot h hi g hl y r el e v a nt i n t h e c o nt e xt of a nti bi oti c r e si st a n c e 1 5 4, 1 5 5, 1 5 6 a n d

s h o w s a hi g h r at e of r e c o m bi n ati o n 1 5 7, 1 5 4 . L a stl y, L. m o n o c yt o g e n e s i s of s p e ci al i nt e r e st i n f o o d s af et y 4 4

a n d m et a g e n o mi c s m a y p r o vi d e a pr o mi si n g a v e n u e f o r f o o d s af et y s u r v eill a n c e b y e n a bli n g i d e nti fi c ati o n,

tr a c ki n g, a n d s o ur c e attri b uti o n of L. m o n o c yt o g e n e s str ai n s. I cr e at e d d at a s et s b ot h f r o m str ai n s t h at

w er e pr o vi d e d t o t h e p r o gr a m m e s vi a t h eir r ef e r e n c e d at a b a s e s a n d str ai n s t h at w er e e x cl u d e d fr o m t h e

d at a b a s e, t e sti n g di ff er e nt r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e s, c o v e r a g e s, a n d v a r yi n g t h e r el at e d n e s s b et w e e n str ai n s.

F urt h e r m o r e, I e v al u at e d t h e di ff e r e nt t o ol s’ p erf o r m a n c e o n s e v er al c o m pl e x m o c k c o m m u niti e s. T hi s a n al y si s

d eli v e r s a m u c h n e e d e d b e n c h m a r ki n g of t h e di ff er e nt t o ol s a v ail a bl e f or f o ur hi g hl y r el e v a nt p at h o g e ni c

b a ct eri al s p e ci e s, s h o w c a si n g t h e t o ol s’ str e n gt h s a n d w e a k n e s s e s a n d t h er e b y p r o vi di n g r e s e ar c h e r s wit h t h e

i nf or m ati o n n e c e s s ar y t o d e ci d e h o w t o i n cl u d e st r ai n-l e v el a n al y si s i n t h eir r e s e ar c h.
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T o ol  S u m m a r y  D a t a b a s e  N o t e s

S t r ai n E s t
R ef e r e n c e s t r ai n cl u s t e r i d e n-
ti fi c a ti o n vi a p e n ali z e d r e g r e s-
si o n of n u cl e o ti d e f r e q u e n ci e s

C u s t o m d a t a b a s e r e q ui r e s c u s t o m cl u s-
t e ri n g of g e n o m e s.  P r e- p r o c e s s e d
d a t a b a s e a v ail a bl e f o r s o m e s p e ci e s

S t r ai n S c a n
k - m e r b a s e d, hi e r a r c hi c al i d e n-
ti fi c a ti o n of cl u s t e r s d o w n t o
e x a c t r ef e r e n c e s e q u e n c e s

C u s t o m d a t a b a s e o r p r e- p r o c e s s e d f o r
s o m e s p e ci e s

S t r ai n G E
k - m e r b a s e d r ef e r e n c e s t r ai n
cl u s t e r i d e nti fi c a ti o n  wi t h
s t r ai n G S T

C u s t o m  d a t a b a s e r e q ui r e s  p a r a m e-
t e r s e t ti n g.  P r e- p r o c e s s e d f o r s o m e
s p e ci e s.

S N P c alli n g a n d d e t e c ti o n of l a r g e d el e-
ti o n s vi a s t r ai n G R

K r a k e n U ni q
D e si g n e d f o r si m ul t a n e o u s
a n al y si s of w h ol e N C BI t a x o n-
o m y vi a k - m e r c o u nti n g

C a n  u s e c u s t o m o r  p r e- p r o c e s s e d
d a t a b a s e. P r e- p r o c e s s e d d a t a b a s e c a n
b e e x t e n d e d wi t h c u s t o m s e q u e n c e s.

E n a bl e s r e a d a s si g n m e nt.  R e q ui r e s
s e p a r a t e i n s t all a ti o n of j ell y fi s h 1. 1. 1 2

Si g m a
Ali g n m e nt b a s e d r ef e r e n c e s e-
q u e n c e i d e nti fi c a ti o n vi a p r o b-
a bili s ti c m o d el

C u s t o m s e t of r ef e r e n c e s e q u e n c e s
P r o vi d e s c o n fi d e n c e i nt e r v al s vi a b o o t-
s t r a p pi n g a n d v a ri a nt c alli n g

M I S T
Ali g n m e nt  b a s e d r ef e r e n c e
s t r ai n cl u s t e r i d e nti fi c a ti o n
u si n g p r o b a bili s ti c a p p r o a c h

C u s t o m d a t a b a s e cl u s t e r e d a t u s e r-
s p e ci fi e d a v e r a g e n u cl e o ti d e i d e nti ti e s.
U s e s  p r e c o m p u t e d o r c u s t o m  p a n-
g e n o m e.  P r e p r o c e s s e d d a t a b a s e li n k s
n o t f u n c ti o n al.

E n a bl e s r e a d a s si g n m e nt.

T a bl e 2. 1: O v e r vi e w of t h e e v al u a t e d s t r ai n i d e nti fi c a ti o n t o ol s.

M e t h o d s

H er e, I l a y o ut t h e m et h o d s u s e d t o p erf or m t h e b e n c h m a r ki n g. Fir stl y, f o r e a c h s p e ci e s I d e s cri b e t h e m et h o d

of o bt ai ni n g t h e str ai n s u s e d. S e c o n dl y, I d e s cri b e h o w a s e p a r at e d at a s et f o r e a c h s p e ci e s i s si m ul at e d f r o m

t h e str ai n d at a b a s e s. T h e n, I d e s cri b e t h e st e p s t a k e n t o cr e at e t h e d at a b a s e s f or e a c h t o ol, a g ai n wit h a

s e p ar at e d at a b a s e f o r e a c h s p e ci e s. Fi n all y, I d e s cri b e t h e o ut c o m e m e a s ur e s u s e d t o a s s e s s p e rf or m a n c e of

t h e di ff er e nt t o ol s, a s w ell a s s e v er al f u rt h er a n al y s e s t h at w e r e c o n d u ct e d.

S t r ai n D a t a b a s e s

F or t h e pr e s e nt st u d y t h e s p e ci e s E. c oli , M. t u b e r c ul o si s , A. b a u m a n nii , a n d L. m o n o c yt o g e n e s w e r e c o n si d-

er e d. F o r e a c h a s e p ar at e r ef e r e n c e d at a b a s e w a s cr e at e d, w hi c h i s d e s c ri b e d f o r e a c h s p e ci e s s e p ar at el y b el o w

t o g et h er wit h a bri ef s u m m ar y of s o m e k e y s p e ci e s c h ar a ct eri sti c s. T h e s e r ef er e n c e d at a b a s e s w er e b a s e d o n

a s s e m bli e s. I n g e n e r al, a s s e m bli e s c orr e s p o n d t o a si n gl e or s e v er al l o n g c o nti n u o u s s e q u e n c e s ( c o nti g s) c r e-

at e d t hr o u g h t h e m e r gi n g of s h ort e r r e a d s. I n t h e N C BI d at a b a s e, di ff er e nt a s s e m bl y l e v el s e xi st. Fir stl y,

t h e c o nti g l e v el a s s e m bl y i n di c at e s t h at s e v er al g a pl e s s s e q u e n c e s e xi st, b ut t h at t h e s e ar e n ot n e c e s s aril y

c o n n e ct e d. At t h e s c a ff ol d l e v el, c o nti g s ar e c o n n e ct e d a c r o s s g a p s. F or t h e c hr o m o s o m e l e v el a s s e m bl y, t h e r e

i s at l e a st o n e c hr o m o s o m e, h o w e v e r, u nl o c ali z e d s e q u e n c e s m a y still b e pr e s e nt. Fi n all y, t h e r e i s t h e c o m pl et e

g e n o m e a s s e m bl y l e v el, i n di c ati n g c o m pl et e, g a pl e s s g e n o m e s wit h f e w a m bi g u o u s b a s e s. T hr o u g h o ut, t h e

t er m st r ai n will b e o p e r ati o n all y d e fi n e d t o c o rr e s p o n d t o a si n gl e u ni q u e a s s e m bl y. It i s n ot e w ort h y t h at

f or t h e a n al y z e d s p e ci e s m et a d at a o n t h e N C BI d at a b a s e i s o nl y p arti all y a v ail a bl e a n d oft e n n ot u ni fi e d.
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N o n et h el e s s, t o pr o vi d e s o m e i nf or m ati o n o n t h e ori gi n of t h e i s ol at e s, w h er e t h e i nf or m ati o n w a s a v ail a bl e,

hi st o g r a m s f or t h e c o u nt ri e s of c oll e cti o n of t h e a s s e m bli e s of A. b a u m a n nii , M. t u b e r c ul o si s , a n d E. c oli ar e

s h o w n i n Fi g ur e 2. 1.

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0
N u m b e r of A s s e m bli e s

M al a y si a

C a n a d a

N o I nf o r m a ti o n

T h ail a n d

C hi n a

A u s t r ali a

C ol o m bi a

N e p al

U ni t e d Ki n g d o m

P u e r t o Ri c o

U S A

J a p a n

I n di a

Fr a n c e

S o u t h Af ri c a

L e b a n o n

G r e e c e

N e t h e rl a n d s

S o u t h K o r e a

S p ai n

M e xi c o

E s t o ni a

G e r m a n y

B r a zil

C o t e d'I v oi r e

P a ki s t a n

T u ni si a

I r a q

H o n d u r a s

I t al y

T u r k e y

H o n g K o n g

T ai w a n

B oli vi a

C z e c h R e p u bli c

A r g e n ti n a

C a m b o di a

G e o r gi a

M o r o c c o

S a u di A r a bi a

C
o

u
nt

r
y

A. b a u m a n nii

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0
N u m b e r of A s s e m bli e s

S o u t h K o r e a
K o r e a

N o I nf o r m a ti o n
C hi n a

P hili p pi n e s
M al a y si a

C ol o m bi a
K a z a k h s t a n

U S A
P e r u

D e n m a r k
J a p a n

Vi e t N a m
G u a t e m al a

P a p u a N e w G ui n e a
I n di a

H o n g K o n g
R u s si a

N e w Z e al a n d
A u s t r ali a

T ai w a n
R w a n d a
B el a r u s

I t al y
S o u t h Af ri c a

B el gi u m
S w e d e n
M ol d o v a
B ul g a ri a

B e ni n
E t hi o pi a

G h a n a
G a m bi a

Si e r r a L e o n e
G e r m a n y

Af g h a ni s t a n
O m a n

T h ail a n d
M a d a g a s c a r

P a n a m a
B r a zil

Fr a n c e
C a n a d a
M e xi c o

U ni t e d Ki n g d o m
I r el a n d
P ol a n d

N e t h e rl a n d s

M. t u b e r c ul o si s

0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0
N u m b e r of A s s e m bli e s

B el gi u m
U S A

C ol o m bi a
I s r a el

S w e d e n
N o I nf o r m a ti o n

M al a y si a
G e r m a n y

S o u t h K o r e a
I n di a

C hi n a
U ni t e d Ki n g d o m

C a n a d a
U ni t e d A r a b E mi r a t e s

M o r o c c o
A r g e n ti n a

S wi t z e rl a n d
K o r e a

Vi e t N a m
I t al y

E c u a d o r
H u n g a r y

T ai w a n
A u s t r ali a

E g y p t
B a n gl a d e s h

J a p a n
Sl o v a ki a

B r a zil
D e n m a r k

Q a t a r
Fr a n c e

H o n g K o n g
S p ai n

M e xi c o
N o r w a y

S a u di A r a bi a
M y a n m a r

M ali
G a m bi a

P a ki s t a n
C z e c h R e p u bli c

T h ail a n d
P a r a g u a y

C a m b o di a
T u r k e y

C u b a
N e w Z e al a n d

A u s t ri a
P o r t u g al

Si n g a p o r e
J o r d a n

I r a n
S ri L a n k a

N e t h e rl a n d s
G h a n a

B el a r u s
L a o s

S o u t h Af ri c a
G ui n e a- Bi s s a u

C hil e
K e n y a

T a n z a ni a
K a z a k h s t a n

R u s si a
S u d a n

V e n e z u el a
C o s t a Ri c a

P ol a n d
Ni g e ri a

P hili p pi n e s
B o t s w a n a

J a m ai c a
S e n e g al
Fi nl a n d
B a h r ai n
B ul g a ri a
A r m e ni a

E. c oli

Fi g u r e 2. 1: C o u nt r y of c oll e c ti o n f o r t h e a s s e m bli e s of t h e di ff e r e nt s p e ci e s. ’ N o I nf o r m a ti o n’ c o u nt c o nt ai n s all
a s s e m bli e s wi t h t h e f oll o wi n g l a b el s: ’ n o t d e t e r mi n e d’, ’ N o t d e t e r mi n e d’, ’ u n k n o w n’, ’ U n k n o w n’, ’ n o t c oll e c t e d’, ’ N o t
c oll e c t e d’, ’ mi s si n g’, ’ Mi s si n g’, ’ n o t a p pli c a bl e’, ’ N o t a p pli c a bl e’, ’ N o t A p pli c a bl e’, ’ n o t a v ail a bl e’, ’ n o t p r o vi d e d’,
’ n a n’.

E. c oli

E s c h e ri c hi a c oli i s o n e of t h e m o st wi d el y st u di e d b a ct eri al s p e ci e s. It s st u d y w a s a n i nt e gr al p a rt b ot h i n

e arl y w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g st u di e s 1 5 8 a n d i n t h e e st a bli s h m e nt of t h e p a n g e n o m e c o n c e pt 1 5 9 . E. c oli

i s cl a s si fi e d a s gr a m- n e g ati v e 1 5 3 . I m p ort a ntl y, E. c oli di vi d e s i nt o c o m m e n s al a n d p at h o g e ni c v ari a nt s 1 5 2 .

C o m m e n s al E. c oli v a ri a nt s c a n b e f o u n d i n t h e i nt e sti n e s of m a n y m a m m al s 1 5 2 . P at h o g e ni c v ari a nt s di-

vi d e a g ai n i nt o i nt e sti n al p at h o g e ni c E. c oli (I P E C) a n d e xt r a-i nt e sti n al p at h o g e ni c E. c oli ( E x P E C) 1 5 3 .

Di sti n g ui s hi n g t h e s e p at h o g e ni c f r o m c o m m e n s al v ari a nt s i s of g r e at i nt er e st a n d e s p e ci all y di sti n g ui s hi n g

E x P E C fr o m c o m m e n s al v ari a nt s pr e s e nt s m aj or c h all e n g e s 1 5 3 . I n t h e p a st, E. c oli w a s e sti m at e d t o c a u s e

u p w ar d s of 2 milli o n f at aliti e s p er y e ar 1 5 2 , w hil e a m or e r e c e nt e sti m at e pl a c e s t h e n u m b er of d e at h s l o w e r,

t h o u g h still a b o v e 5 0 0 t h o u s a n d 2 . F urt h e r m o r e, E. c oli i s fr e q u e ntl y o b s er v e d i n e n vi r o n m e nt s s u c h a s s oil

a n d w at er 1 6 0 . T h e o b s er v e d v a ri et y i n t y p e s of E. c oli i s al s o r e pr e s e nt e d i n t h e p a n g e n o m e. T h e p a n g e n o m e



M et h o d s 7 7

i s c o m p o s e d of all g e n e s f o u n d i n a s p e ci e s, s p a n ni n g c o r e a n d a c c e s s or y g e n o m e s. A s g e n o m e s e q u e n ci n g

pr o gr e s s e d, st u di e s i n cl u d e d a n i n c r e a si n g n u m b er of E. c oli str ai n s a n d t h e n u m b er of g e n e s s h ar e d b et w e e n

all str ai n s d e cli n e d wit h a n i n cr e a s e i n t h e n u m b e r of str ai n s a n al y z e d 1 6 1, 1 6 2, 1 6 3, 1 6 4 . A s s u c h, a n d gi v e n t h e

f a ct t h at s o m e str ai n s of E. c oli o nl y s h a r e 2 0 % of t h eir g e n o m e, t h e cl a s si fi c ati o n of E. c oli a s a si n g ul ar

s p e ci e s h a s b e e n d e b at e d 1 5 3 . E. c oli w a s c h o s e n a s t h e fir st s p e ci e s f or t hi s b e n c h m ar ki n g st u d y b ot h d u e t o

it s hi g h i ntr a- s p e ci e s v ari a bilit y a n d it s u bi q uit y i n t h e e v al u ati o n of str ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s p erf or m a n c e.

I n d e e d, Str ai n E st 8 4 , St r ai n G E 8 9 , MI S T 8 8 , Si g m a 9 0 , a n d St r ai n S c a n 9 1 all i n c o r p or at e d E. c oli a s a s p e ci e s

t o t e st t h eir r e s p e cti v e t o ol s o n. A s s u c h, s u c c e s sf ul a n al y si s of E. c oli c a n b e c o n si d er e d a n e s s e nti al g o al of

t h e s e t o ol s a n d s h o ul d b e e v al u at e d a n d c o m p ar e d.

T o e st a bli s h a d at a b a s e of E. c oli str ai n s, a s s e m bli e s w er e d o w nl o a d e d f r o m t h e N C BI d at a b a s e, a s w o ul d

li k el y b e d o n e i n e v e r y d a y r e s e a r c h pr a cti c e. F or E. c oli , t h e N C BI d at a b a s e c o nt ai n s 4 1 5 3 c o m pl et e g e n o m e

a s s e m bli e s, w hi c h w er e d o w nl o a d e d t o cr e at e t h e d at a b a s e. C h r o m o s o m e, s c a ff ol d a n d c o nti g l e v el a s s e m bli e s

w er e n ot i n cl u d e d, a s i n t ot al, t h er e ar e f a r m or e a s s e m bli e s i n t h e d at a b a s e t h a n c o ul d s e n si bl y b e i n cl u d e d

i n t h e d at a b a s e ( 2 5 2 1 1 8 a s s e m bli e s a c r o s s all a s s e m bl y l e v el s). H e n c e, t h e f o c u s l a y o n t h e m o st c o m pl et e

a v ail a bl e a s s e m bli e s. N e xt, a n u m b e r of a s s e m bl y st ati sti c s w er e c al c ul at e d t o e x cl u d e o utli e r s a n d a s s e m bli e s

of c o m p ar ati v el y l o w q u alit y. T h e m e a s u r e s c o n si d er e d w er e t ot al g e n o m e l e n gt h, t h e c o u nt of u n d et er mi n e d

b a s e s, t h e n u m b e r of g a p s, t h e N 5 0 ( s h o rt e st c o nti g t h at n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e

l e n gt h), t h e n u m b er of c o nti g s r e q uir e d t o r e a c h t h e N 5 0, a n d t h e t ot al n u m b er of c o nti g s ( A p p e n di x Fi g u r e

A 5). A s s e m bli e s t h at d e vi at e d b y m o r e t h a n t h r e e st a n d ar d d e vi ati o n s fr o m t h e m e a n of a n y m e a s u r e w er e

e x cl u d e d ( T a bl e 2. 2). T hi s c ut o ff i s s o m e w h at a r bitr ar y, h o w e v e r, it will e n s ur e t h at n e arl y all a s s e m bli e s

( 9 9. 7 % a s s u mi n g a n or m al di stri b uti o n) will li e wit hi n t hi s r a n g e, h e n c e o nl y e x cl u di n g e xtr e m e o utli e r s.

D et ail s o n m e a n, st a n d a r d d e vi ati o n, a n d n u m b e r of e x cl u d e d a s s e m bli e s f o r e a c h st ati sti c c a n b e f o u n d i n

T a bl e 2. 2. I n t ot al t h e a n al y si s of a s s e m bl y st ati sti c s l e d t o t h e e x cl u si o n of 7 4 a s s e m bli e s f o r E. c oli ( 1. 8 %).

N ot a bl y, all of t h e a s s e m bli e s h a v e a n N 5 0 c o u nt ( n u m b e r of c o nti g s t h at n e e d t o b e i n cl u d e d t o a c hi e v e t h e

N 5 0) of o n e, a s w ell a s v e r y f e w a m bi g u o u s b a s e s or g a p s. T hi s hi g h q u alit y i n g e n o m e s i s li k el y d u e t o t h e

f a ct t h at o nl y C o m pl et e G e n o m e l e v el a s s e m bli e s w er e i n cl u d e d t o b e gi n wit h. E. c oli al s o h a s t h e l o n g e st

g e n o m e l e n gt h a m o n g t h e s p e ci e s a n al y z e d h er e wit h a n a v e r a g e g e n o m e l e n gt h of 5. 1 milli o n b a s e p air s ( S T D

= 3 5 0 0 0 0 b p ). R e g a r di n g t h e c o u ntr y of c oll e cti o n ( Fi g ur e 2. 1), m o st E. c oli a s s e m bli e s w e r e c oll e ct e d i n t h e

U S A ( 1 1 0 5 a s s e m bli e s) a n d C hi n a ( 5 5 8 a s s e m bli e s), wit h n o i nf o r m ati o n a v ail a bl e f o r 6 4 5 a s s e m bli e s. T o

o bt ai n i nf or m ati o n a b o ut t h e s u b- s p e ci e s l e v el st r u ct ur e, M L S T a s si g n m e nt of t h e a s s e m bli e s w a s p erf o r m e d

u si n g t h e ml st t o ol 1 6 5 , w hi c h u s e s Bl a st n 1 6 6 t o p e rf or m ali g n m e nt of t h e P u b M L S T d at a b a s e 7 4 of M L S T

all el e s a n d t h e a s s e m bli e s t o o bt ai n str ai n t y p e s. St r ai n t y p e s a r e o nl y r e p ort e d f or p erf e ct m at c h e s. O v er all,



7 8 C h a pt er II. B e n c h m a r k of St r ai n- L e v el R e s ol uti o n T a x o n o mi c Cl a s si fi c ati o n T o ol s f or M et a g e n o mi c s

t h e d at a s et s h o w e d a wi d e v ari et y of i d e nti fi e d str ai n t y p e s ( 2 8 9 st r ai n t y p e s i n t ot al), wit h str ai n t y p e s 2, 4 3,

6 2 8, a n d 2 6 2 m a ki n g u p t h e m aj o rit y of a s s e m bli e s f or w hi c h a str ai n t y p e c o ul d b e r eli a bl y i nf e rr e d ( 1 1 7 5

a s s e m bli e s c o ul d n ot b e a s si g n e d a st r ai n t y p e u n a m bi g u o u sl y; Fi g ur e 2. 2).

T h e fi n al r ef er e n c e d at a b a s e w a s cr e at e d b y e x cl u di n g 1 0 % of a s s e m bli e s at r a n d o m. T h e s e 1 0 % will s er v e

t o si m ul at e d at a fr o m a s s e m bli e s n ot pr e s e nt i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e p r o vi d e d t o t h e t o ol s. T h e r e s ulti n g

r ef er e n c e d at a b a s e t h e n c o n si st e d of 3 6 7 1 a s s e m bli e s. B ot h t h e r ef e r e n c e d at a b a s e ( w hi c h d o e s n ot c o nt ai n

t h e 1 0 % e x cl u d e d st r ai n s, a n d w a s p a s s e d t o t h e st r ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s a s d at a b a s e) a n d t h e t ot al d at a b a s e

( w hi c h i n cl u d e s t h e 1 0 % e x cl u d e d st r ai n s) w er e i n d e p e n d e ntl y cl u st e r e d f o r d o w n str e a m d at a cr e ati o n a n d

a n al y si s. F o r e a c h d at a s et t h e pr o c e d ur e f o r cl u st e ri n g w a s a s f oll o w s. Fir st, all-t o- all p air wi s e M a s h 6 1 di s-

t a n c e s w er e c o m p ut e d b et w e e n all a s s e m bli e s. A m a s h di st a n c e i s a m e a s ur e of s e q u e n c e si mil a rit y, e sti m ati n g

t h e m ut ati o n di st a n c e b et w e e n t w o g e n o m e s 6 1 . T h e b e n e fit of M a s h di st a n c e s i s t h eir f a st c o m p ut e ti m e w hil e

pr e s er vi n g hi g h a c c ur a c y, w hi c h b e c o m e s r el e v a nt w h e n c o n d u cti n g milli o n s of p ai r wi s e c o m p ari s o n s. I m p o r-

t a ntl y, M a s h di st a n c e s c or r el at e hi g hl y wit h a v er a g e n u cl e oti d e i d e ntiti e s ( wit h A NI ≈ 1 − M a s h di st a n c e).

T h e r e s ulti n g di st a n c e m atri x w a s u s e d a s a b a si s f o r c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g. T h e g o al w a s

t o cr e at e cl u st e r s of di ff e r e nt r e s ol uti o n s b a s e d o n g e n o m e si mil arit y, a c hi e v e d t hr o u g h i d e ntif yi n g cl u st e r s

at t h r e e di ff er e nt l e v el s, e a c h u si n g a di ff er e nt n u m b er of cl u st e r s. T h e n u m b e r of d e sir e d cl u st e r s w a s s et

t o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 at t h e t hr e e l e v el s, r e s p e cti v el y. T o a c hi e v e t h e s e cl u st eri n g l e v el s, wit hi n t h e c o m pl et e

li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g, a M a s h di st a n c e t hr e s h ol d w a s c h o s e n a s t h e hi g h e st di st a n c e t h at r e s ult s i n

n ot m or e t h a n t h e s p e ci fi e d ( 1 0, 1 0 0 , o r 5 0 0, r e s p e cti v el y) n u m b er of cl u st e r s, r e s ulti n g i n t h e fi n al t h r e e

cl u st eri n g l e v el s ( s e e A p p e n di x Fi g u r e A 1 f or a hi st o gr a m of t h e cl u st e r si z e s at e a c h l e v el). F or E. c oli , a

hi g h er cl u st eri n g l e v el c o ul d al s o h a v e b e e n c o n si d e r e d gi v e n t h e l a r g e n u m b e r of a s s e m bli e s. H o w e v er, t h e

ot h er s p e ci e s h a v e f e w e r a s s e m bli e s a v ail a bl e a n d f or c o m p a r a bilit y t h e hi g h e st r e s ol uti o n c h o s e n w a s 5 0 0

cl u st er s. T h r o u g h o ut, I will r ef er t o t h e di ff er e nt r e s ol uti o n s i n cl u st eri n g a s t h e 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r

l e v el s, w hil e di s c u s si o n s of r e s ult s r el ati n g t o i n di vi d u al a s s e m bli e s ar e r ef err e d t o a s b ei n g o n t h e a s s e m bl y

l e v el.

M. t u b e r c ul o si s

M y c o b a ct e ri u m t u b e r c ul o si s i s a n a ci d-f a st p at h o g e ni c b a ct eri al s p e ci e s 1 6 7 . T u b e r c ul o si s ( T B) c a u s e d 1. 3

milli o n of d e at h s i n 2 0 2 2 1 6 8 , wit h M. t u b e r c ul o si s b ei n g a m aj or c a u s e of T B. M. t u b e r c ul o si s i s t r a n s mitt e d

h o st-t o- h o st, a n d n ot a bl y r e q uir e s c a u si n g di s e a s e t o b e t r a n s mitt a bl e 1 6 9 . A d di n g t o it s hi g h cli ni c al b u r d e n

i s t h e e m e r g e n c e of a nti bi oti c r e si st a n c e wit hi n t h e s p e ci e s. A nti bi oti c r e si st a n c e c a n ari s e q ui c kl y d u e t o l ar g e
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p o p ul ati o n s d e s pit e a l o w m ut ati o n al r at e a n d littl e h o ri z o nt al g e n e tr a n sf er c o m p a r e d t o ot h er s p e ci e s 1 6 7 .

T h e i m p ort a n c e of r e si st a n c e i s hi g hli g ht e d b y rif a m pi ci n- r e si st a nt M. t u b e r c ul o si s ’ li sti n g a s c riti c al o n t h e

W H O B a ct eri al Pri orit y P at h o g e n s Li st 1 5 6 . T h e p o p ul ati o n str u ct u r e of M. t u b e r c ul o si s s h o w s c o m p a r ati v el y

littl e di v e r sit y, wit h i n di vi d u al str ai n s o nl y di ff e ri n g i n ar o u n d 2 0 0 0 S N P s fr o m e a c h ot h e r 1 5 1 . A d diti o n all y,

t h e di ff er e nt cl a d e s of M. t u b e r c ul o si s ar e cl e arl y di vi d e d g e o gr a p hi c all y a n d ar e a d a pt e d t o h o st s f r o m

di ff er e nt o ri gi n s 1 7 0 . Tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n a n d e pi st ati c i nt er a cti o n s s e e m t o pl a y a n i m p ort a nt r ol e

i n t h e di v er sit y of vi r ul e n c e of M. t u b e r c ul o si s 1 6 7 . T h e l o w g e n eti c v ari a bilit y b et w e e n m e m b e r s of M.

t u b e r c ul o si s i s i n c o ntr a st t o a m or e v ari a bl e s p e ci e s s u c h a s E. c oli . H e n c e, i n cl u di n g M. t u b e r c ul o si s a s

s p e ci e s i n t h e b e n c h m ar k will pr o vi d e i n si g ht s i nt o t h e t o ol s p e rf or m a n c e i n s u c h a l e s s v ari a bl e s p e ci e s.

F or M. t u b e r c ul o si s , a s s e m bli e s w er e o bt ai n e d fr o m N C BI, si mil a r a s w a s d o n e f o r E. c oli . H o w e v er, d u e t o

f e w er a s s e m bli e s b ei n g a v ail a bl e, b ot h C o m pl et e G e n o m e a n d C hr o m o s o m e l e v el a s s e m bli e s w e r e d o w nl o a d e d.

T hi s r e s ult e d i n a t ot al of 7 0 3 a s s e m bli e s. A s s e m bli e s w er e a s s e s s e d o n t h e s a m e m e a s u r e s a s f or E. c oli a n d

a s s e m bli e s t h at d e vi at e d fr o m t h e m e a n b y m o r e t h a n t h r e e st a n d ar d d e vi ati o n s w e r e a g ai n e x cl u d e d ( T a bl e

2. 2, A p p e n di x Fi g u r e A 6). T hi s l e d t o t h e e x cl u si o n of 3 2 a s s e m bli e s ( 4. 6 %). Fi n all y, 1 0 % of a s s e m bli e s

w er e a g ai n e x cl u d e d f r o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e s u c h t h at t h e fi n al r ef er e n c e d at a b a s e pr o vi d e d t o t h e t o ol s

c o nt ai n e d 6 0 7 a s s e m bli e s. B ot h t h e fi n al r ef e r e n c e d at a b a s e a n d t h e t ot al d at a b a s e w er e a g ai n cl u st er e d

u si n g c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g at t h e 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r l e v el s ( A p p e n di x Fi g ur e A 2).

M L S T a n al y si s of M. t u b e r c ul o si s ( p e rf or m e d a s f or E. c oli ) s h o w s a m ar k e dl y di ff er e nt di stri b uti o n of str ai n

t y p e s fr o m E. c oli ( Fi g ur e 2. 2), wit h str ai n t y p e 5 0 6 m a ki n g u p t h e m aj orit y of i d e nti fi e d str ai n t y p e s ( 2 6

a s s e m bli e s w e r e u ni d e nti fi e d). F urt h e r m o r e, o nl y 3 0 st r ai n t y p e s w e r e i d e nti fi e d i n t ot al. T hi s p oi nt s t o w ar d s

a m u c h m or e c o n s er v e d p o p ul ati o n str u ct ur e i n M. t u b e r c ul o si s , w hi c h m a y t r a n sl at e t o a m or e c h all e n gi n g

i d e nti fi c ati o n of st r ai n s i n m et a g e n o mi c d at a. A s s u c h, t hi s d at a s et pr o vi d e s a g o o d c o ntr a st f or b e n c h m a r ki n g

t o ol s c o m p a r e d t o E. c oli . A s s e m bl y st ati sti c s ( T a bl e 2. 2) s h o w a si mil a r q u alit y t o E. c oli , a g ai n wit h a

l o w N 5 0 c o u nt of 1 f o r all a s s e m bli e s. H o w e v er, m o r e a m bi g u o u s b a s e s ar e o b s e r v e d ( M e a n = 2 1 0 0 0, S T D =

2 5). T h e a v e r a g e g e n o m e l e n gt h i s s h ort er at 4. 4 milli o n b a s e p ai r s. T h e di ff er e n c e i n a m bi g u o u s b a s e s c a n

p ot e nti all y b e e x pl ai n e d b y t h e i n cl u si o n of C hr o m o s o m e l e v el a s s e m bli e s i n a d diti o n t o C o m pl et e G e n o m e

l e v el a s s e m bli e s. F or M. t u b e r c ul o si s m o st s a m pl e s w er e c oll e ct e d i n B ul g ari a ( 1 3 8 a s s e m bli e s) ( Fi g ur e 2. 1).

P er u ( 9 7 a s s e m bli e s), t h e U S A ( 5 8 a s s e m bli e s), a n d P a n a m a ( 5 7 a s s e m bli e s) w er e al s o t h e ori gi n of m a n y

a s s e m bli e s. N o i nf or m ati o n w a s a v ail a bl e f or 9 a s s e m bli e s.
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Fi g u r e 2. 2: C o u nt s of t h e i d e nti fi e d M L S T t y p e s f o r e a c h s p e ci e s s o r t e d b y n u m b e r of a p p e a r a n c e. Ti c k l a b el s o n t h e x- a xi s i n di c a t e t h e s t r ai n t y p e. C o u nt i s
t h e n u m b e r of a s s e m bli e s wi t h t h a t s t r ai n t y p e. A s s e m bli e s wi t h o u t a n i d e nti fi e d s t r ai n t y p e a r e n o t s h o w n.



M et h o d s 8 1

A. b a u m a n nii

A ci n et o b a ct e r b a u m a n nii i s a gr a m- n e g ati v e b a ct e ri u m a n d n o s o c o mi al p at h o g e n oft e n c a u si n g r e s pir at or y b ut

al s o ot h er i nf e cti o n s 1 7 1 . A. b a u m a n nii i s ol at e s fr e q u e ntl y di s pl a y a nti bi oti c r e si st a n c e, wit h m o bil e g e n eti c

el e m e nt s pl a yi n g a l a r g e r ol e i n it s di s s e mi n ati o n 1 5 4, 1 5 5 . N o n et h el e s s, h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n i s still

r el e v a nt, a n d r e si st a n c e g e n e s ar e f o u n d o n t h e c h r o m o s o m e of s e v er al li n e a g e s 1 7 2 . A n al y s e s b y H er n á n d e z-

G o n z ál e z et al. 1 5 4 f urt h e r i n di c at e t h at t h e r e si st o m e of A. b a u m a n nii i s n ot o nl y m o bil e, b ut al s o f oll o w s

t h e p h yl o g e n eti c st r u ct ur e of t h e s p e ci e s. R e g ar di n g t h e p h yl o g e n eti c str u ct ur e of A. b a u m a n nii , t h e s p e ci e s

i s s plit i nt o t hr e e cl o n e s of m aj or i nt er e st, i nt er n ati o n al cl o n e s I, II, a n d III 1 7 2, 1 7 3 , w hi c h a r e t h e m s el v e s

m a d e u p of s e v e r al li n e a g e s. T h e s e cl o n e s ar e oft e n o b s er v e d i n A si a, E u r o p e, a n d t h e U nit e d St at e s, a n d

ar e t h o u g ht t o m a k e u p t h e m aj o rit y of i nf e cti o n s 1 7 2, 1 7 3 . H o w e v e r, G r a ñ a- Mi r a gli a et al. 1 7 3 p oi nt t o w a r d s

e vi d e n c e of a hi g h er r el e v a n c e of i nt er n ati o n al cl o n e s I V, V, a n d VII i n L ati n A m e ri c a. T h eir st u d y f u rt h er

i n di c at e s t h e p ot e nti al c o e xi st e n c e of di ff er e nt li n e a g e s i n t h e s a m e h o s pit al e n vir o n m e nt. L a stl y, r e s e ar c h

al s o p oi nt s t o w ar d s t h e e xi st e n c e, a n d p ot e nti al r el e v a n c e fr o m a o n e h e alt h p e r s p e cti v e, of A. b a u m a n nii i n

n o n- h u m a n h o st s a n d n o n- h o s pit al e n vi r o n m e nt s, w hi c h r e m ai n s l a r g el y u n d er st u di e d 1 7 4 . A. b a u m a n nii w a s

c h o s e n f o r it s r el e v a n c e i n a nti bi oti c r e si st a n c e a n d it s pr e v al e n c e i n di ff er e nt e c o s y st e m s. A d diti o n all y, a

hi g hl y c ur at e d d at a b a s e pr o vi d e d b y o ur c oll a b o r at o r S a nti a g o C a still o R a mı́ r e z p r o vi d e s a s oli d b a si s f or t h e

a p pli c ati o n s of t h e di ff er e nt t o ol s. F urt h er m or e, A. b a u m a n nii w a s u s e d a s t h e s p e ci e s f or m o d el d e v el o p m e nt

of m y o w n t o ol p r e s e nt e d i n C h a pt er III a n d C h a pt er I V, a s m y c oll a b or at or S a nti a g o C a still o R a mı́ r e z i s a n

e x p e rt o n t hi s s p e ci e s, a n d hi s a d vi c e w a s e s s e nti al d uri n g m o d el d e v el o p m e nt.

F or A. b a u m a n nii , a c ur at e d s et of 1 4 7 3 hi g h- q u alit y a s s e m bli e s c o m pil e d b y H e r n á n d e z- G o n z ál e z et al. 1 5 4

w a s u s e d, w hi c h c o n stit ut e s y et a n ot h e r a p pr o a c h t o h o w r ef er e n c e d at a b a s e s mi g ht b e c o n st r u ct e d i n p r a cti c e.

Aft er a s s e s s m e nt of t h e a s s e m bl y st ati sti c s a s d o n e f or E. c oli a n d M. t u b e r c ul o si s , 1 0 0 ( 6. 8 %) a s s e m bli e s

w er e e x cl u d e d ( T a bl e 2. 2, Fi g u r e A 4). A g ai n, 1 0 % of t h e d at a b a s e w er e e x cl u d e d f o r t h e r ef er e n c e d at a b a s e

c o n st r u cti o n, r e s ulti n g i n a t ot al r ef er e n c e d at a b a s e of 1 2 4 0 a s s e m bli e s, a n d b ot h t h e r ef er e n c e d at a b a s e a n d

t h e t ot al d at a b a s e w e r e cl u st e r e d vi a c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g i n t h e s a m e w a y a s f or t h e

ot h er s p e ci e s. Fi g u r e 2. 3 s h o w s t h e n u m b e r of str ai n s i n e a c h cl u st er. H er e, it i s n ot e w o rt h y t h at m a n y of

t h e a s s e m bli e s cl u st er i nt o v er y f e w cl u st e r s, i n di c ati n g hi g h si mil arit y b et w e e n st r ai n s at l o w er r e s ol uti o n s.

M o st of t h e a s s e m bli e s w er e c oll e ct e d i n C hi n a ( 5 1 7 a s s e m bli e s). T h ail a n d ( 1 6 7 a s s e m bli e s), S o ut h K o r e a

( 1 6 1 a s s e m bli e s), a n d P a ki st a n ( 1 3 1 a s s e m bli e s) w er e f u rt h er c o u ntri e s wit h a hi g h n u m b e r of c oll e cti o n s.

O ut si d e of t h e A si a n c o nti n e nt, t h e U S A w a s t h e c o u nt r y wit h t h e m o st c oll e ct e d a s s e m bli e s ( 9 1 a s s e m bli e s).

F or 1 3 8 a s s e m bli e s n o i nf o r m ati o n w a s a v ail a bl e. M L S T a n al y si s of A. b a u m a n nii ( u si n g t h e O xf or d M L S T

s c h e m e 1 7 5 , Fi g ur e 2. 2) r e v e al e d o n e d o mi n a nt i d e nti fi e d str ai n t y p e ( 2 2 9). H o w e v er, 9 7 5 a s s e m bli e s c o ul d n ot
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b e a s si g n e d a str ai n t y p e. T hi s m a y o r m a y n ot i n di c at e m a n y v er y cl o s el y r el at e d a s s e m bli e s i n t h e d at a s et.

A g ai n, w h e n i n v e sti g ati n g t h e cl u st e ri n g p e rf or m e d a b o v e, w e c a n s e e t h at at t h e 1 0 a n d 1 0 0 cl u st er l e v el,

i n d e e d m ai nl y o n e cl u st er w a s i d e nti fi e d ( Fi g u r e 2. 3). H o w e v er, at t h e 5 0 0 cl u st er l e v el m ulti pl e cl u st er s c a n

b e o b s er v e d at r el ati v el y hi g h fr e q u e n c y. N ot a bl y, t h e cl u st e ri n g f or t h e ot h er s p e ci e s s h o w s a m or e e v e n

di st ri b uti o n of a s s e m bli e s a c r o s s cl u st er s ( A p p e n di x Fi g u r e s A 1- A 3). T h e A. b a u m a n nii a s s e m bli e s s h o w

a c o m p a r a bl e n u m b er of a m bi g u o u s b a s e s t o M. t u b e r c ul o si s ( T a bl e 2. 2). H o w e v er, t h e N 5 0 i s m a r k e dl y

l o w e r ( 7 0 0 t h o u s a n d c o m p ar e d t o 4. 9 milli o n f or E. c oli a n d 4. 4 milli o n f o r M. t u b e r c ul o si s ) a n d t h e N 5 0

c o u nt i s hi g h e r ( M e a n = 1 1, S T D = 1 3 v e r s u s a n N 5 0 c o u nt of 1 f or all a s s e m bli e s f or b ot h E. c oli a n d M.

t u b e r c ul o si s ). T hi s c o ul d p ot e nti all y i n di c at e l o w er a s s e m bl y q u alit y. Si mil a rl y, t h e n u m b e r of c o nti g s i s v er y

hi g h ( M e a n = 1 3 0, S T D = 2 1 6), w hi c h p oi nt s t o w ar d s t h e pr e s e n c e of m or e fr a g m e nt e d a s s e m bli e s. N ot a bl y,

t h e d at a s et al s o i n cl u d e d S c a ff ol d l e v el a s s e m bli e s 1 5 4 , w hi c h m a y e x pl ai n t hi s d e vi ati o n i n a s s e m bl y q u alit y.

T h e a v e r a g e a s s e m bl y l e n gt h w a s 3. 9 milli o n b p ( S T D = 1 3 0 0 0 0 b p).

Fi g u r e 2. 3: C o u nt of a s s e m bli e s of A. b a u m a n nii a s si g n e d t o e a c h cl u s t e r a t t h e t h r e e cl u s t e ri n g l e v el s ( a s s e m bli e s
cl u s t e r e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u s t e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u s t e r L e v el, 1 0 0 Cl u s t e r L e v el, a n d 5 0 0 Cl u s t e r L e v el,
r e s p e c ti v el y ). Cl u s t e r n u m b e r s a r e a r bi t r a r y a n d n u m b e ri n g i n c r e a s e s l ef t t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s
w e r e l ef t o u t f o r vi si bili t y ).

L. m o n o c yt o g e n e s

L y st e ri a m o n o c yt o g e n e s i s a g r a m- p o siti v e b a ct e ri u m, a n d a m aj or c a u s e of f o o d- b or n e di s e a s e i n h u m a n s 4 4 .

I nf e cti o n s s h o w a hi g h f at alit y r at e a n d ar e o n t h e ri s e i n E u r o p e 4 4 . L. m o n o c yt o g e n e s c a n b e di vi d e d i nt o

f o ur li n e a g e s, wit h li n e a g e I a n d II c a u si n g m o st h u m a n i nf e cti o n s 1 7 6 . T h e li n e a g e s c a n b e f urt h e r s u b di-

vi d e d i nt o s er ot y p e s, wit h c ert ai n s er ot y p e s b ei n g t h e m aj o r c a u s e of h u m a n i nf e cti o n 1 7 7, 1 7 8, 1 7 9 . W hil e m o st

li n e a g e s s h ar e t h e s a m e b a si c vir ul e n c e f a ct or s, vi r ul e n c e v ari e s a cr o s s s er ot y p e s 4 4 . F urt h er m or e, L. m o n o-

c yt o g e n e s s h o w s r e si st a n c e t o di si nf e ct a nt s u s e d i n f o o d- p r o c e s si n g f a ciliti e s 1 8 0 a n d c a n gr o w at r ef ri g e r at o r

t e m p er at ur e s 1 8 1 . L. m o n o c yt o g e n e s w a s c h o s e n a s t h e fi n al s p e ci e s, a s t h e t h e g e n o m e s f or L. m o n o c yt o g e n e s
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G e n o m e L e n gt h  N c o u nt  # of G a p s  N 5 0  N 5 0 C o u nt  # of C o nti g s

E. c oli
M e a n ( S T D)
# E x cl u d e d

5. 1 e 6 ( 3. 5 e 5)
2 4

0. 7 2 ( 3 8)
2

0. 5 2 ( 2 6)
3

4. 9 e 6 ( 3. 2 e 5)
2 6

1. 0 ( 0. 0)
0

3. 5 ( 2. 2)
4 5

M. t u b e r c ul o si s
M e a n ( S T D)
# E x cl u d e d

4. 4 e 6 ( 3. 9 e 4)
2 8

2. 1 e 4 ( 5. 6 e 4)
2 5

2 0 2 ( 1. 7 e 3)
2

4. 4 e 6 ( 3. 9 e 4)
2

1. 0 ( 0. 0)
0

1. 0 ( 0. 1 1)
2

A. b a u m a n nii
M e a n ( S T D)
# E x cl u d e d

3. 9 e 6 ( 1. 3 e 5)
1 5

2. 2 e 3 ( 1. 9 e 4)
4

2 1 ( 4 4)
3 8

7 0 e 5 ( 1. 3 e 6)
0

1 1 ( 1 3)
4 2

1 3 0 ( 2 1 6)
3 2

L. m o n o c yt o g e n e s
M e a n ( S T D)
# E x cl u d e d

3. 0 e 6 ( 0. 7 4 e 5)
2

0. 0 0 2 4 ( 0. 0 4 9)
4

0. 0 0 2 4 ( 0. 0 4 9)
4

4. 3 e 5 ( 3. 3 e 5)
0

4. 3 ( 3. 9)
3 4

2 8 ( 2 3)
3 4

T a bl e 2. 2: S t a ti s ti c s f o r a s s e m bli e s of t h e di ff e r e nt s p e ci e s. G e n o m e L e n g t h i s t h e l e n g t h of t h e g e n o m e s i n n u cl e o ti d e s.
N c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. # of G a p s i s t h e n u m b e r of g a p s (- ) i n t h e a s s e m bli e s.
N 5 0 i s t h e s h o r t e s t c o nti g t h a t n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e l e n g t h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r
of c o nti g s t h a t n e e d t o b e i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. # of C o nti g s i s t h e n u m b e r of c o nti g s t h e a s s e m bli e s c o n si s t
of. # O u tli e r s s h o w s t h e n u m b e r of a s s e m bli e s t h a t a r e m o r e t h a n t h r e e s t a n d a r d d e vi a ti o n s a w a y f r o m t h e m e a n f o r
e a c h m e a s u r e. T h e s a m e a s s e m bl y m a y b e a n o u tli e r o n m ul ti pl e m e a s u r e s. H e n c e, s o m e a s s e m bli e s m a y b e e x cl u d e d
o n m ul ti pl e g r o u n d s a n d t h e r o w t o t al s d o n o t a d d t o t h e n u m b e r of e x cl u d e d a s s e m bli e s f o r e a c h s p e ci e s.

w er e s e q u e n c e d a n d a s s e m bl e d i n- h o u s e b y m y c oll a b or at or Al e x a n d e r G m ei n er at t h e Te c h ni c al U ni v er sit y of

D e n m a r k. T hi s r e p r e s e nt s a di ff er e n c e t o t h e ot h e r s p e ci e s, b ei n g s e q u e n c e d i n v a ri o u s di ff e r e nt l a b or at ori e s.

A s s u c h, t h e s et of str ai n s r e pr e s e nt s a u ni q u e a p p r o a c h t o d at a b a s e cr e ati o n t h at c a n b e i n cl u d e d a n d t e st e d

i n t h e b e n c h m a r ki n g pr o c e s s.

1 6 4 9 a s s e m bli e s w er e o bt ai n e d i n t hi s m a n n e r i n t ot al. L o c ati o n d at a w a s n ot a v ail a bl e f or t hi s d at a s et.

B a s e d o n a s s e m bl y st ati sti c s, 4 2 ( 2. 5 %) a s s e m bli e s w er e e x cl u d e d ( T a bl e 2. 2, A p p e n di x Fi g ur e A 7). A g ai n,

1 0 % of a s s e m bli e s w er e e x cl u d e d fr o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e pr o vi d e d t o t h e str ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s a n d

b ot h t h e fi n al r ef er e n c e d at a b a s e c o n si sti n g of 1 4 4 6 a s s e m bli e s, a n d t h e t ot al d at a b a s e w er e cl u st er e d u si n g

c o m pl et e li n k a g e hi e r a r c hi c al cl u st e ri n g t o o bt ai n 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st er s at t h e t h r e e l e v el s of cl u st eri n g,

r e s p e cti v el y ( A p p e n di x Fi g ur e A 3). F or L. m o n o c yt o g e n e s M L S T a n al y si s ( Fi g u r e 2. 2) u si n g t h e P a st e ur

s c h e m e 1 8 2 r e v e al e d 1 6 7 di sti n ct str ai n t y p e s ( wit h 1 1 0 a s s e m bli e s n ot a s si g n e d a str ai n t y p e). M ulti pl e str ai n

t y p e s s h o w hi g h f r e q u e n ci e s, wit h t h e fi v e m o st c o m m o n o n e s ( c o u nt i n p a r e nt h e s e s) b ei n g 1 2 1 ( 1 8 5), 9 ( 1 3 5),

1 ( 1 0 5), 8 ( 7 5), a n d 3 ( 7 1). Fi n all y, t h e a s s e m bl y st ati sti c s f o r L. m o n o c yt o g e n e s s h o w o v e r all hi g h q u alit y,

wit h v e r y f e w a m bi g u o u s b a s e s o r g a p s i n t h e a s s e m bli e s a n d a l o w N 5 0 c o u nt of 4. 3 ( S T D = 3. 9, T a bl e 2. 2).

T h e a v e r a g e g e n o m e l e n gt h w a s 3 milli o n b a s e p air s wit h a st a n d a r d d e vi ati o n of 7 5 0 0 0 b a s e p air s.

D a t a G e n e r a ti o n

T o pr o vi d e a t h or o u g h e v al u ati o n of t h e di ff er e nt t o ol s, I cr e at e d a l ar g e s et of si m ul at e d d at a s et s of v ar yi n g

c o m pl e xiti e s a n d c h a r a ct eri sti c s. I n c r e ati n g si m ul at e d d at a, m ulti pl e a v e n u e s e xi st. O n e p o s si bilit y i s t o s pi k e

r e al m et a g e n o mi c d at a wit h str ai n s fr o m a r ef er e n c e d at a b a s e. T hi s w o ul d cr e at e hi g hl y r e ali sti c si m ul at e d

s a m pl e s. H o w e v e r, t h e i nt er pr et ati o n of r e s ult s o n st r ai n i nf er e n c e o n t h e s e m a y n ot b e str ai g htf or w ar d. F or

e x a m pl e, t h e r e al m et a g e n o mi c d at a m a y alr e a d y c o nt ai n o n e or m ulti pl e st r ai n s of t h e i n v e sti g at e d s p e ci e s
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at u n k n o w n a b u n d a n c e s, m a ki n g it h ar d t o i nf e r w h et h er f o u n d str ai n s ar e p r e s e nt i n a s a m pl e o r c o n stit ut e

f al s e p o siti v e s. H e n c e, t hi s a v e n u e i s l eft f or f ut ur e r e s e ar c h. I n st e a d, t h e f o c u s of t h e c urr e nt st u d y li e s

o n str ai n mi xt ur e s fr o m si n gl e s p e ci e s, m a ki n g i nt er pr et ati o n of r e s ult s str ai g htf or w ar d. T h r o u g h o ut, t h e

a s s u m pti o n i s m a d e t h at all p art s of a g e n o m e u s e d f or d at a c r e ati o n ar e e q u all y li k el y t o b e s a m pl e d f o r

r e a d c r e ati o n. I n f ut ur e w o r k, it m a y b e i nt er e sti n g t o i n v e sti g at e t h e p o s si bilit y t h at di ff er e nt r e gi o n s of

a g e n o m e h a v e di ff er e nt c h a n c e s of b ei n g s e q u e n c e d. T o still c o n si d e r c o m pl e x m et a g e n o mi c d at a, m o c k

m et a g e n o mi c d at a c o nt ai ni n g m ulti pl e s p e ci e s w er e al s o a n al y z e d ( s e e b el o w). F or t h e si m ul at e d d at a, 2 1 0

s a m pl e s w er e cr e at e d f o r e a c h s p e ci e s f or t h e si n gl e s p e ci e s str ai n mi xt ur e s ( 8 4 0 s a m pl e s i n t ot al, 2 1 0 f or E.

c oli , M. t u b e r c ul o si s ,A. b a u m a n nii , a n d L. m o n o c yt o g e n e s , r e s p e cti v el y). T h e 2 1 0 s a m pl e s f or e a c h s p e ci e s

w er e cr e at e d wit h t h e s a m e s a m pl e c h a r a ct eri sti c s d e s c ri b e d b el o w. T h e 2 1 0 s a m pl e s s plit a s f oll o w s. 2 0 0

of t h e s a m pl e s w e r e c o m p o s e d of a s s e m bli e s t h at w er e p r e s e nt i n t h e s p e ci e s r ef er e n c e d at a b a s e. 1 0 f urt h er

s a m pl e s w er e si m ul at e d fr o m t h e a s s e m bli e s pr e vi o u sl y e x cl u d e d fr o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e s, a n d w hi c h ar e

t h er ef or e n ot i n t h e d at a b a s e s of t h e t o ol s t e st e d. I will fir st d e s cri b e t h e 2 0 0 s a m pl e s c r e at e d fr o m a s s e m bli e s

c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e s, wit h a n o v e r vi e w gi v e n i n T a bl e 2. 3. Fi r stl y, si n gl e st r ai n s a m pl e s w e r e

cr e at e d at 1-, 5-, 1 0-, a n d 2 0-f ol d c o v er a g e. F or e a c h c o v er a g e, 5 di ff e r e nt s a m pl e s w er e cr e at e d, r e s ulti n g

i n 2 0 si n gl e st r ai n s a m pl e s i n t ot al. T h e c o n stit u e nt a s s e m bli e s w er e s el e ct e d at r a n d o m. N e xt, s a m pl e s

c o nt ai ni n g m ulti pl e st r ai n s of a s p e ci e s w er e cr e at e d, a g ai n wit h t h e a s s e m bli e s b ei n g c h o s e n at r a n d o m.

T h e s a m pl e s w er e c r e at e d u si n g a c o m bi n ati o n of p ar a m et e r s. S a m pl e s c o nt ai n e d eit h er 2, 3, or 4 di sti n ct

a s s e m bli e s. T h e s e a s s e m bli e s w er e eit h e r pr e vi o u sl y cl u st er e d i nt o t h e s a m e cl u st er at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el,

or i nt o di ff er e nt cl u st er s. H er e, cl u st er s w er e s el e ct e d at r a n d o m fir st a n d str ai n s w e r e s el e ct e d at r a n d o m

fr o m wit hi n t h e s e cl u st er s. A d diti o n all y, s a m pl e s w e r e cr e at e d at a t ot al c o v e r a g e ( s u m of c o v e r a g e s a c r o s s

all a s s e m bli e s i n t h e s a m pl e) of 5, 1 0, a n d 2 0. T h e fi n al p ar a m et er r el at e s t o t h e r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e

a cr o s s t h e di ff er e nt a s s e m bli e s. H er e, t w o di sti n ct p r o fil e s w e r e t e st e d, o n e i n w hi c h all st r ai n s wit hi n a

s a m pl e h a d t h e s a m e r el ati v e a b u n d a n c e ( e. g. e a c h str ai n i n a f o u r str ai n s a m pl e m a k e s u p 2 5 % of t h e t ot al

c o v e r a g e) o r i n w hi c h t h er e w a s o n e r a n d o ml y s el e ct e d str ai n pr e s e nt at 8 0 % of t h e t ot al c o v er a g e a n d t h e

r e m ai ni n g str ai n s h a d a n e q u al s h ar e of t h e r e m ai ni n g 2 0 % of t h e t ot al c o v er a g e. I n t ot al, t hi s l e a d s t o 3 6

p ar a m et er c o m bi n ati o n s of n u m b er of str ai n s, c o v er a g e, cl u st e ri n g t y p e, a n d r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e. F or

e a c h of t h e s e c o m bi n ati o n s, 5 r e p e at s w er e cr e at e d, l e a di n g t o a t ot al of 1 8 0 m ulti st r ai n s a m pl e s p e r s p e ci e s.

F or t h e r e m ai ni n g 1 0 s a m pl e s cr e at e d fr o m a s s e m bli e s p r e vi o u sl y e x cl u d e d fr o m t h e r ef e r e n c e d at a b a s e s, t h e

f oll o wi n g p ar a m et e r s w e r e u s e d. 5 s a m pl e s c o nt ai ni n g o n e st r ai n a n d 5 s a m pl e s c o nt ai ni n g t w o str ai n s w er e

cr e at e d f or e a c h s p e ci e s, all at 1 0-f ol d c o v er a g e wit h a s s e m bli e s s el e ct e d at r a n d o m. T h r o u g h o ut, A R T 3 7 w a s

u s e d f o r d at a c r e ati o n u si n g t h e f oll o wi n g s etti n g s



M et h o d s 8 5

Str ai n s  T ot al C o v e r a g e  Cl u st eri n g  R el ati v e A b u n d a n c e Pr o fil e  R e p e at s
1 1; 5; 1 0; 2 0  O n e cl u st e r 1 5

2; 3; 4 5; 1 0; 2 0
S a m e cl u st er;

Di ff er e nt cl u st er s
All e q u al;

O n e str ai n at 8 0 % a n d all ot h er s e q u al
5

T a bl e 2. 3: P a r a m e t e r s f o r m e t a g e n o mi c d a t a g e n e r a ti o n. F o r e a c h s p e ci e s 5 r e p e a t s w e r e c r e a t e d f o r e v e r y c o m bi-
n a ti o n of p a r a m e t e r s i n a r o w. S e e A p p e n di x T a bl e A 1 f o r m o r e d e t ail s o n t h e i n di vi d u al s a m pl e s.

. / a r t _ i l l u m i n a - s s H S 2 5 - s a m - i - l 1 5 0 - p - m 6 0 0 - s 1 0 0

T h e s e s etti n g s pr o d u c e Ill u mi n a Hi S e q si m ul at e d r e a d s of l e n gt h 1 5 0 b p wit h a m e a n f r a g m e nt l e n gt h of 6 0 0 b p

( st a n d ar d d e vi ati o n 1 0 0 b p). D et ail s o n t h e n u m b er of r e a d s i n t h e fi n al g e n e r at e d s a m pl e s c a n b e f o u n d i n

A p p e n di x T a bl e A 1.

L a stl y, m et a g e n o mi c s a m pl e s a r e n ot si m pl y c o m p o s e d of a si n gl e b a ct e ri al s p e ci e s. H e n c e, it i s i m p ort a nt

t o t e st t h e p erf o r m a n c e o n c o m pl e x str ai n m o c k s. T h e NI S T d at a s et w a s c h o s e n 1 8 3 , a s t h e a v ail a bl e s a m pl e s

c o nt ai n A. b a u m a n nii , E. c oli , a s w ell a s L. m o n o c yt o g e n e s i n v a r yi n g c o m bi n ati o n s ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e

S 1 d i n V al e n ci a et al. 1 8 3 ). T h e s a m pl e s c o nt ai n e d a n a v er a g e of 3, 4 7 6, 3 2 7 p air e d- e n d r e a d s ( r a n g e 3, 0 5 0, 1 7 6

t o 3, 7 2 2, 0 5 2). T h e a b s e n c e of M. t u b er c ul o si s fr o m all s a m pl e s al s o m a k e s f or a g o o d o p p o rt u nit y t o e v al u at e

t h e p ot e nti al f or f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s. F o r t h e s e s a m pl e s, t h e c o n stit u e nt st r ai n s w er e s e p ar at el y

s e q u e n c e d, m a ki n g w h ol e g e n o m e a s s e m bli e s a v ail a bl e f or a n al y si s. N ot e t h at i n e a c h s a m pl e o nl y o n e str ai n

fr o m e a c h s p e ci e s w a s c o nt ai n e d. A d diti o n all y, t h e s p e ci e s of i nt er e st t o u s h er e a r e n ot t h e o nl y o n e s i n

t h e s a m pl e, b ut ot h er s p e ci e s ar e al s o pr e s e nt. T hi s m a k e s t h e a n al y si s of t h e s e s a m pl e s cl o s e r t o r e al

m et a g e n o mi c d at a a n d i n cr e a s e s t h eir u s ef ul n e s s f o r t o ol v ali d ati o n.

T o ol i n s t all a ti o n, d a t a b a s e c r e a ti o n, a n d s t r ai n e x t r a c ti o n

Si g m a I att e m pt e d t o d o w nl o a d Si g m a vi a t h e li n k p r o vi d e d i n t h e m a n u al ( h t t p s : / / g i t h u b .c o m / B i o H P C /

S i g m a / b l o b / m a i n / S I G M A U s e r M a n u a l 1 .1 .0 .p d f ). H o w e v e r, t h e r ef er r e d w e b sit e d o e s n ot e xi st a n y m or e.

Att e m pti n g t o b uil d Si g m a fr o m s o ur c e r e s ult e d i n a Si g m a i nt e r n al e rr or m e s s a g e r e p orti n g a n o n- z er o e xit

st at u s. H e n c e, Si g m a w a s e x cl u d e d f r o m all f u rt h er a n al y s e s.

K r a k e n U ni q I att e m pt e d t o i n st all t h e Kr a k e n U ni q d at a b a s e wit h t h e f oll o wi n g c o m m a n d

k r a k e n u n i q - d o w n l o a d - - d b d a t a b a s e D i r e c t o r y

- - t a x a " a r c h a e a , b a c t e r i a , v i r a l , f u n g i , p r o t o z o a "

- - d u s t - - e x c l u d e - e n v i r o n m e n t a l - t a x a m i c r o b i a l - n t

https://github.com/BioHPC/Sigma/blob/main/SIGMA_UserManual_1.1.0.pdf
https://github.com/BioHPC/Sigma/blob/main/SIGMA_UserManual_1.1.0.pdf
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Wit hi n t h e m a xi m u m a v ail a bl e r u nti m e of 7 2 h o u r s ( u si n g 6 4 c or e s), d at a b a s e cr e ati o n di d n ot c o m pl et e.

H e n c e, all b ut t h e b a ct e ri al t a x a w er e e x cl u d e d. T hi s e x cl u si o n m a y l e a d t o m o r e f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s.

H o w e v er, at a st r ai n l e v el t hi s i m p a ct s h o ul d b e mi ni m al. I n t ot al f o u r d at a b a s e s w e r e cr e at e d, o n e f o r e a c h

s p e ci e s, b y al s o a d di n g t h e a s s e m bli e s f or e a c h s p e ci e s t o t h e d at a b a s e. T h e fi n al c o m m a n d f or d at a b a s e

c o n st r u cti o n w a s t h e n

k r a k e n u n i q - b u i l d - - t h r e a d s 1 0 - - d b $ d a t a b a s e D i r e c t o r y

- - t a x i d s - f o r - g e n o m e s - - t a x i d s - f o r - s e q u e n c e s

- - j e l l y f i s h - b i n $ ( t y p e - P - a j e l l y f i s h )

O n t h e s y st e m u s e d f or t hi s r e s e ar c h t h e j e l l y f i s h p a c k a g e h a d t o b e i n st all e d s e p ar at el y. F ut u r e u s er s m a y

fi n d t hi s i nf o r m ati o n h el pf ul.

Kr a k e n U ni q p r o vi d e s v ari o u s m et ri c s f or e a c h i d e nti fi e d t a x o n i n it s o ut p ut, r e q uiri n g t h e d e fi niti o n of a

crit eri o n f o r p o siti v e str ai n i d e nti fi c ati o n. Fir stl y, I e xtr a ct e d all i d e nti fi e d str ai n s fr o m t h e d at a b a s e ( a s s e m bl y

l e v el t a x o n o mi c a s si g n m e nt). F or e a c h i d e nti fi e d st r ai n t h e E - v al u e a s pr o p o s e d b y G u ellil et al. 8 7 w a s

c al c ul at e d. T hi s E - v al u e i s d e fi n e d a s

E =

∑︁
K

R

∑︁

× C ( 2. 1)

w h er e K i s t h e k - m er c o u nt, R t h e r e a d c o u nt, a n d C t h e c o v er a g e of e a c h i d e nti fi e d str ai n a s r et ur n e d b y

Kr a k e n U ni q. O nl y st r ai n s f or w hi c h E < 0 .0 1 w er e i nf er r e d a s pr e s e nt. I n a r el at e d w o r k u si n g Kr a k e n U ni q,

V al e n ci a et al. 1 8 3 u s e d 0. 0 0 1 a s c ut- o ff v al u e, h o w e v e r, t hi s c ut- o ff w a s l o o s e n e d f or t h e pr e s e nt st u d y gi v e n

t h at st r ai n s ar e t h e t ar g et of i n v e sti g ati o n, w hi c h will h a v e l o w er n u m b er s of u ni q u e k - m er s a s si g n e d t o t h e m

t h a n s p e ci e s.

S t r ai n G E F o r Str ai n G E f o ur d at a b a s e s w e r e cr e at e d f r o m t h e di ff er e nt s p e ci e s’ r ef er e n c e a s s e m bli e s. W h e n

s etti n g u p t h e d at a b a s e f o r Str ai n G E, t hr e e p a r a m et er s n e e d t o b e s et. T h e k - m er si z e, s et t o t h e d ef a ult of

2 3, t h e p er c e nt a g e of s h a r e d k - m e r s b et w e e n a g e n o m e a n d a n ot h er o n e t o b e e x cl u d e d ( - C o pti o n), s et t o

0. 9 9, a n d t h e mi ni m u m J a c q u a r d- si mil a rit y b et w e e n t w o g e n o m e s t o b e cl u st er e d t o g et h e r n e e d t o b e s p e ci fi e d

(- c o pti o n). T h e ai m w a s t o c r e at e a s m a n y cl u st e r s a s p o s si bl e t o a c hi e v e a s m u c h t a x o n o mi c r e s ol uti o n

a s p o s si bl e, t h u s s etti n g t h e cl u st eri n g t hr e s h ol d a s hi g h a s p o s si bl e s u c h t h at a d at a b a s e i s cr e at e d b y t h e

s oft w ar e (f or s o m e s etti n g s n o d at a b a s e c o ul d b e cr e at e d). B a s e d o n t hi s, t h e p ar a m et er w a s s et t o 0. 9 8 9 f or

M. t u b e r c ul o si s , 0. 9 4 f or A. b a u m a n nii , 0. 7 5 f or E. c oli , a n d 0. 9 7 f or L. m o n o c yt o g e n e s . I n t h ei r p u bli c ati o n,

v a n Dij k et al. 8 9 o nl y i n v e sti g at e d t hr e s h ol d s u p t o 0. 9, wit h 0. 9 b ei n g o pti m al i n t h ei r r e s e ar c h. I att e m pt e d
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t o u s e hi g h er t hr e s h ol d s w h er e p o s si bl e, b ut t h e 0. 7 5 t h r e s h ol d f o r E. c oli i s l o w e r t h a n t h e r e c o m m e n d e d

t hr e s h ol d, h e n c e, l o w e r p e rf or m a n c e f or t hi s s p e ci e s m a y b e e x p e ct e d. A hi g h er t hr e s h ol d w a s n ot p o s si bl e

t o u s e, a s Str ai n G E di d n ot r et u r n a cl u st eri n g f or a n y hi g h e r t hr e s h ol d f or u n k n o w n r e a s o n s. I n t ot al, t h e

f o ur fi n al d at a b a s e s c o nt ai n e d 2 8 6 cl u st er s f or A. b a u m a n nii , 3 5 8 f or E. c oli , 1 3 3 f o r M. t u b e r c ul o si s , a n d 3 1 1

f or L. m o n o c yt o g e n e s .

S t r ai n S c a n F or Str ai n S c a n s e p a r at e d at a b a s e s f o r e a c h s p e ci e s w er e a g ai n cr e at e d. D ef a ult s etti n g s w er e

u s e d. F or E. c oli , St r ai n S c a n di d n ot c o m pl et e r u n ni n g wit h 6 0 c or e s a n d 7 2 h r u nti m e. H e n c e, I d o w n-

s a m pl e d t h e E. c oli a s s e m bli e s u si n g c o m pl et e-li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g a n d c h o o si n g t h e m a xi m u m

t hr e s h ol d t h at r e s ult e d i n u p t o 1 0 0 0 cl u st er s of E. c oli . 8 9 5 a s s e m bli e s w er e i n cl u d e d i n t h e fi n al d at a b a s e

( d o w n- s a m pli n g w a s al s o att e m pt e d f or 2 0 0 0 a n d 1 5 0 0 st r ai n s, b ut a g ai n Str ai n S c a n d at a b a s e cr e ati o n di d

n ot c o m pl et e wit hi n 7 2 h o u r s r u nti m e). F o r t h e ot h er t h r e e s p e ci e s, all a s s e m bli e s i n t h eir r e s p e cti v e r ef er e n c e

d at a b a s e s w er e u s e d t o cr e at e t h e t hr e e d at a b a s e s.

M I S T F o r t h e d at a b a s e s f or r u n ni n g M I S T . p y s t r a i n m o d ul e I a g ai n u s e d all t h e a s s e m bli e s f o r e a c h

s p e ci e s t o cr e at e a s e p ar at e d at a b a s e f or e a c h s p e ci e s. F or t h e di ff er e nt cl u st eri n g c ut o ff s t h at MI S T r e q uir e s

t o b e s et 0. 9 8, 0. 9 9, a n d 0. 9 9 9 w er e c h o s e n, i n a c c or d a n c e wit h t h e ori gi n al p u bli c ati o n a n d t h e d o c u m e nt ati o n.

Pri or t o r u n ni n g M I S T . p y s t r a i n , M I S T . p y s p e c i e s n e e d s t o b e r u n. T hi s r e q uir e s a pr e- b uilt p a n g e n o m e

t o cl a s sif y r e a d s i nt o s p e ci e s. T h e d ef a ult d at a b a s e s p r o vi d e d wit h MI S T w er e u s e d, a s w o ul d li k el y b e d o n e

i n r e s e ar c h pr a cti c e.

S t r ai n E s t T o cr e at e t h e Str ai n E st d at a b a s e s I f oll o w e d t h e st e p s a s l ai d o ut b y Al b a n e s e a n d D o n ati 8 4 .

H o w e v er, i n t h e c h oi c e of r e p r e s e nt ati v e g e n o m e s, t h e y writ e t h at t h e y c h o s e a t hr e s h ol d f or t h e c o m pl et e-

li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st e ri n g w hi c h i s ‘t h e l o w e st v al u e b el o w w hi c h t h e c or e g e n o m e of t h e s p e ci e s f ell b el o w

1 0 % of t h e l e n gt h of t h e s p e ci e s r e pr e s e nt ati v e g e n o m e.’ H o w t h e c or e g e n o m e i s d et e r mi n e d h e r e i s n ot

cl e ar. I n st e a d, c o m pl et e-li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st e ri n g w a s p e rf or m e d f or e a c h s p e ci e s a n d 5 0 0 r e pr e s e nt ati v e

a s s e m bli e s w e r e m a p p e d a g ai n st t h e s p e ci e s r e p r e s e nt ati v e. c o m pl et e-li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g w a s r u n

u si n g t h e cl u st eri n g f u n cti o n of s ci p y ( s ci p y. cl u st e r. hi e r ar c h y.li n k a g e) w h er e t h e u n d e rl yi n g di st a n c e m atri x i s

t h e m atri x of all p air wi s e M a s h di st a n c e s b et w e e n a s s e m bli e s. T hi s ali g n m e nt i s t h e f o u n d ati o n of t h e S N P

c alli n g St r ai n E st p erf o r m s. F urt h e r, a t hr e s h ol d pr o vi di n g 1 0 0 0 r e p r e s e nt ati v e g e n o m e s f or cl a s si fi c ati o n w a s

c h o s e n. T hi s r e pr e s e nt s a m u c h m or e fi n e- g r ai n e d cl u st eri n g t h a n i n t h e o ri gi n al p u bli c ati o n 8 4 , b ut di d n ot

e x c e e d t h e a v ail a bl e c o m p ut ati o n al r e s o ur c e s.
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O u t c o m e m e a s u r e s

I c o m p ar e t h e di ff er e nt t o ol s o n t hr e e m ai n m e a s ur e s. Fir stl y, t h e cl u st er- b a s e d, a s w ell a s a s s e m bl y l e v el,

F 1- s c or e s a r e c o m p ut e d. At t h e a s s e m bl y l e v el t h e F 1- s c o r e m e a s ur e s c orr e ct i d e nti fi c ati o n of e x a ctl y t h e

a s s e m bli e s u s e d f o r d at a cr e ati o n. F or t h e cl u st er- b a s e d F 1- s c or e s it i s c h e c k e d w h et h er t h e a s s e m bli e s u s e d

t o si m ul at e t h e d at a a n d t h e a s s e m bli e s t h at w e r e i d e nti fi e d b y t h e t o ol s w er e a s si g n e d t o t h e s a m e cl u st e r,

w h er e t h e cl u st er s a r e t h e o n e s o bt ai n e d b y cl u st eri n g t h e t ot al d at a b a s e of e a c h s p e ci e s i n cl u di n g t h e 1 0 %

pr e vi o u sl y e x cl u d e d a s s e m bli e s. F 1- s c or e s w er e c o m p ut e d f o r t h e 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st er l e v el. S e c o n dl y,

t h e J S D i s e m pl o y e d a s a m e a s u r e of t h e di v er g e n c e of t h e e sti m at e d r el ati v e a b u n d a n c e di stri b uti o n. T h e

J S D i s d e fi n e d a s

J S D (A ||B ) =
1

2

∑︁

D K L (A ||
1

2
(A + B )) + D K L (B ||

1

2
(A + B ))

∑︁

, ( 2. 2)

w h er e D K L (A ||B ) i s t h e K ull b a c k – L ei bl er di v er g e n c e ( a n o n- s y m m etri c e nt r o p y b a s e d m e a s ur e of di stri b uti o n

si mil a rit y d e fi n e d a s
∑︁

x ∈ X A (x ) l o g A ( x )
B ( x ) , wit h X b ei n g t h e s a m pl e s p a c e of t h e di st ri b uti o n s A a n d B )

b et w e e n di stri b uti o n s A a n d B . A p pl yi n g t h e J S D i s u s ef ul a s w e c a n vi e w t h e e sti m at e d a n d t r u e r el ati v e

a b u n d a n c e s a s p r o b a bilit y di stri b uti o n s, a s t h e r el ati v e a b u n d a n c e of e a c h a s s e m bl y i s g r e at er o r e q u al t o 0

a n d t h e r el ati v e a b u n d a n c e s a c r o s s str ai n s f o r a s p e ci e s s u m t o 1. J S D s w er e c o m p ut e d a g ai n at a n a s s e m bl y

l e v el a n d t h e 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u st e r l e v el s. F or t h e cl u st e r l e v el s, t h e cl u st er s of all i nf e rr e d str ai n s at

a gi v e n l e v el of r e s ol uti o n w er e d et e r mi n e d a n d t h e r el ati v e a b u n d a n c e s of all i nf err e d str ai n s b el o n gi n g t o

t h e s a m e cl u st er w er e s u m m e d t o gi v e t h e cl u st er r el ati v e a b u n d a n c e. T h e cl u st er l e v el r el ati v e a b u n d a n c e

di st ri b uti o n s f or t h e st r ai n s m a ki n g u p t h e si m ul at e d s a m pl e s w er e o bt ai n e d i n t h e s a m e m a n n e r. T h e cl u st er

l e v el J S D s w er e t h e n c al c ul at e d fr o m t h e cl u st er r el ati v e a b u n d a n c e s. N ot e t h at t h e r a n g e of t h e c o m p ut e d

J S D s i s b et w e e n 0 a n d l n 2 ≈ 0 .6 9.

A d diti o n all y, t h e W a s s er st ei n di st a n c e 1 8 4, 1 8 5 ( W S D), a r ar el y u s e d m e a s ur e i n t hi s c o nt e xt, w a s e m pl o y e d

t o e n a bl e si m ult a n e o u s c o m p a ri s o n of cl a s si fi c ati o n a c c ur a c y a n d a c c ur a c y of t h e p r e di cti o n s of r el ati v e

a b u n d a n c e s. I nt uiti v el y, t h e W S D r e pr e s e nt s a m e a s ur e of t h e a v er a g e n u cl e oti d e i d e ntit y b et w e e n t w o

p o p ul ati o n s, w h er e a p o p ul ati o n c a n b e s e e n a s t h e c o n stit u e nt or g a ni s m s’ c o m bi n e d g e n o m e s i n a m o u nt s

r el ati v e t o t h e o r g a ni s m s a b u n d a n c e. 1 T o c al c ul at e t h e W S D, w e pi c k a m ulti pli cit y m = 1 0 0. We c a n t h e n

cr e at e t h e m ulti s et v , w h er e e a c h e ntr y v i i s a s e q u e n c e of a str ai n, wit h m ulti pl e e nt ri e s p er str ai n p o s si bl e.

T h e t ot al n u m b er of s e q u e n c e s of str ai n s c or r e s p o n d s t o t h e m ulti pli cit y m . T o c r e at e t h e m ulti s et, f or e a c h

str ai n i w e a d d ⌊ m P i ⌉ i n st a n c e s of t h e s e q u e n c e of t h e str ai n i, w h e r e ⌊ m P i ⌉ i s t h e cl o s e st i nt e g er t o m P i a n d

P i i s t h e r el ati v e a b u n d a n c e of st r ai n i. I nt uiti v el y, t hi s m e a n s t h at w e a d d a n u m b er of c o pi e s of a s s e m bl y

1 T h e W S D m a y al s o b e i nt e r e s ti n g a s a m e a s u r e of si mil a ri t y b e t w e e n m e t a g e n o mi c s a m pl e s, wi t h a b a si s of r e a d s o r k - m e r s
i n s t e a d of s t r ai n s. T hi s i nt e r e s ti n g r e s e a r c h a v e n u e r e m ai n s t o b e i n v e s ti g a t e d.
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i t o t h e m ulti s et v c o rr e s p o n di n g t o it s r o u n d e d p er c e nt a g e r el ati v e a b u n d a n c e. F o r e x a m pl e, if a str ai n h a s

a r el ati v e a b u n d a n c e of P i = 0 .3 3 3, t h e n ⌊ m P i ⌉ = 3 3, i. e. 3 3 c o pi e s of t h e s e q u e n c e of st r ai n i ar e a d d e d t o

t h e m ulti s et. We fi n all y t a k e t h e W S D b et w e e n t w o s u c h m ulti s et s v a n d w a s

W S D (v, w ) =
1

L
i nf
π

∑︁
1

m

m∑︁

i = 1

D (v i , wπ ( i ) )

∑︁

,

w h er e L i s t h e a v e r a g e g e n o m e l e n gt h of t h e s p e ci e s c o n si d e r e d ( e. g. 5. 1 milli o n b a s e p air s f or E. c oli ). D (x, y )

i s t h e M a s h di st a n c e di st a n c e b et w e e n s e q u e n c e s x a n d y ( s p e ci fi c all y, t h e s e q u e n c e s of t h e a s s e m bli e s of str ai n

x a n d st r ai n y ) a n d π i s a p e r m ut ati o n of t h e i n di c e s of w . T h e gr o u n d tr ut h v of a s a m pl e i s c r e at e d fr o m t h e

tr u e str ai n s i n t h e s a m pl e s t o g et h e r wit h t h eir tr u e a b u n d a n c e s. T h e m ulti s et w i s cr e at e d fr o m t h e i nf e rr e d

str ai n s a n d t h eir pr o p orti o n s. I n t h e r e s ult s e cti o n w e will n ot o nl y n e e d t o c o m p ar e t h e t o ol s t o e a c h ot h er,

b ut al s o n e e d t o i nt e r pr et t h e q u alit y of t h e W S D i n d e p e n d e ntl y f o r o n e of t h e t o ol s. T o m a k e t h e W S D m or e

i nt er pr et a bl e, w e r e q uir e a c o m p ari s o n m e a s ur e. T o t hi s e n d, I c o m p ut e d a s et of W S D s b et w e e n r a n d o ml y

c h o s e n p o p ul ati o n s c o n si sti n g of b et w e e n 1 a n d 5 str ai n s. T h e s e W S D s will r e p r e s e nt a m e a s ur e of w h at

w o ul d b e e x p e ct e d t o b e o b s e r v e d if a t o ol si m pl y pi c k e d a r a n d o m s et of st r ai n s. T o e sti m at e t h e s e e x p e ct e d

W S D s, t h e f oll o wi n g pr o c e s s w a s u s e d. We ai m t o e sti m at e t h e e x p e ct e d W S D b et w e e n t w o p o p ul ati o n s

of st r ai n s. T o t hi s e n d, w e c a n r a n d o ml y s a m pl e t w o p o p ul ati o n s. Fir st, w e r a n d o ml y s a m pl e t h e n u m b er

of str ai n s f o r e a c h p o p ul ati o n, r a n gi n g fr o m 1 t o 5 st r ai n s ( or e q ui v al e ntl y, a s s e m bli e s). T h e n, f o r e a c h

p o p ul ati o n w e r a n d o ml y s el e ct t h e c o rr e s p o n di n g n u m b e r of str ai n s fr o m t h e t ot al d at a b a s e of a s s e m bli e s

f or t h e s p e ci e s w e ai m t o c o m p ut e t h e e x p e ct e d W S D fr o m. T h e str ai n s ar e a s s u m e d t o b e pr e s e nt at e q u al

r el ati v e a b u n d a n c e. Gi v e n t h e t w o p o p ul ati o n s w e c a n t h e n c o m p ut e t h e W S D b et w e e n t h e p o p ul ati o n s. B y

r e p e ati n g t hi s p r o c e d ur e 1 0 0 0 0 ti m e s w e o bt ai n a di st ri b uti o n of e x p e ct e d W S D s w hi c h w e c a n c o m p ar e t o

t h e W S D s o b s e r v e d i n t h e i nf er e n c e of str ai n s u si n g t h e di ff er e nt str ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s.

R e s ul t s

I fi r st a d dr e s s a n y t o ol s t h at f ail e d t h r o u g h o ut t h e b e n c h m ar ki n g pr o c e s s. Si g m a c o ul d n ot b e i n st all e d.

F urt h e r m o r e, w hil e MI S T c o ul d b e i n st all e d a n d a d at a b a s e c o ul d b e cr e at e d, it w a s n ot p o s si bl e t o a n al y z e

t h e s a m pl e s u si n g MI S T, d u e t o hi g h r u nti m e. R e d u ci n g t h e si z e of t h e i n p ut d at a a s r e c o m m e n d e d i n t h e

MI S T d o c u m e nt ati o n a n d b e y o n d, a s w ell a s r e d u ci n g t h e d at a b a s e si z e di d n ot r e s ult i n MI S T r u n ni n g t o

c o m pl eti o n wit hi n 7 2 h o ur s a n d u si n g 3 2 c o r e s. H e n c e, n o r e s ult s f or MI S T ar e pr e s e nt e d g oi n g f or w ar d.

F urt h e r m o r e, Str ai n S c a n r et u r n e d a n e rr or f or 2 8 of t h e A. b a u m a n nii s a m pl e s ( 2 4 of t h e s a m pl e s m a d e u p
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of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e a n d 4 of t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s n ot c o nt ai n e d i n t h e

r ef er e n c e d at a b a s e). F or all ot h er s p e ci e s, h o w e v e r, Str ai n S c a n c o ul d b e r u n s u c c e s sf ull y f or all s a m pl e s. It

i s w ort h m e nti o ni n g t h at St r ai n S c a n i s t h e m o st r e c e ntl y r el e a s e d t o ol a n d f ut ur e d e v el o p m e nt s m a y r e s ol v e

t h e c urr e nt i s s u e s. T h e r e a s o n s f or t h e r e p ort e d er r o r s ar e u n cl e a r. F or t h e s a m pl e s w h er e St r ai n S c a n f ail e d

t o r u n t h e p e rf or m a n c e w a s cl a s si fi e d a s F 1 = 0 .0, J S D = l n( 2), W S D = 1 .0. I n o w p r e s e nt t h e r e s ult s o n

t h e si m ul at e d d at a s et s, b ef or e e v al u ati n g t h e t o ol s o n m o c k m et a g e n o mi c d at a.

Si m ul a t e d D a t a

I fi r st i n v e sti g at e d t h e o v er all p e rf or m a n c e of t h e t o ol s a cr o s s all s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n t h e

r ef er e n c e d at a b a s e s ( Fi g ur e 2. 4 A). Str ai n G E a n d St r ai n S c a n s h o w t h e b e st p e rf or m a n c e b ot h f or F 1 a n d J S D

m etri c s, w h e r e a s Kr a k e n U ni q a n d St r ai n E st s h o w l o w p erf or m a n c e, e s p e ci all y b e y o n d t h e l o w e st cl u st e ri n g

l e v el. O nl y f or A. b a u m a n nii , St r ai n E st r e m ai n s c o m p etiti v e at t h e 1 0 cl u st er l e v el. I nt er e sti n gl y, St r ai n G E

g e n er all y o ut p erf o r m s St r ai n S c a n o n c o ar s e gr ai n e d cl u st eri n g s (t h e 1 0 a n d 1 0 0 cl u st er l e v el s, p arti c ul arl y

at t h e 1 0 cl u st er l e v el Str ai n G E o ut p erf or m s St r ai n S c a n f or e v er y s p e ci e s), b ut s h o w s l o w e r a c c ur a c y o n t h e

a s s e m bl y l e v el. T hi s p oi nt s t o p ot e nti all y di ff er e nt i d e al u s e- c a s e s f o r t h e t w o t o ol s, w h e r e Str ai n S c a n m a y

b e u s e d t o t r a c k a p arti c ul ar str ai n of i nt er e st, f o r e x a m pl e i n a n o ut b r e a k, w hil e Str ai n G E m a y b e m or e

a p pli c a bl e t o c a s e s w h e r e cl a d e s o r ot h e r l o w er r e s ol uti o n gr o u pi n g s ar e of m o r e i nt er e st. T hi s di s p arit y m a y

al s o b e b a s e d o n t h e cl u st eri n g p e rf or m e d i n t h e c r e ati o n of t h e Str ai n G E d at a b a s e. T hi s i s s u p p ort e d b y

M. t u b e r c ul o si s s h o wi n g a d r o p- o ff i n p erf or m a n c e at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el, w hi c h i s t o b e e x p e ct e d gi v e n

t h at o nl y 1 3 3 cl u st er s w er e cr e at e d. Si mil arl y, E. c oli , wit h t h e m o st cl u st er s, s h o w s a n oti c e a bl e dr o p i n

p erf or m a n c e o nl y b e y o n d t h e 5 0 0 cl u st e r l e v el. T h e str o n g d r o p- o ff h e r e m a y al s o b e r el at e d t o t h e r el ati v el y

l o w J a c c ar d si mil a rit y c ut o ff of 0. 7 5. T hi s dr o p i s al s o o b s er v e d f o r St r ai n S c a n, w hi c h i s li k el y d u e t o t h e f a ct

t h at t h e d at a b a s e w a s d o w n- s a m pl e d t o 8 9 5 str ai n s, w hi c h n at ur all y pr e cl u d e s a c hi e vi n g p erf e ct a c c ur a c y at

t h e a s s e m bl y l e v el. A d diti o n all y, E. c oli s h o w s t h e hi g h e st g a p i n r e s ol uti o n b et w e e n t h e 5 0 0 cl u st e r l e v el

a n d t h e a s s e m bl y l e v el ( 5 0 0 v s 3 6 7 1 str ai n s) c o m p ar e d t o ot h er s p e ci e s, w hi c h al s o e x pl ai n s t h e u ni q u e n e s s of

t hi s dr o p a m o n g s p e ci e s. F or L. m o n o c yt o g e n e s cl e a r d r o p s i n a c c ur a c y a n d i n cr e a s e s i n J S D s ar e o b s er v e d

at m or e fi n e gr ai n e d cl u st eri n g l e v el s f or Str ai n G E, li k el y al s o d u e t o t h e cl u st e ri n g. Str ai n S c a n o n t h e

ot h er h a n d s h o w s f airl y st a bl e p e rf or m a n c e a c r o s s t a x o n o mi c r e s ol uti o n s f or b ot h L. m o n o c yt o g e n e s a n d M.

t u b e r c ul o si s. R e s ult s f o r A. b a u m a n nii a n d E. c oli w er e m or e a c c ur at e at t h e l o w er cl u st e ri n g l e v el b ot h f or

Str ai n G E a n d St r ai n S c a n ( di s r e g a r di n g t h e f ail e d r u n s f o r A. b a u m a n nii ) c o m p a r e d t o ot h e r s p e ci e s, t h o u g h

t h e di ff er e n c e i s s m all. T hi s c o ul d b e d u e t o t h e s p e ci e s p o p ul ati o n str u ct u r e. E. c oli a n d A. b a u m a n nii

g e n er all y s h o w hi g h i ntr a- s p e ci e s v ari a bilit y, w hil e M. t u b e r c ul o si s i s n ot a s v ari a bl e. T hi s m a y l e a d t o t h e
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i ntr a- s p e ci e s cl u st er s b ei n g m or e di ff er e nti a bl e, a n d h e n c e, l e a d t o hi g h e r a c c ur a c y. I will i n v e sti g at e t h e

di ff er e n c e of p e rf or m a n c e wit h r e g a r d t o i ntr a- s p e ci e s v a ri a bilit y f urt h e r b el o w. F o r t h e s a m pl e s m a d e u p of

str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e, St r ai n G E s h o w s t h e l o w e st W S D f o r t hr e e of t h e f o ur s p e ci e s ( A.

b a u m a n nii : M e a n = 0. 0 0 2 9, S D = 0. 0 0 2 5; E. c oli : M e a n = 0. 0 0 5 4, S D = 0. 0 0 5 8; L. m o n o c yt o g e n e s : M e a n

= 0. 0 0 0 8 9, S D = 0. 0 0 0 6 7). O nl y f or M. t u b e r c ul o si s St r ai n S c a n h a s a l o w e r W S D ( M e a n = 0. 0 0 0 3 1, S D

= 0. 0 0 0 3 7). N ot a bl y, K r a k e n U ni q s h o w s c o m p ar ati v el y hi g h p erf o r m a n c e o n W S D s c or e s f or A. b a u m a n nii

( M e a n = 0. 0 1 8, S D = 0. 0 0 4 3) e v e n t h o u g h t h e F 1 a n d J S D m etri c s d o n ot s u g g e st v e r y hi g h a c c u r a c y.

T hi s m a y b e d u e t o Kr a k e n U ni q oft e n pr e di cti n g t o o m a n y str ai n s ( M e di a n = 7, 2 5 %- P er c e ntil e = 2, 7 5 %-

P er c e ntil e = 4 7) l e a di n g t o l o w F 1 s c or e s, b ut, o n a v e r a g e, t h e s e str ai n s m a y still s h o w a l o w di v er g e n c e

a n d h e n c e t h e W S D m a y b e l o w. H o w e v er, if t hi s w a s t h e c a s e t h e n w e s h o ul d o b s e r v e hi g h a c c ur a c y at t h e

cl u st er l e v el. T o i n v e sti g at e t hi s, o b s e r v e d W S D s w e r e c o m p ar e d t o t h e e x p e ct e d W S D s b et w e e n t w o r a n d o m

A. b a u m a n nii p o p ul ati o n s a s d e s c ri b e d i n t h e o ut c o m e m e a s ur e s s e cti o n. T hi s c o m p ari s o n s h o w e d t h at t h e

W S D e x p e ct e d b et w e e n t w o r a n d o m p o p ul ati o n s w a s l o w e r t h a n t h e o n e r e p ort e d b y K r a k e n U ni q ( M e a n

= 0. 0 1 1, S D = 0. 0 0 5 6; Fi g ur e 2. 4 B). T h er ef or e, w e c a n c o n cl u d e t h at t h e str ai n s i d e nti fi e d b y K r a k e n U ni q

di ff er s u b st a nti all y fr o m t h e str ai n s a ct u all y c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e s. F u rt h er, a c o m p a ri s o n of t h e r e s ult s

o bt ai n e d f or St r ai n S c a n t o t h e r e s ult s r e p ort e d b y Li a o et al. 9 1 c a n b e p erf o r m e d, a s t h ei r e x p eri m e nt s w er e

si mil a r a n d t h e y al s o t e st e d E. c oli a n d M. t u b e r c ul o si s . F o r b ot h s p e ci e s m u c h l o w er p erf or m a n c e t h a n

w h at Li a o et al. 9 1 r e p ort e d i s o b s er v e d. T hi s m a y b e d u e t o m ulti pl e f a ct or s, i n cl u di n g t h e di ff e r e n c e i n

d at a b a s e s u s e d. F or E. c oli t h e d at a b a s e t h e y u s e d f o r d at a g e n er ati o n a n d t h e r ef e r e n c e d at a b a s e w a s t h e

s a m e, w hil e t h e d at a i n t h e pr e s e nt e x p eri m e nt s w er e g e n er at e d fr o m a l a r g er d at a b a s e t h a n w a s pr o vi d e d

a s r ef er e n c e d at a b a s e, d u e t o h a r d w ar e c o n str ai n s. H o w e v e r, e v e n at a cl u st er e d l e v el l o w er p e rf or m a n c e

i s o b s er v e d. F or St r ai n G E, a s a si mil arl y p e rf or mi n g t o ol, t h e c o m p ari s o n t o t h e r e s ult s r e p ort e d i n t h eir

r e s p e cti v e p u bli c ati o n s i s n ot p o s si bl e a s t h eir t e sti n g w a s f ar l e s s c o m pr e h e n si v e.

I n e xt i n v e sti g at e d t h e di ff er e nt t o ol s’ p erf o r m a n c e s w h e n a n al y zi n g t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s n ot

c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e ( Fi g ur e 2. 5 A). O v e r all, p erf o r m a n c e i s cl e a rl y r e d u c e d f or t h e s e d at a s et s.

H o w e v er, at a l o w t a x o n o mi c r e s ol uti o n, Str ai n G E s h o w s hi g h a c c ur a c y b ot h f o r A. b a u m a n nii a n d E. c oli .

Si mil a rl y, Str ai n S c a n still s h o w s hi g h a c c ur a c y f or E. c oli a n d L. m o n o c yt o g e n e s . I m p o rt a ntl y, at a l o w

cl u st eri n g l e v el, Str ai n E st s h o w s t o b e m or e a c c ur at e c o m p ar e d t o t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d

i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e a n d h a s c o m p etiti v e p e rf or m a n c e t o Str ai n S c a n a n d St r ai n G E. N o n et h el e s s, it i s

still o ut p erf o r m e d b y St r ai n G E o n t h e m aj orit y of m e a s u r e s. G e n er all y, p e rf or m a n c e a cr o s s s p e ci e s a n d

t o ol s v a ri e s m or e. E s p e ci all y f o r M. t u b e r c ul o si s l o w p erf or m a n c e b e y o n d t h e c o ar s e st cl u st eri n g l e v el c a n

b e o b s er v e d. O nl y Str ai n S c a n s h o w s g o o d p e rf or m a n c e at t h e 1 0 0 cl u st e r l e v el. T hi s c o ul d b e d u e t o t h e
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Fi g u r e 2. 4: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s t o ol s. ( A ) F 1- s c o r e s, J S D s, a n d
W S D f o r t h e di ff e r e nt t o ol s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e W S D f o r K r a k e n U ni q
i n M. t u b e r c ul o si s w a s c o m p a r a ti v el y hi g h. F o r vi si bili t y of t h e r e s ul t s t h e y- a xi s h a s b e e n t r u n c a t e d f o r t hi s fi g u r e, s u c h t h a t
o u tli e r s a r e n o t s h o w n f o r K r a k e n U ni q. Si mil a rl y, t h e s a m pl e s of A. b a u m a n nii f o r w hi c h S t r ai n S c a n f ail e d t o r u n w e r e a s si g n e d
a W S D of 1. 0 a n d a r e h e n c e al s o n o t s h o w n. S h a d e d a r e a s of li n e pl o t s i n di c a t e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. F o r t h e b o x pl o t s,
li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e
m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el a n al y si s
( s e e O u t c o m e M e a s u r e s s e c ti o n ). ( B ) E x p e c t e d W S D s f o r A. b a u m a n nii s a m pl e s f r o m 1 0 0 0 0 r a n d o m c h oi c e s of p ai r e d s t r ai n
p o p ul a ti o n s ( s e e O u t c o m e M e a s u r e s s e c ti o n ) c o m p a r e d t o t h e o b s e r v e d W S D s a c r o s s s a m pl e s c o m p o s e d of s t r ai n s c o nt ai n e d i n
t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e s f o r t h e f o u r di ff e r e nt t o ol s. Li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s
e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s.
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Fi g u r e 2. 5: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s t o ol s. ( A ) F 1- s c o r e s,
J S D s, a n d W S D f o r t h e di ff e r e nt t o ol s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. F o r t h e
b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t
f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. W S D f o r A. b a u m a n nii d o e s n o t s h o w W S D s
f o r S t r ai n S c a n f o r s a m pl e s w hi c h f ail e d t o r u n. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el a n al y si s ( s e e O u t c o m e M e a s u r e
s e c ti o n ). T h e W S D f o r K r a k e n U ni q i n M. t u b e r c ul o si s a n d E. c oli w a s c o m p a r a ti v el y hi g h. F o r vi si bili t y of t h e r e s ul t s t h e
y- a xi s h a s b e e n t r u n c a t e d f o r t hi s fi g u r e. ( B ) T h e di ff e r e n c e b e t w e e n t h e mi ni m u m p o s si bl e di s t a n c e a n y e s ti m a t e d s t r ai n h a s t o
t h e t r u e s t r ai n e d c o nt ai n e d i n a s a m pl e a n d t h e mi ni m u m p o s si bl e di s t a n c e a c hi e v a bl e gi v e n all s t r ai n s p r e s e nt i n t h e r ef e r e n c e
d a t a b a s e ( s e e t e x t f o r d e t ail s ). Y- a x e s a r e t r u n c a t e d f o r A. b a u m a n nii a n d E. c oli f o r vi si bili t y. N o t e t h e di ff e r e n c e i n s c al e f o r
t h e di ff e r e nt p a n el s f o r hi g h e r vi si bili t y.



9 4 C h a pt er II. B e n c h m a r k of St r ai n- L e v el R e s ol uti o n T a x o n o mi c Cl a s si fi c ati o n T o ol s f or M et a g e n o mi c s

h o m o g e n e o u s p o p ul ati o n st r u ct ur e of M. t u b e r c ul o si s . T o g ai n m or e i n si g ht, p e rf or m a n c e w a s c o m p ar e d t o

t h e b e st a c hi e v a bl e p e rf or m a n c e gi v e n t h e r ef er e n c e d at a b a s e a n d t h e str ai n s i n t h e s a m pl e s. F o r e a c h str ai n

i n t h e s a m pl e (i. e. str ai n s n ot i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e) t h e st r ai n i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e wit h t h e l o w e st

M a s h di st a n c e t o t h e st r ai n i n t h e s a m pl e w a s d et e r mi n e d. I n a n i d e al s c e n a ri o, t h e t o ol s w o ul d i nf er t hi s

cl o s e st str ai n a s pr e s e nt i n t h e s a m pl e a n d t h e di st a n c e d et er mi n e d i s t h er ef or e t h e l o w e st o bt ai n a bl e M a s h

di st a n c e. H o w e v er, ot h e r r ef e r e n c e st r ai n s m a y b e si mil a rl y w ell s uit e d t o d e s cri b e t h e str ai n s i n t h e s a m pl e.

A s s u c h, f or e v er y st r ai n i n a s a m pl e t hi s str ai n’ s M a s h di st a n c e t o all t h e str ai n s i nf er r e d b y a t o ol i n t h e

s a m pl e w a s c o m p ut e d. T h e n, t h e l o w e st a m o n g t h e s e M a s h di st a n c e s w a s c h o s e n a s t h e M a s h di st a n c e of

t hi s str ai n t o t h e m o st r el at e d str ai n i n t h e s a m pl e. Fi n all y, t o d et er mi n e t h e q u alit y of i nf er e n c e c o m p ar e d

t o t h e b e st p o s si bl e i nf er e n c e, t h e M a s h di st a n c e of e a c h str ai n i n t h e s a m pl e w a s c o m p ar e d t o t h e l o w e st

p o s si bl y o bt ai n a bl e M a s h di st a n c e of t h at str ai n ( Fi g u r e 2. 5 B). I n d e e d, a cr o s s t h e di ff er e nt s p e ci e s t h e mi ni m al

di ff er e n c e s of t h e i nf err e d str ai n s M a s h di st a n c e s t o t h e l o w e st o bt ai n a bl e M a s h di st a n c e s w er e o b s er v e d f o r

M. t u b e r c ul o si s , i n di c ati n g t h at t h e l o w p e rf or m a n c e o n hi g h e r cl u st eri n g l e v el s d o e s n ot n e c e s s aril y r e fl e ct

t h e a c c u r a c y of i d e nti fi c ati o n c o n si d eri n g t h e g e n eti c di st a n c e b et w e e n t h e st r ai n s. B ef or e a n al y si n g s a m pl e s

wit h p ot e nti all y u n k n o w n str ai n s, o n e m a y w a nt t o m a k e f urt h e r c o n si d er ati o n s r e g ar di n g t h e s p e ci e s i n

q u e sti o n a n d a dj u st t h e a n al y z e d cl u st e ri n g l e v el. W h e n i n v e sti g ati n g p erf o r m a n c e vi a t h e s e M a s h di st a n c e s,

Str ai n E st s h o w s g o o d r e s ult s c o m p a r e d t o t h e ot h er m etri c s, t h o u g h t hi s m a y b e d u e t o t h e f a ct t h at t h e

t o ol o v er e sti m at e s t h e n u m b er of str ai n s ( M e di a n = 8, R a n g e: 1- 5 2), a n d h e n c e, m a y j u st b y c h a n c e b e m o r e

li k el y t o i n cl u d e at l e a st o n e st r ai n wit h a l o w M a s h di st a n c e. O n t h e ot h er h a n d, St r ai n S c a n s h o w s t h e

hi g h e st c a p a biliti e s i n r e c o v eri n g cl o s el y r el at e d str ai n s f r o m t h e d at a b a s e s f or b ot h M. t u b e r c ul o si s a n d L.

m o n o c yt o g e n e s . We c a n a g ai n c o m p ar e t h e p erf or m a n c e t o t h e r e s ult s pr e s e nt e d b y Li a o et al. 9 1 . H o w e v er,

t h e y o nl y c o n d u ct e d a n al y s e s f or E. c oli . H e r e, t h e y r e p ort l o w er M a s h di st a n c e s t h a n w e r e f o u n d i n t h e

c ur r e nt i n v e sti g ati o n. A d diti o n all y, c o ntr a sti n g t h e r e s ult s pr e s e nt e d b y Li a o et al. 9 1 , St r ai n G E s h o w s a

l o w e r m e di a n M a s h di st a n c e t h a n St r ai n S c a n i n t h e pr e s e nt a n al y si s.

I n i d e nti fi c ati o n of st r ai n s w e d e sir e b ot h t h at t h e st r ai n s ar e cl o s e i n t h eir s e q u e n c e si mil arit y ( a s s h o w n b y

F 1- s c or e s a n d W S D s), b ut al s o t h at w e e sti m at e t h e c orr e ct n u m b e r of str ai n s, w hi c h will h el p i n i n v e sti-

g ati n g t h e p o p ul ati o n str u ct u r e wit hi n a mi cr o bi o m e, a s w ell a s i n i d e ntif yi n g t h e c o- e xi st e n c e of m ulti pl e

str ai n s. K n o wi n g w h et h er m o r e t h a n o n e str ai n i s p r e s e nt i n a s a m pl e al s o m a y h a v e ot h e r a p pli c ati o n s. F or

e x a m pl e, w h e n c r e ati n g M A G s o n e m a y w a nt t o e m pl o y t hi s k n o wl e d g e t o d et er mi n e w h et h e r a gi v e n M A G

m a y b e c hi m eri c. T h e e sti m at e d v e r s u s a ct u al n u m b e r of str ai n s a cr o s s s p e ci e s ar e s h o w n i n Fi g ur e 2. 6 A

f or St r ai n S c a n a n d Str ai n G E, a s t h e o v e r all b e st p e rf or mi n g t o ol s. O v er all, b ot h St r ai n G E a n d Str ai n S c a n

e sti m at e t h e c o rr e ct n u m b e r of di sti n ct str ai n s w ell, wit h St r ai n G E g e n er all y m or e li k el y t o o v er e sti m at e
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t h e n u m b e r of str ai n s, w hil e Str ai n S c a n i s m or e li k el y t o u n d er e sti m at e. K r a k e n U ni q a n d St r ai n E st b ot h

o v er e sti m at e t h e n u m b er of str ai n s t o a l ar g e d e gr e e ( Fi g u r e 2. 6 B a n d A p p e n di x Fi g ur e s A 8 a n d A 9). F or

Kr a k e n U ni q t hi s m a y b e d u e t o t h e f a ct t h at str ai n s ar e i d e nti fi e d si m pl y o n t h e n u m b er of u ni q u e k- m er s

i d e nti fi e d, wit h n o pr ef er e n c e f or s p a r sit y a n d n o r e al d e p e n d e n c y b et w e e n t h e st r ai n s. H o w e v e r, str ai n E st

d o e s ai m f or p ar si m o ni o u s s ol uti o n s, s o it s o v e r e sti m ati o n i s h a r d e r t o e x pl ai n. It m a y i n di c at e t h at t h e u n-

d erl yi n g r e g r e s si o n a p p r o a c h i s n ot s uit a bl e f o r st r ai n i nf er e n c e i n m et a g e n o mi c s. N ot a bl y, St r ai n S c a n s h o w s

t o b e hi g hl y a c c u r at e at cl a s sif yi n g si n gl e str ai n s a m pl e s a s s u c h, t h o u g h t hi s i s n ot s ur pri si n g c o n si d eri n g it s

t e n d e n c y t o w ar d s s p a r s e r r e s ult s. F or s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s n ot c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e,

b ot h St r ai n G E a n d Str ai n S c a n e sti m at e d t h e n u m b e r of str ai n s w ell f o r m o st s p e ci e s ( Fi g u r e 2. 6 A). H o w e v er,

f or M. t u b e r c ul o si s Str ai n G E i d e nti fi e d t w o str ai n s i n all s a m pl e s. Si mil a rl y, Str ai n G E t e n d s t o o v er e sti m at e

t h e n u m b e r of str ai n s f or L. m o n o c yt o g e n e s .

T h e i niti al r e s ult s s h o w t h at Str ai n G E a n d Str ai n S c a n b ot h cl e arl y o ut p erf or m Kr a k e n U ni q a n d Str ai n E st

a cr o s s m etri c s a n d s p e ci e s o n b ot h d at a g e n er at e d fr o m st r ai n s i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e s o r n ot. H e n c e, I

f o c u s t h e r e st of t h e i n v e sti g ati o n i n t hi s s e cti o n o n Str ai n S c a n a n d Str ai n G E. Fir stl y, w e c a n e st a bli s h t o

w h at d e gr e e t h e r e s ult s o bt ai n e d b y St r ai n S c a n a n d Str ai n G E a gr e e at di ff e r e nt l e v el s of cl u st eri n g t o s e e

t o w h at e xt e n d t h e r e s ult s d e p e n d o n t h e c h o s e n t o ol. F o r t h e s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s c o nt ai n e d i n

t h e r ef e r e n c e d at a b a s e t h er e i s a hi g h a v er a g e si mil arit y b et w e e n t h e i d e nti fi e d cl u st er s at a l o w cl u st e ri n g

l e v el. A cr o s s s p e ci e s, f or t h e i d e nti fi c ati o n a m o n g 1 0 cl u st er s, b et w e e n 3 9 % a n d 5 7 % of r e s ult s m at c h e x a ctl y

b et w e e n t h e t w o t o ol s, w hil e b et w e e n 0. 5 % a n d 1 4 % di s a g r e e c o m pl et el y. T hi s s u g g e st s at l e a st p arti al

i nt er c h a n g a bilit y b et w e e n t o ol s. H o w e v er, t hi s si mil arit y dr o p s si g ni fi c a ntl y at t h e 5 0 0 cl u st er l e v el ( 3 0 %

of all s a m pl e s m at c h c o m pl et el y v er s u s 4 7 % f or 1 0 cl u st e r s a n d 2 6 % of s a m pl e s di s a g r e e c o m pl et el y v e r s u s

5. 9 %) a n d al r e a d y at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el f or M. t u b e r c ul o si s ( 1 7 % v e r s u s 3 9 % c o m pl et e m at c h e s at t h e 1 0

cl u st er l e v el a n d 3 8 % c o m pl et e mi s m at c h e s v er s u s 6. 5 %). H e n c e, t o ol s c a n n ot si m pl y b e e x c h a n g e d f or all

s p e ci e s i n all ci r c u m st a n c e s. N e xt, I ai m e d t o d et er mi n e h o w t h e t o ol s’ p erf or m a n c e r el at e s t o t h e di ff e r e nt

s p e ci e s’ c h ar a ct e ri sti c s. T o i n v e sti g at e t h e h y p ot h e si s t h at r el at e d n e s s wit hi n s p e ci e s i n fl u e n c e s t h e r e s ult s,

t h e st r ai n s w er e cl u st e r e d at 1 0 0 0 0 di ff e r e nt M a s h di st a n c e t h r e s h ol d s, i. e. t h e a s s e m bli e s of a s p e ci e s w e r e

cl u st er e d s u c h t h at all a s s e m bli e s wit h a M a s h di st a n c e b el o w t h e c ut o ff f all i nt o o n e cl u st er. 1 0 0 0 0 li n e arl y

s p a c e d M a s h di st a n c e s b et w e e n 0 a n d 0. 0 2 w e r e u s e d a s cl u st eri n g t hr e s h ol d s. F or t h e cl u st e ri n g, c o m pl et e

li n k a g e hi e r a c hi c al cl u st eri n g w a s p erf o r m e d f or e a c h t h r e s h ol d, si mil ar t o t h e cl u st eri n g i n t h e pr e vi o u s

a n al y s e s. T h e F 1 s c o r e s f or Str ai n S c a n a n d St r ai n G E w er e c o m p ut e d at e a c h cl u st eri n g l e v el, p r o vi di n g

a m e a s ur e of i d e nti fi c ati o n p e rf or m a n c e at di ff er e nt r e s ol uti o n s. M y h y p ot h e si s w a s t h at t h e p e rf or m a n c e

d e cli n e s h o ul d b e si mil ar a cr o s s s p e ci e s wit h r e g ar d t o t h e M a s h di st a n c e cl u st e ri n g t hr e s h ol d. Str ai n G E
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( A )

( B )

Fi g u r e 2. 6: N u m b e r of s t r ai n s e s ti m a t e d f o r S t r ai n S c a n a n d S t r ai n G E ( A ) a c r o s s s p e ci e s f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s
c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e (l ef t c ol u m n s ) a n d t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
( ri g ht c ol u m n; si z e of ci r cl e s r e p r e s e nt f r a c ti o n of s a m pl e s ). ( B ) N u m b e r of s t r ai n s e s ti m a t e d f o r K r a k e n U ni q a n d S t r ai n E s t
c r o s s s p e ci e s f o r s a m pl e s wi t h s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e ( si z e of ci r cl e s r e p r e s e nt f r a c ti o n of s a m pl e s ).

s h o w s a s h ar p d r o p o ff i n p erf o r m a n c e at ar o u n d t h e s a m e di st a n c e t hr e s h ol d a cr o s s all s p e ci e s b e si d e s E.

c oli at a t hr e s h ol d ar o u n d 0. 0 0 4 ( Fi g ur e 2. 7), w h er e a s t h e p erf or m a n c e of E. c oli dr o p s alr e a d y ar o u n d 0. 0 1
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w hi c h a g ai n c a n b e r el at e d t o t h e m u c h l o w er t hr e s h ol d u s e d d uri n g d at a b a s e c r e ati o n. T hi s r el ati o n s hi p t o

t h e cl u st e ri n g t hr e s h ol d u s e d al s o i n di c at e s t h at t h e t h r e s h ol d u s e d i n d at a b a s e cr e ati o n i s a n i n di c at o r of

t h e r e s ol uti o n a c hi e v a bl e b y Str ai n G E, a n d a s s u c h s h o ul d b e c ar ef ull y c o n si d er e d a n d b e r e p ort e d i n a n y

r e s e ar c h c o n d u ct e d u si n g Str ai n G E. N ot a bl y, p erf or m a n c e s e e m e d t o cl u st er m o r e b y t h e t o ol u s e d r at h er

t h a n b y s p e ci e s, at l e a st t o s o m e d e g r e e. F or t h e n u m b er of cl u st e r s a m u c h str o n g er s plit b et w e e n s p e ci e s

w a s o b s e r v e d t h a n f or t h e di st a n c e t h r e s h ol d, i n di c ati n g i n a g r e e m e nt wit h t h e h y p ot h e si s t h at t h e l att er i s

a m o r e r eli a bl e m e a s ur e a c r o s s s p e ci e s. I n pr a cti c e t h e p o p ul ati o n st r u ct ur e of t h e s p e ci e s of i nt er e st s h o ul d

b e c o n si d er e d a n d t h e l e v el of t a x o n o mi c r e s ol uti o n t h at c a n b e i nt er p r et e d c o n fi d e ntl y s h o ul d b e a d a pt e d

a c c or di n gl y. T o d et e r mi n e a n a p pr o pri at e r e s ol uti o n o n e m a y c o n d u ct si m ul ati o n s f or t h e s p e ci e s of i nt er e st

b ef o r e att e m pti n g i d e nti fi c ati o n i n r e al d at a. W hil e it i s h ar d t o pr o vi d e a n e x a ct di s si mil arit y b et w e e n

cl a d e s or m e m b e r s of a s p e ci e s f or w hi c h t h e y will b e di ff er e nti a bl e, o n e s h o ul d e rr o n t h e si d e of c a uti o n

w h e n i n v e sti g ati n g hi g hl y cl o n al s p e ci e s s u c h a s M. t u b e r c ul o si s a n d o nl y tr u st t a x o n o mi c i d e nti fi c ati o n s at

l o w e r cl u st eri n g l e v el s. Fi n all y, it m a y b e i nt er e sti n g t o i n v e sti g at e i n e a c h s p e ci e s w h et h e r t h e r e ar e c e rt ai n

cl u st er s or str ai n s t h at ar e m o r e e a sil y i d e nti fi e d c or r e ctl y. H o w e v er, t h e c urr e nt d at a s et w o ul d n e e d t o b e

e x p a n d e d s y st e m ati c all y wit h t hi s q u e sti o n i n mi n d t o s u ffi ci e ntl y a d dr e s s it. T hi s m a y b e a n i nt e r e sti n g

a v e n u e f or f ut ur e r e s e ar c h t o e x pl or e.

L a stl y, t h e d at a s et s w e r e si m ul at e d u si n g di ff er e nt p a r a m et er s, s u c h a s t h e n u m b er of st r ai n s or t h e c o v er a g e.

D et ail e d r e s ult s f or t h e di ff er e nt p ar a m et er s c a n b e f o u n d i n A p p e n di x Fi g ur e s A 1 0- A 2 5. A c r o s s s p e ci e s

Str ai n S c a n’ s p e rf or m a n c e d r o p s wit h a n i n cr e a s e d n u m b er of st r ai n s, a s w ell a s wit h l o w e r c o v e r a g e ( n ot

c o n si d eri n g s a m pl e s wit h 1 st r ai n a n d 1-f ol d c o v e r a g e, a s o nl y si n gl e str ai n s a m pl e s w er e t e st e d at 1-f ol d

c o v e r a g e). A d diti o n all y Str ai n S c a n s h o w s e s s e nti all y p e rf e ct p erf o r m a n c e at 1-f ol d c o v er a g e f or si n gl e st r ai n

s a m pl e s. Str ai n G E s h o w s a m or e r o b u st p erf o r m a n c e a cr o s s s c e n ari o s. T hi s st a bilit y i s e s p e ci all y i m p o rt a nt

w h e n c o n si d eri n g di ff e r e nt r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e s. H er e, Str ai n S c a n s h o w s a a p pr e ci a bl e d e cli n e i n

p erf or m a n c e f or s a m pl e s c o nt ai ni n g o n e d o mi n a nt str ai n at 8 0 % r el ati v e a b u n d a n c e, w h er e a s St r ai n G E s h o w s

littl e v ari a bilit y b et w e e n c o n diti o n s. T h e J S D f or Str ai n S c a n h o w e v er d e c r e a s e s or st a y s c o n st a nt a cr o s s

c o n diti o n s f or m a n y s p e ci e s a n d cl u st eri n g l e v el s. T hi s i n di c at e s t h at w hil e str ai n i d e ntit y i s h ar d er t o

di sti n g ui s h f or l o w a b u n d a n c e st r ai n s, t h e o v e r all a b u n d a n c e c o m p o siti o n i s e sti m at e d w ell. St r ai n G E a g ai n

s h o w s r el ati v el y si mil ar p e rf or m a n c e a cr o s s a b u n d a n c e pr o fil e s. It i s n ot a bl e t h at t h e p e rf or m a n c e of Str ai n E st

a ct u all y dr o p s wit h i n cr e a s e d c o v e r a g e. T hi s i s li k el y d u e t o m o r e f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s. A di r e ct

c o m p a ri s o n s h o w s t h at at l o w c o v er a g e Str ai n S c a n o ut p erf or m s St r ai n G E, w hil e St r ai n G E s h o w s hi g h er

a n d m or e c o n si st e nt p erf or m a n c e at hi g h e r c o v er a g e s a n d f or s a m pl e s c o nt ai ni n g m or e t h a n o n e str ai n at

s u ffi ci e ntl y l o w cl u st e ri n g l e v el s ( wit h t h e e x c e pti o n of M. t u b e r c ul o si s ; Fi g ur e 2. 8).
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F
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Fi g u r e 2. 7: Fi g u r e s s h o w r el a ti o n s hi p s b e t w e e n F 1 s c o r e s, cl u s t e r si z e s a n d M a s h di s t a n c e t h r e s h ol d s u s e d f o r
c o m pl e t e li n k a g e hi e r a r c hi c al cl u s t e ri n g a c r o s s s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n a n d S t r ai n G E. T h e fi r s t fi g u r e s h o w s t h e F 1
s c o r e d e p e n di n g o n t h e M a s h di s t a n c e t h r e s h ol d u s e d f o r cl u s t e ri n g. E a c h M a s h di s t a n c e t h r e s h ol d r e s ul t s i n a
di ff e r e nt n u m b e r of cl u s t e r s, w hi c h i s s h o w n i n t h e s e c o n d fi g u r e. T h e t hi r d fi g u r e t h e n s h o w s t h e F 1 s c o r e s i n r el a ti o n
t o t h e n u m b e r of cl u s t e r s t h a t w e r e i nf e r r e d. N o t e h e r e t h a t t h e s a m e cl u s t e ri n g t h r e s h ol d i n t w o di ff e r e nt s p e ci e s
c a n l e a d t o di ff e r e nt n u m b e r s of cl u s t e r s. H e n c e, t h e di ff e r e n c e i n t h e n u m b e r of cl u s t e r s r e s ul t s a r e pl o t t e d f o r i n t h e
b o t t o m p a n el.

C o m pl e x s t r ai n m o c k s

I n a n y pr a cti c al a p pli c ati o n, m et a g e n o mi c s a m pl e s a r e n ot j u st m a d e u p of a si n gl e s p e ci e s, b ut c o nt ai n a

mi xt ur e of or g a ni s m s. A d diti o n all y, w hil e A R T m a y p r o vi d e a c c ur at e si m ul ati o n s of m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g

t e c h ni q u e s, it c a n n ot mi rr or all t h e i nt ri c a ci e s of r e al m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g. H e n c e, it i s e s s e nti al t o
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Fi g u r e 2. 8: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s
f o r S t r ai n S c a n a n d S t r ai n G E, s t r a ti fi e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n t h e s a m pl e s a s w ell a s t o t al c o v e r a g e. H e r e, all s a m pl e s
i r r e s p e c ti v e of t h e s p e ci e s m a ki n g u p t h e s a m pl e a r e a n al y z e d. Si mil a rl y, s a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h
s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el. T h e c o v e r a g e s h o w n i s t h e t o t al
c o v e r a g e of t h e s a m pl e, wi t h b o t h s a m pl e s a n al y z e d t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e
s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e
r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e. T h e hi g h p e rf o r m a n c e f o r t h e 1-f ol d c o v e r a g e s a m pl e s c a n b e e x pl ai n e d b y t h e f a c t
t h a t o nl y si n gl e s t r ai n s a m pl e s w e r e si m ul a t e d a t 1-f ol d c o v e r a g e, w h e r e a s hi g h e r c o v e r a g e s a m pl e s w e r e si m ul a t e d f o r
s a m pl e s c o nt ai ni n g 1, 2, 3, a n d 4 s t r ai n s.

e v al u at e t h e di ff e r e nt t o ol s o n c o m pl e x st r ai n m o c k s. H e r e, I u s e d t h e NI S T d at a s et 1 8 3 . T h e r e s ult s f or

all s a m pl e s a r e s h o w n i n T a bl e 2. 4. T h e b e st p e rf or mi n g t o ol s ar e a g ai n Str ai n G E a n d Str ai n S c a n. B ot h

t o ol s pr o vi d e m o stl y a c c ur at e n u m b er of st r ai n s, w hil e sli g htl y o v er e sti m ati n g t h e st r ai n di v e r sit y i n s o m e

c a s e s. T hi s i s i n c o ntr a st t o K r a k e n U ni q a n d Str ai n E st w hi c h b ot h oft e n i d e ntif y t o o m a n y str ai n s f o r s p e ci e s

t h at ar e c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e s a n d al s o fr e q u e ntl y d eli v er f al s e p o siti v e r e s ult s ( 5 1 f al s e p o siti v e a c r o s s

all s a m pl e s v e r s u s 2 f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s f or St r ai n S c a n a n d St r ai n G E; a ti g ht er E - v al u e of 0. 0 0 1 f o r
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Kr a k e n U ni q di d n ot q u alit ati v el y c h a n g e t hi s o b s er v ati o n). Str ai n S c a n a n d Str ai n G E b ot h s h o w e d 2 f al s e

n e g ati v e s f o r L. m o n o c yt o g e n e s . H o w e v er, t h e s e w e r e f or s a m pl e s w h er e L. m o n o c yt o g e n e s w a s pr e s e nt at

0. 0 3 % r el ati v e a b u n d a n c e ( a p p r o xi m at el y 0. 0 6-f ol d c o v er a g e). F urt h er m o r e, n eit h er St r ai n S c a n n o r St r ai n G E

i nf er st r ai n s of M. t u b e r c ul o si s , w hi c h w e r e n ot pr e s e nt i n a n y s a m pl e, w hil e St r ai n E st a n d Kr a k e n U ni q d o.

T h e l o w e st M a s h di st a n c e s a n d W S D s w er e n ot n e c e s s a ril y o b s er v e d f or t o ol s e sti m ati n g t h e c o rr e ct n u m b er

of str ai n s, a n d s o m eti m e s a c hi e v e d b y Str ai n E st or Kr a k e n U ni q. T hi s di s cr e p a n c y f or t h e M a s h di st a n c e s c a n

b e e x pl ai n e d b y t h e f a ct t h at t h e mi ni m al M a s h di st a n c e b et w e e n all e sti m at e d str ai n s a n d all str ai n s i n t h e

s a m pl e w a s c al c ul at e d, f a v o uri n g t o ol s w hi c h o v e r e sti m at e t h e n u m b er of str ai n s. F or t h e W S D, e v e n w h e n

hi g h er n u m b er of str ai n s ar e o b s er v e d t h e s e c a n still b e o n a v er a g e cl o s e r t o t h e tr u e str ai n i n t h e s a m pl e,

a n d h e n c e, l e a d t o a l o w W S D. T hi s s h o w s t h e i m p ort a n c e of c o n si d eri n g all m e a s ur e s i n c o m bi n ati o n.

N ot wit h st a n di n g t h e s e o b s e r v ati o n s, o v e r all t h e r e s ult s o n t h e m o c k d at a s et ar e c o n si st e nt wit h t h e r e s ult s

f or si m ul at e d d at a.

NI S T S a m pl e  S p e ci e s  T o ol  Tr u e A b u n d a n c e  # I nf e r r e d S t r ai n s  M a s h di ff e r e n c e  W S D

A

A. b a u m a n nii

S t r ai n S c a n

2. 6 %

3 0. 0 1 2 0. 0 1 8

S t r ai n G E 1  0. 0 0 0 0 2 4  0. 0 0 0 0 9 6

K r a k e n U ni q 9 9 0. 0 1 1 0. 0 1 9

S t r ai n E s t 1 0. 0 0 0 1 2 0. 0 0 0 1 9

E. c oli

S t r ai n S c a n

3 0. 4 %

1 0. 0 0 3 5 0. 0 0 3 5

S t r ai n G E 2 0. 0 0 0 8 3 0. 0 1 2

K r a k e n U ni q 4 0. 0 2 4 0. 0 2 9

S t r ai n E s t 7 0. 0 0 0 9 6 0. 0 0 0 9 6

L. m o n o c yt o g e n e s

S t r ai n S c a n

0. 0 3 %

0  N / A  N / A

S t r ai n G E 0  N / A  N / A

K r a k e n U ni q 2 0. 0 2 6 0. 0 4 2

S t r ai n E s t 2  0. 0 0 2 3  0. 0 0 0 0 9 2

M. t u b e r c ul o si s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 4  N / A  N / A

S t r ai n E s t 0 0 0

B

A. b a u m a n nii

S t r ai n S c a n

3 0. 1 %

1  0. 0 0 0 0 2 4  0. 0 0 0 0 9 6

S t r ai n G E 1  0. 0 0 0 0 2 4  0. 0 0 0 0 9 6

K r a k e n U ni q 2 2 5 0. 0 0 5 3 0. 0 1 9

S t r ai n E s t 2 0. 0 0 3 9 0. 0 0 0 1 9

E. c oli

S t r ai n S c a n

0. 0 4 %

1 0. 2 3 0. 2 3

S t r ai n G E 2 0. 1 3 0. 1 1

K r a k e n U ni q 3 0. 0 2 9  0. 0 3 2

S t r ai n E s t 6 0 0. 0 1 6 0. 0 2 3
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NI S T S a m pl e  S p e ci e s  T o ol  Tr u e A b u n d a n c e  # I nf e r r e d S t r ai n s  M a s h di ff e r e n c e  W S D

B

L. m o n o c yt o g e n e s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 2  N / A  N / A

S t r ai n E s t 2  N / A  N / A

M. t u b e r c ul o si s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 3  N / A  N / A

S t r ai n E s t 0 0 0

C

A. b a u m a n nii

S t r ai n S c a n

0. 0 3 %

0  N / A  N / A

S t r ai n G E 0  N / A  N / A

K r a k e n U ni q 3 4 0. 0 0 9 6 0. 0 2 0

S t r ai n E s t 1  0. 0 0 0 1 2  0. 0 0 0 1 9

E. c oli

S t r ai n S c a n

0. 0 %

1  N / A  N / A

S t r ai n G E 1  N / A  N / A

K r a k e n U ni q 2  N / A  N / A

S t r ai n E s t 4 4  N / A  N / A

L. m o n o c yt o g e n e s

S t r ai n S c a n

3. 9 %

1  0. 0 0 1 1 0. 0 0 1 1

S t r ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

K r a k e n U ni q 1 0. 0 0 5 1 0. 0 0 5 1

S t r ai n E s t 4 0. 0 0 1 5 0. 0 0 0 0 4 8

M. t u b e r c ul o si s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 2  N / A  N / A

S t r ai n E s t 1  N / A  N / A
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NI S T S a m pl e  S p e ci e s  T o ol  Tr u e A b u n d a n c e  # I nf e r r e d S t r ai n s  M a s h di ff e r e n c e  W S D

D

A. b a u m a n nii

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 3 2  N / A  N / A

S t r ai n E s t 3  N / A  N / A

E. c oli

S t r ai n S c a n

2. 7 6 %

1 0. 0 0 3 5 0. 0 0 3 5

S t r ai n G E 1 0. 0 0 0 8 3  0. 0 0 0 8 3

K r a k e n U ni q 3 0. 0 2 9 0. 0 3 1

S t r ai n E s t 1 6 0. 0 0 2 4 0. 0 0 0 9 5

L. m o n o c yt o g e n e s

S t r ai n S c a n

3 0. 0 %

2 0. 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 5 6

S t r ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

K r a k e n U ni q 2 0. 0 2 6 0. 0 4 7

S t r ai n E s t 4 0. 0 0 1 4 0. 0 0 0 0 4 8

M. t u b e r c ul o si s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 3  N / A  N / A

S t r ai n E s t 0 0 0

E

A. b a u m a n nii

S t r ai n S c a n

7. 6 %

1 0. 0 0 0 3 9 0. 0 0 0 4 6

S t r ai n G E 1  0. 0 0 0 0 2 4  0. 0 0 0 0 9 6

K r a k e n U ni q 1 6 0 0. 0 0 2 9 0. 0 1 8

S t r ai n E s t 1 0. 0 0 0 1 2 0. 0 0 0 1 9

E. c oli

S t r ai n S c a n

8. 8 %

2 0. 0 0 3 5 0. 0 8 9

S t r ai n G E 3 0. 0 0 0 8 3 0. 0 3 4

K r a k e n U ni q 3 0. 0 2 4 0. 0 3 1

S t r ai n E s t 5 7 0. 0 0 1 7 0. 0 0 9 4

L. m o n o c yt o g e n e s

S t r ai n S c a n

9. 6 %

1  0. 0 0 1 1 0. 0 0 1 1

S t r ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

K r a k e n U ni q 2 0. 0 2 6 0. 0 4 7

S t r ai n E s t 5 0. 0 0 1 1  0. 0 0 0 0 4 8

M. t u b e r c ul o si s

S t r ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0

S t r ai n G E 0 0 0

K r a k e n U ni q 3  N / A  N / A

S t r ai n E s t 1  N / A  N / A

T a bl e 2. 4: R e s ul t s f o r NI S T s a m pl e s. Tr u e a b u n d a n c e i n di c a t e s t h e p e r c e nt of t h e s a m pl e (i n cl u di n g all s p e ci e s ) t h e s t r ai n
of t h e s p e ci e s li s t e d i n t h e r o w m a k e s u p ( e. g. t h e A. b a u m a n nii s t r ai n m a k e s u p a t o t al of 2. 6 % of s a m pl e A ). N o t e t h a t
p e r c e nt a g e s n e e d n o t t o s u m t o o n e wi t hi n a s a m pl e, a s m o r e t h a n t h e li s t e d s p e ci e s a r e c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e. # i nf e r r e d
s t r ai n s c ol u m n s h o w s t h e n u m b e r of s t r ai n s f o r t h e s p e ci e s e a c h t o ol i nf e r r e d ( o n e s t r ai n w o ul d b e o p ti m al ). M a s h di ff e r e n c e
i n di c a t e s t h e di ff e r e n c e b e t w e e n t w o M a s h di s t a n c e s. T h e fi r s t M a s h di s t a n c e i s t h e mi ni m u m of t h e di s t a n c e s b e t w e e n t h e
i nf e r r e d s t r ai n s a n d t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e. T h e s e c o n d i s t h e mi ni m u m di s t a n c e b e t w e e n t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e a n d all
s t r ai n s i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e fi r s t m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e t h e e s ti m a t e d s t r ai n i s. T h e s e c o n d
m e a s u r e s t h e M a s h di s t a n c e o b t ai n e d b y t h e b e s t p o s si bl e i nf e r e n c e gi v e n t h e d a t a b a s e. A s s u c h t hi s c ol u m n m e a s u r e s h o w cl o s e
t o t h e b e s t p o s si bl e r e s ul t t h e i nf e r e n c e i s. Si mil a rl y, t h e W S D m e a s u r e s t h e s a m e di ff e r e n c e, h o w e v e r, t hi s ti m e f o r t h e W S D of
t h e i nf e r r e d p o p ul a ti o n t o t h e t r u e s t r ai n a n d t h e b e s t p o s si bl e W S D gi v e n t h e d a t a b a s e s t r ai n s. I n t hi s m a n n e r, t h e n u m b e r of
s t r ai n s i nf e r r e d i s t a k e n i nt o a c c o u nt. B ol d f o nt s i n di c a t e t h e b e s t p e rf o r mi n g m o d el f o r a m e t ri c- s a m pl e- s p e ci e s c o m bi n a ti o n.



Di s c u s si o n 1 0 3

Di s c u s si o n

I c o m p ar e d si x st at e- of-t h e- art t o ol s f or st r ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c d at a u si n g a v ari et y of m e a s ur e s

a n d d at a s et s. T h e r e s ult s s h o w t h at i n g e n er al st r ai n i d e nti fi c ati o n i s oft e n p o s si bl e, wit h b ot h Str ai n G E

a n d St r ai n S c a n s h o wi n g hi g h p erf or m a n c e i n m a n y di ff e r e nt c o n diti o n s. O n t h e ot h er h a n d, Kr a k e n U ni q

a n d Str ai n E st h a v e s e v er al d r a w b a c k s, i n cl u di n g a hi g h f al s e p o siti v e r at e. SI G M A a n d MI S T f ail e d t o r u n

c o m pl et el y. St r ai n G E pr o vi d e s r eli a bl e r e s ult s u p t o a M a s h di st a n c e r e s ol uti o n of 0. 0 1 ( a r o u n d 9 9 % A NI),

a n d p ot e nti all y hi g h er wit h s u ffi ci e ntl y fi n e- gr ai n e d cl u st eri n g (i n t hi s r e s e a r c h u p t o ar o u n d 9 9. 6 % A NI w a s

a c hi e v a bl e). A d diti o n all y, Str ai n G E w or k s b e st o n m o c k m et a g e n o m e s. Str ai n S c a n p e rf or m s si mil arl y, a n d

oft e n pr o vi d e s hi g h er t a x o n o mi c r e s ol uti o n, w hil e still gi vi n g r eli a bl e r e s ult s o n m o c k d at a. At l o w c o v e r a g e

Str ai n S c a n d o e s o ut p erf o r m St r ai n G E. H e n c e, m y r e c o m m e n d ati o n i s t o a p pl y Str ai n S c a n f o r l o w c o v er a g e

s a m pl e s w e r e o nl y a si n gl e str ai n i s s u s p e ct e d, w hil e St r ai n G E i s b ett er s uit e d t o s a m pl e s w h er e m ulti pl e

str ai n s a r e s u s p e ct e d t o b e pr e s e nt, a s w ell a s f or hi g h e r c o v e r a g e s. Si mil arl y, Str ai n S c a n p e rf or m s b ett e r

at hi g h r e s ol uti o n cl u st e ri n g s, w hil e St r ai n G E s h o w s t o b e b e st at l o w er r e s ol uti o n s. A n ot a bl e e x c e pti o n

t o t hi s p att er n i s M. t u b e r c ul o si s , w h er e Str ai n S c a n o ut p erf or m s Str ai n G E m or e c o n si st e ntl y. T h e pr e s e nt

i n v e sti g ati o n s u g g e st s t h at t hi s i s d u e t o t h e h o m o g e n e o u s p o p ul ati o n st r u ct ur e of M. t u b e r c ul o si s , wit h

littl e v a ri ati o n b et w e e n i s ol at e s. T hi s pr o vi d e s a c h all e n g e t o e ffi ci e nt cl u st e ri n g, a s w ell a s hi g h pr e ci si o n

i d e nti fi c ati o n. B a s e d o n t hi s, I g e n er all y r e c o m m e n d u si n g St r ai n S c a n f or hi g hl y c o n s e r v e d s p e ci e s s u c h a s

M. t u b e r c ul o si s . Still, c a uti o n s h o ul d b e t a k e n w h e n i nt er pr eti n g r e s ult s at a hi g h t a x o n o mi c r e s ol uti o n a n d

l o w e r r e s ol uti o n i d e nti fi c ati o n will b e m o r e r eli a bl e, w hil e still p r o vi di n g v al u a bl e i n si g ht s i nt o i ntr a- s p e ci e s

di v er sit y. Alt o g et h er, w h e n a p pli e d i n a p pr o pri at e s c e n a ri o s, s u c h a s f or s a m pl e s wit h s u ffi ci e nt s p e ci e s

c o v e r a g e, str ai n r e s ol uti o n m et a g e n o mi c s c a n b e p o s si bl e. N o n et h el e s s, t h e s p e ci e s of i nt er e st will h a v e a n

i m p a ct o n o u r a bilit y f o r str ai n-l e v el r e c o v er y. H e n c e, b ef o r e a p pl yi n g a n y of t h e t e st e d t o ol s t o a n e w s p e ci e s,

t e sti n g s h o ul d b e c o n d u ct e d.

O n e i m p ort a nt o b s er v ati o n i s t h e st ar k di ff er e n c e i n r e s ult s t o t h e o n e s pr e s e nt e d b y Li a o et al. 9 1 . We

g e n er all y s h o w l o w e r p erf o r m a n c e a cr o s s s p e ci e s f or Str ai n S c a n. T h e r e a s o n s f or t hi s di s cr e p a n c y ar e u n-

cl e ar. P ot e nti al r e a s o n s i n cl u d e t h e m or e c h all e n gi n g si m ul at e d d at a s et u p s, f o r e x a m pl e n o n- e q u al r el ati v e

a b u n d a n c e s a c r o s s st r ai n s w er e n ot c o n si d er e d i n t h e w or k of Li a o et al. 9 1 , a n d di ff er e n c e s i n t h e d at a b a s e s.

E s p e ci all y f or E. c oli t h e r e q uir e d r e d u cti o n i n t h e d at a b a s e si z e li k el y h a d a n e ff e ct o n t h e o b s er v e d a c c u r a c y.

N ot wit h st a n di n g t h e p o siti v e r e s ult s t h er e a r e still s e v er al h ur dl e s i n st r ai n r e c o v er y fr o m m et a g e n o mi c d at a

a n d t h e di ff e r e nt t o ol s h a v e d r a w b a c k s i n s o m e ar e a s. Fir st of all, w hil e p erf o r m a n c e o v er all i s g o o d, it i s

h ar d t o k n o w w h et h er t h e r e s ult s f or a p arti c ul a r s a m pl e a r e c orr e ct. N o n e of t h e t o ol s pr o vi d e c o n fi d e n c e
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e sti m at e s f or t h eir i nf e r e n c e m a ki n g it h ar d t o j u d g e t h e q u alit y of t h e r e s ult s i n p r a cti c e. St r ai n G E d o e s

r et ur n a s c or e f or e a c h of t h e i nf er r e d str ai n s a n d a m o r e stri n g e nt c ut o ff will r e d u c e t h e n u m b er of l o w

q u alit y i d e nti fi c ati o n s. H o w e v e r, d et e r mi ni n g a g o o d c ut o ff i n pr a cti c e i s h ar d a n d e s p e ci all y at l o w c o v e r a g e s

t h e d at a m a y s h o w m o r e v ari a bilit y. Si mil arl y, Kr a k e n U ni q r e q ui r e s m or e i nt er pr et ati o n of t h e r e s ult s, a n d

a c u st o m c ut- o ff v al u e h a d t o b e c h o s e n. F urt h e r m or e, w hil e i d e nti fi c ati o n of r ef e r e n c e str ai n s i s i m p ort a nt,

str ai n s f o u n d i n m et a g e n o mi c d at a will n e c e s s aril y di ff er fr o m t h e k n o w n r ef e r e n c e st r ai n s t o s o m e d e gr e e.

H er e, o nl y Str ai n G E o ff e r s a t o ol f or i d e nti fi c ati o n of S N P s a n d l ar g e d el eti o n s. H o w e v e r, n o n e of t h e t o ol s

pr o vi d e t h e p o s si bilit y of e sti m ati n g l ar g e i n s erti o n s, s u c h a s t h o s e t h at o c c ur u p o n t h e a c q ui siti o n of n e w

g e n e s a n d n o n e of t h e t o ol s di sti n g ui s h b et w e e n c o r e a n d a c c e s s o r y g e n o m e. F o r t h e t o ol s t o b e a p pli e d,

s p e ci e s s p e ci fi c c o n si d er ati o n s o n t h e d at a b a s e, t h e cl u st eri n g, a n d t h e e x p e ct e d p erf or m a n c e n e e d t o b e

m a d e, w hi c h c a n b e a di ffi c ult a n d ti m e c o n s u mi n g t a s k. Crit eri a b uil d i nt o t h e t o ol s t h at m a k e t h e a n al y si s

f or di ff e r e nt s p e ci e s e a si e r w o ul d b e b e n e fi ci al. Fi n all y, of t h e t o ol s t h at c o ul d s u c c e s sf ull y b e r u n o nl y

Kr a k e n U ni q pr o vi d e s a s si g n m e nt of r e a d s t o str ai n s. S u c h a n a s si g n m e nt w o ul d b e v al u a bl e f or d o w n st r e a m

a n al y s e s, b ut i s mi s si n g f r o m Str ai n S c a n, Str ai n G E, a n d Str ai n E st.

I n c o n cl u si o n, t h e c o n d u ct e d b e n c h m ar k s h o w s t h e p ot e nti al of st r ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o mi c d at a.

T h e a v ail a bl e t o ol s c a n b e a p pli e d f o r m et a g e n o mi c a n al y si s a n d pr o vi d e u s ef ul i nf or m ati o n. N o n et h el e s s,

s p e ci fi c c o n si d e r ati o n of r e s e a r c h g o al s a n d t h e s p e ci e s u n d e r i n v e sti g ati o n s h o ul d al w a y s b e t a k e n i nt o

a c c o u nt b y r e s e a r c h e r s. T h e r e i s still a l ot of p ot e nti al f or f ut ur e d e v el o p m e nt s b uil di n g o n t h e alr e a d y

a c hi e v e d c a p a biliti e s of t h e pr e s e nt e d t o ol s. I d e nti fi c ati o n of st r ai n s i n m et a g e n o mi c d at a will f u rt h e r o ur

u n d er st a n di n g of mi cr o bi o m e s a n d b ri n gi n g s u r v eill a n c e a n d p ot e nti all y di a g n o sti c s u si n g m et a g e n o mi c s 6 2

i nt o t h e r e al m of p o s si bilit y b y e n a bli n g b a si c r e s e ar c h o n t h e s e t o pi c s u si n g t h e pr e s e nt e d t o ol s.



C h a p t e r I I I

C o r e G e n o m e b a s e d S t r ai n
I d e n ti fi c a ti o n i n M e t a g e n o m e s

‘ W e s wi m n o n st o p i n a n o c e a n of s m all, m e di u m- si z e d, a n d l a r g e a n al o gi e s, r a n gi n g f r o m m u n d a n e t ri vi aliti e s

t o b rilli a nt i n si g ht s.’

– D o u gl a s R. H of st a e dt er

T h e i n v e sti g ati o n i nt o pr e vi o u sl y p u bli s h e d t o ol s f or str ai n i d e nti fi c ati o n r e v e al e d t h e n e e d f o r a n o v el a p-

pr o a c h a d dr e s si n g s o m e of t h e g a p s i n t h e c urr e nt lit e r at ur e. I n m o st c a s e s, t h e a v ail a bl e t o ol s d o n ot c o n si d e r

t h e g e n e c o nt e nt of str ai n s i n a s a m pl e. O nl y t h e Str ai n G E t o ol b o x a d d r e s s e s t hi s i s s u e, a n d t h e n o nl y f or

d el eti o n s of g e n e s. I n pr a cti c e, a s si g n m e nt of g e n e s t o str ai n s i s e s s e nti al, at it c o ul d b e u s e d i n a v a ri et y of

w a y s, b e t h at f or w a st e w at e r b a s e d s ur v eill a n c e o r g e n er al r e s e a r c h o n t h e f u n cti o n c ar ri e d o ut b y a b a ct e ri al

s p e ci e s i n a p a rti c ul a r e n vir o n m e nt. A d diti o n all y, w hil e t h e p erf or m a n c e of s e v er al of t h e a v ail a bl e st r ai n

i d e nti fi c ati o n t o ol s i s hi g h, i n p r a cti c e l a r g e r e c o m bi n ati o n e v e nt s a n d c h a n g e s i n t h e a c c e s s or y g e n o m e m a y

i m p a ct r e al w orl d str ai n i d e nti fi c ati o n if t h e r e c o m bi n ati o n e v e nt or c h a n g e i n t h e a c c e s s o r y g e n o m e h a s n ot

b e e n o b s e r v e d i n pr e vi o u sl y s e q u e n c e d i s ol at e s.

L a stl y, i nt er pr et a bilit y i n m o d el s i s a d e si r a bl e pr o p ert y, i. e. a m o d el s h o ul d pr o vi d e i nf or m ati o n t h at c a n

b e e a sil y c o n n e ct e d t o s ci e nti fi c c o n c e pt s. At t h e s a m e ti m e a g o o d i nt e r pr et a bl e m o d el will s h o w n o ( or

o nl y a sli g ht) d e c r e a s e i n d e s cri pti v e a c c ur a c y 1 8 6 . W hil e s o m e t o ol s c a n c all S N P s a n d ot h er s c a n at l e a st

p arti all y a s si g n r e a d s, t h e i nt e r pr et a bilit y i n t h e a v ail a bl e t o ol s c a n g e n er all y b e i m pr o v e d. T h e a v ail a bl e

m o d el s pr o vi d e littl e i n si g ht i nt o t h e r e a s o n s b e hi n d t h eir i nf e r e n c e s, i. e. h o w t h e i n p ut d at a c o n n e ct s t o t h e

r e p ort e d str ai n mi xt ur e ( a str ai n mi xt ur e b ei n g d e fi n e d a s a r el ati v e a b u n d a n c e di stri b uti o n o v er t h e str ai n s

i d e nti fi e d i n t h e s a m pl e) a n d r e a d a s si g n m e nt i s oft e n n ot p o s si bl e. I n a si mil ar v ei n, a d a pt a bilit y t o di ff er e nt

1 0 5
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r e s e ar c h g o al s c a n f urt h e r b e b e n e fi ci al, a n d a n i nt e r pr et a bl e m o d el wit h a n a p p r o p ri at e str u ct ur e c a n a d dr e s s

t hi s n e e d. T hi s i s tr u e n ot o nl y r e g a r di n g r e a d a s si g n m e nt, b ut al s o wit h a vi e w t o w ar d s g e n e c o nt e nt. I n

t h e c o nt e xt of t h e c urr e nt w or k, g e n e c o nt e nt r ef er s t o c o di n g s e q u e n c e s f o u n d i n t h e g e n eti c s e q u e n c e s of

t h e str ai n s r e pr e s e nt e d i n t h e m et a g e n o mi c d at a. W hil e t h e pr e s e n c e of pr ot ei n c o di n g s e q u e n c e s d o e s n ot

n e c e s s aril y i m pl y t h at t h e s e ar e e x pr e s s e d, i d e ntif yi n g t h e m i s a g o o d fir st st e p t o w a r d s a n a s s e s s m e nt of t h e

f u n cti o n al r ol e of st r ai n s i n a mi c r o bi o m e. C u rr e nt t o ol s al s o d o n ot di sti n g ui s h b et w e e n c o r e a n d a c c e s s o r y

g e n o m e. T h e c or e g e n o m e i s t h e s et of g e n e s f o u n d i n all m e m b e r s of a s p e ci e s. A s s u c h t h e y c a n b e c o n si d er e d

e s s e nti al t o t h e s p e ci e s d e fi niti o n a n d hi g hl y r el e v a nt i n s ur vi v al of t h e or g a ni s m (t h o u g h a di sti n cti o n t o

e s s e nti al g e n e s i s s o m eti m e s m a d e i n t h e lit er at u r e 1 8 7 ). I m p ort a ntl y, a s w e will s e e i n C h a pt e r I V, a n d a s h a s

b e e n s e e n i n ot h e r lit e r at ur e f or e x a m pl e f o r E. c oli 1 5 3 , t h e c or e g e n o m e d o e s d e p e n d o n t h e m e m b e r s of a

s p e ci e s t h at ar e s a m pl e d. Wit h a n i n c r e a s e i n s a m pl e d str ai n s, t h e si z e of t h e c o r e g e n o m e will g o d o w n. A s

s u c h, t h e c o r e g e n o m e m a y b e s a m pli n g d e p e n d e nt b ut will still r e p r e s e nt g e n e s f o u n d a cr o s s a wi d e r a n g e

of s p e ci e s m e m b e r s. I m p ort a ntl y, r e s e a r c h s u g g e st s t h at c or e g e n e s ar e i n d e e d r e g ul a rl y e x pr e s s e d 1 8 8 . T h e

a c c e s s or y g e n o m e o n t h e ot h e r h a n d c or r e s p o n d s t o g e n e s t h at a r e n ot pr e s e nt i n all m e m b er s of a s p e ci e s.

I m p o rt a ntl y, t h e y m a y di ff er b et w e e n e n vir o n m e nt s a n d d et e r mi n e di ff e r e nt f u n cti o n al r ol e s a b a ct e ri al str ai n

pl a y s a s w ell a s p r o vi d e t ar g et s f or s el e cti o n t o a ct o n 1 8 9 . T h e i n cl u si o n of a c c e s s or y g e n e s i n t h e m o d el i s

f urt h e r a d dr e s s e d i n C h a pt e r I V.

I ai m t o a d dr e s s t h e a b o v e i s s u e s b y d e v el o pi n g a n o v el t o ol. M o d el d e v el o p m e nt i s t a c kl e d i n t w o m ai n p h a s e s.

I n t hi s c h a pt er, o nl y t h e c or e g e n o m e of a gi v e n s p e ci e s i s c o n si d e r e d f or str ai n i d e nti fi c ati o n. I m p ort a ntl y, t h e

m o d el s h o ul d a p pli c a bl e t o a n y s p e ci e s t hr o u g h a n a ut o m at e d pi p eli n e f or c or e g e n o m e e xt r a cti o n. F o c u si n g

o n t h e c or e g e n o m e o nl y fir st will pr o vi d e a cl e a r er d e v el o p m e nt p at h f o r m o d el d e v el o p m e nt a n d a d diti o n all y

will p r o vi d e a n o pti o n f or i d e ntif yi n g str ai n s, or cl u st er s of st r ai n s, b a s e d o n j u st t h e c o r e g e n o m e. W hil e a n

M L S T str ai n t y p e i d e nti fi er e xi st s f o r m et a g e n o mi c d at a 8 3 , it i s li mit e d t o t h e M L S T h o u s e k e e pi n g l o ci, a s

o p p o s e d t o c o n si d eri n g a wi d e r s et of c or e g e n e s or pr ot ei n c o di n g s e q u e n c e s, a n d n at u r all y li mit e d t o s p e ci e s

f or w hi c h M L S T s c h e m e s ar e a v ail a bl e. I n t h e fir st i n st a n c e, f o ur di ff er e nt m o d el s w e r e d e v el o p e d. T h e s e a r e

b a s e d o n eit h er a r e a d- str ai n mi s m at c h or a si n gl e- n u cl e oti d e- pr o p orti o n b a si s. Eit h er of t h e s e a p pr o a c h e s

h a s it s o w n a d v a nt a g e s. M et h o d s t h at ar e b a s e d o n r e a d s, a n d p erf or m a s si g n m e nt of r e a d s t o str ai n s, m a y

all o w f or i m pr o v e d, str ai n- b a s e d a s s e m bl y or ot h er a n al y s e s i n v ol vi n g s p e ci fi c r e a d s. O n t h e ot h er h a n d,

S N P b a s e d m et h o d s m a y all o w t h e di r e ct i nf er e n c e of S N P s i n t h e str ai n s f o u n d, t h o u g h o n e c o ul d i m a gi n e

d oi n g t hi s i n a p o st pr o c e s si n g st e p f or r e a d- b a s e d m et h o d s a s w ell. T h e di ff er e nt m o d el s w e r e c o m p a r e d o n

a s et of d at a si m ul at e d fr o m A. b a u m a n nii a s s e m bli e s. A. b a u m a n nii g e n er all y s e r v e d a s e x a m pl e s p e ci e s f or

m o d el d e v el o p m e nt. A. b a u m a n nii w a s c h o s e n f or it s r el e v a n c e a s a s p e ci e s h ar b o ri n g a nti bi oti c r e si st a n c e,
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wit h c ar b a p e n e m-r e si st a nt A. b a u m a n nii h a vi n g P ri o rit y 1: C riti c al st at u s o n t h e W H O’ s li st of b a ct e ri al

p at h o g e n s ur g e ntl y r e q uiri n g n o v el a nti bi oti c s 1 5 6 . A d diti o n all y, a s u m m a r y of hi g h- q u alit y A. b a u m a n nii

w h ol e g e n o m e a s s e m bli e s b y H e r n á n d e z- G o n z ál e z et al. 1 5 4 pr o vi d e s a r eli a bl e r ef er e n c e d at a b a s e of st r ai n s.

Fi n all y, o ur c oll a b o r at or S a nti a g o C a still o R a mir e z i s a n e x p ert o n A. b a u m a n nii a n d c o ul d p r o vi d e v al u a bl e

a d vi c e d uri n g m o d el d e v el o p m e nt. All of t h e pr e s e nt e d m o d el s h a v e a n MI L P at t h eir c or e. T h e fl e xi bilit y i n

e n c o m p a s si n g bi ol o gi c al p r o bl e m s, t h e e ffi ci e nt m et h o d s a n d t o ol s d e v el o p e d t o s ol v e MI L P s, a n d t h eir hi g h

l e v el of i nt er pr et a bilit y m a k e MI L P s a n i d e al b a si s f or m o d el d e v el o p m e nt.

M e t h o d s

I n t ot al f o ur di ff er e nt MI L P m o d el s w er e d e v el o p e d. T h e s e c a n b e e a sil y g r o u p e d i nt o t w o cl a s s e s. T h e

fir st cl a s s of m o d el s i s b a s e d o n p e r-l o c u s n u cl e oti d e pr o p orti o n s o b s e r v e d i n m et a g e n o mi c r e a d s, w h er e e a c h

l o c u s i s o n e p o siti o n i n a r ef er e n c e m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt ( M S A) of a c o r e g e n e. T h e s e c o n d cl a s s of

m o d el s w or k s o n a b a si s of o b s e r v e d n u m b er of b a s e p air mi s m at c h e s b et w e e n e a c h m et a g e n o mi c r e a d a n d

e a c h r ef er e n c e s e q u e n c e. T h e s e l att e r a p pr o a c h e s t h e n ai m t o d e c o d e str ai n s o n a g e n e- b y- g e n e b a si s, b y

i nf er ri n g str ai n s a s a mi xt ur e of all el e s. B ot h t y p e s of m o d el s will b e i nt e r pr et a bl e b y p r o vi di n g i n si g ht s i nt o

w hi c h l o ci or g e n e s dri v e t h e d e ci si o n p r o c e s s, w hi c h m a y b e u s ef ul i n p o st pr o c e s si n g a n d i nt er pr et ati o n of t h e

m o d el s. F u rt h er m o r e, t h e m o d el s b a s e d o n r e a d s ar e d e si g n e d t o e n a bl e a s si g n m e nt of t h e s e r e a d s t o s p e ci fi c

str ai n s. A s a b a si s f or t h e m o d el s b ot h i nf or m ati o n o n t h e p er-l o c u s n u cl e oti d e pr o p orti o n s a s w ell a s o n t h e

mi s m at c h e s b et w e e n r e a d s a n d r ef e r e n c e s e q u e n c e s ar e r e q uir e d. Fir st, I will d e s cri b e t h e pr e pr o c e s si n g b y

w hi c h a c ur at e d d at a b a s e of c or e g e n e r ef er e n c e s e q u e n c e s f or A. b a u m a n nii w a s c r e at e d. T h e n I will d e s cri b e

t h e f o ur m o d el s. L a stl y, I will di s c u s s t h e c ali br ati o n of t h e m o d el s’ h y p e r- p ar a m et er s o n a t u ni n g d at a s et of

si m ul at e d m et a g e n o mi c s a m pl e s a s w ell a s t h e p erf or m a n c e of t h e b e st p e rf or mi n g m o d el s o n si m ul at e d t e st

d at a s et s.

N o t a ti o n

T hr o u g h o ut t hi s c h a pt er a n d C h a pt e r I V v a ri o u s s y m b ol s will b e i nt r o d u c e d a n d a u ni fi e d n a mi n g c o n v e nti o n

will b e u s ef ul. S et s ar e t y p e d i n c alli gr a p hi c f o nt ( e. g. T ) a n d t h e c ar di n alit y of a s et i s d e n ot e d i n b ol df a c e

( e. g. T ). L ati n l ett er s ( e. g. T or t) r e pr e s e nt v ari a bl e s of t h e m o d el s, a n d Gr e e k c a pit al s ( e. g. ∆) i n p ut

d at a. L a stl y, p ar a m et e r s ar e r e pr e s e nt e d b y l o w er c a s e Gr e e k l ett er s ( e. g. λ ). Oft e n v ari a bl e s or d at a will

b e i n d e x e d, f or e x a m pl e a s Ψ a, b . U nl e s s m e nti o n e d ot h e r wi s e, t h e i n di c e s c or r e s p o n d t o el e m e nt s of t h e
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c orr e s p o n di n g s et i n di c at e d b y t h e s a m e l ett er ( h er e a ∈ A a n d b ∈ B ). If a n o p er at o r i s o v e r m ulti pl e s et s

it i s a s s u m e d t o g o o v er t h e C art e si a n pr o d u ct of t h e s et s. F or e x a m pl e,

∑︁

a ∈ A , b∈ B

X a, b ( 3. 1)

i s t h e s u m o v er e ntri e s of X a, b o v er all c o m bi n ati o n s of a a n d b .

R ef e r e n c e D a t a b a s e

T h e m o d el s i n t h e c u rr e nt c h a pt er w a s b uil d a n d t e st e d o n A. b a u m a n nii , w h er e a s t h e n e xt c h a pt er al s o

c o n si d er s ot h e r s p e ci e s. A s f o r t h e t o ol s c o m p ar e d i n C h a pt er II, t h e t o ol I d e v el o p h e r e m a k e s u s e of a

r ef er e n c e d at a b a s e of a s s e m bli e s ( a g ai n al s o r ef er r e d t o a s str ai n s t h r o u g h o ut). T h e r ef e r e n c e a s s e m bli e s f or

A. b a u m a n nii w e r e t h e s a m e a s i n C h a pt e r II, i. e. t h e c ur at e d li st of a s s e m bli e s pr o vi d e d b y H e r n á n d e z-

G o n z ál e z et al. 1 5 4 . F or t h e pr e s e nt st a g e of m o d el d e v el o p m e nt, t h e t ot al d at a b a s e of 1 3 7 3 a s s e m bli e s w a s

u s e d, s u c h t h at at t hi s st a g e t h e 1 0 % of a s s e m bli e s e x cl u d e d f r o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e i n C h a pt er II w e r e

k e pt i n t h e d at a b a s e. F or t h e v ali d ati o n of t h e f ull m o d el d e s cri b e d i n C h a pt er I V, t h e r e d u c e d d at a b a s e

i s u s e d a g ai n t o e n a bl e a n a c c ur at e e v al u ati o n a n d c o m p ari s o n t o t h e ot h er t o ol s ( s e e m et h o d s s e cti o n i n

C h a pt er I V).

P r e p r o c e s si n g

All f o u r m o d el s w or k o n si n gl e- c o p y c o r e g e n e s ( S C C G s) e xtr a ct e d fr o m t h e r ef e r e n c e str ai n s. T hi s h a s

t h e b e n e fit t h at d u pli c at e g e n e s c a n b e e x cl u d e d. F urt h e r, g e n o m e s c a n t h e n b e s e p a r at e d i nt o c or e a n d

a c c e s s or y, i n cr e a si n g i nt er p r et a bilit y. D u pli c at e g e n e s w o ul d s k e w t h e o b s er v e d a b u n d a n c e s of r e a d s i n a

s a m pl e, h e n c e c o m pli c ati n g a n al y s e s. A d diti o n all y, c or e a n d a c c e s s or y g e n e s r e q uir e di ff er e nt a p pr o a c h e s,

a s will b e d e s cri b e d b el o w a n d i n C h a pt er I V, d u e t o t h e p r e s e n c e of a c c e s s o r y g e n e s i n o nl y s o m e of t h e

r ef er e n c e str ai n s. T h e d e v el o p e d m et h o d i s b a s e d o n S C C G s a n d a s t h e t o ol d e v el o p e d h er e s h o ul d b e

e a sil y e x p a n d a bl e t o n e w s p e ci e s o r s et s of r ef e r e n c e st r ai n s u s e d b y a n y r e s e a r c h e r a n a ut o m at e d w a y of

g e n er ati n g c or e g e n e s et s w a s r e q uir e d. T o g e n er at e S C C G s, Pr o k k a 1 9 0 w a s u s e d wit h d ef a ult o pti o n s t o

e xtr a ct o p e n r e a di n g fr a m e s ( O R F s). Fr o m t h e s e, p r ot ei n c o di n g s e q u e n c e s, w hi c h all r ef er e n c e s t o a g e n e

fr o m h e r e o n r ef e r t o f or e a s e of e x p o siti o n, w er e e xt r a ct e d. N e xt, a n y g e n e t h at a p p e ar e d m o r e t h a n o n c e

i n at l e a st o n e str ai n w a s di s c ar d e d t o ar ri v e at si n gl e c o p y g e n e s. S C C G s w e r e t h e n d et er mi n e d a s t h o s e

g e n e s t h at a p p e a r i n e v er y st r ai n. N e xt, e a c h S C C G w a s ali g n e d i n d e p e n d e ntl y u si n g M A F F T 1 9 1 ( wit h
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o pti o n s - - a u t o - - i n p u t o r d e r - - n u c - - t h r e a d 1 0 ). H e r e, ali g n m e nt w a s d o n e i n a r ef er e n c e f r e e m a n n er

b et w e e n t h e s e q u e n c e s e xtr a ct e d f r o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e a s s e m bli e s. T hi s r e s ult e d i n 3 8 S C C G M S A s.

All ot h er 1 2 6 9 si n gl e c o p y g e n e s w e r e cl a s si fi e d a s a c c e s s o r y. F urt h e r, 3 6 6 si n gl et o n s ( g e n e s o nl y a p p e ari n g

i n o n e str ai n) w e r e i d e nti fi e d. T h e hi st o gr a m of t h e n u m b er of str ai n s g e n e s a p p e a r i n c a n b e s e e n i n Fi g u r e

3. 1. N ot a bl y, a n ot h e r o pti o n f or i d e ntif yi n g g e n e s et s i s pr e s e nt e d b y u si n g P a n ar o o 1 9 2 , a t o ol f o r g e n er ati n g

t h e p a n g e n o m e of a s p e ci e s. P a n ar o o al s o pr o vi d e s i d e nti fi c ati o n ali g n m e nt s f o r c o r e a n d a c c e s s or y g e n e s.

P a n ar o o’ s g e n e i d e nti fi c ati o n st e p al s o i n v ol v e s Pr o k k a, f oll o w e d b y cl u st eri n g of t h e g e n e s u si n g C D- hit 1 9 3 .

H o w e v er, cr e ati n g a p a n g e n o m e i n t h e fir st pl a c e r e q uir e s c o n si d er a bl e r e s o ur c e s a n d m a y n ot b e f e a si bl e f or

r ef er e n c e d at a b a s e s of a r bitr ar y si z e. H e n c e, t hi s o pti o n w a s n ot f urt h er p u r s u e d f o r t hi s p art of m et h o d

d e v el o p m e nt, b ut m a y b e a pr o mi si n g a p pr o a c h i n f ut ur e w or k.

N e xt, t h e r ef e r e n c e st r ai n s w er e cl u st e r e d. r Hi er B A P S 1 9 4 w a s u s e d f or cl u st e ri n g of t h e str ai n s u si n g t h e

s e q u e n c e s of t h e e xtr a ct e d S C C G s. r Hi er B A P S ai m s t o i d e ntif y s u b p o p ul ati o n s i n a s et of s e q u e n c e s u n d e r

t h e a s s u m pti o n of t h e e xi st e n c e of s u b p o p ul ati o n s wit h di sti n ct all el e fr e q u e n ci e s. It s cl u st e ri n g al g o rit h m i s

b a s e d o n di sti n ct all el e s f o u n d i n t h e s et of s e q u e n c e s p r o vi d e d ( h e r e, t h e S C C G s of t h e r ef er e n c e a s s e m bli e s)

o n t h e b a si s of w hi c h t h e s e q u e n c e s ar e cl u st er e d i nt o a n u m b e r of cl u st e r s, w h er e a n u p p er li mit f or t h e

n u m b er cl u st e r s i s a p a r a m et er f or t h e s oft w ar e ( s et t o 2 0). T h e cl u st e ri n g w a s p erf o r m e d t o e v al u at e t h e

m o d el s’ p e rf or m a n c e at l o w e r l e v el s of t a x o n o mi c r e s ol uti o n a n d b e c a u s e o n e of t h e m o d el s b el o w w or k s o n

a cl u st er b a si s r at h e r t h a n a n i s ol at e b a si s.

Fi g u r e 3. 1: Hi s t o g r a m of n u m b e r of s t r ai n s g e n e s w e r e f o u n d i n.
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N u cl e o ti d e p r o p o r ti o n b a s e d M o d el s

F or t h e fir st cl a s s of m o d el s, m et a g e n o mi c r e a d s ar e a s si g n e d t o t h e S C C G s u si n g B o wti e 2 1 9 5 ( a t o ol t h at al-

l o w s f a st ali g n m e nt of s e q u e n c e s a g ai n st m a n y l ar g e r ef er e n c e s e q u e n c e s; o pti o n s u s e d w er e - - l o c a l - - n o - u n a l

- - n o - h d - - n o - s q - f ), all o wi n g o nl y o n e m at c h p er r e a d. T h e - f o pti o n t a k e s f a st a fil e s a s q u e r y s e q u e n c e s,

h e n c e t h e f a st q fil e s w er e c o n v ert e d t o f a st a fil e s. T hi s w a s d o n e a s o nl y p erf e ct m at c h e s b et w e e n t h e r e a d s

a n d t h e S C C G s w e r e all o w e d, w hi c h i s u nli k el y t o o c c ur d u e t o a r a n d o m s e q u e n ci n g e rr or. T h e M A P Q

s c or e w a s n ot c o n si d er e d at t hi s st a g e, a s t h e si m ul at e d d at a u s e d f o r m o d el v ali d ati o n g e n er all y s h o w s v e r y

hi g h q u alit y s c or e s a n d w or ki n g wit h f a st a fil e s will li k el y r e d u c e p r o c e s si n g ti m e d uri n g m o d el d e v el o p m e nt.

F or a n al y zi n g r e al m et a g e n o mi c d at a t h e q u alit y s c or e s c a n b e utili z e d d uri n g t h e ali g n m e nt p r o c e s s wit h

B o wti e 2. All r e a d s p erf e ctl y m at c hi n g a n S C C G a r e t h e n a d d e d t o t h e M S A of t h e r e s p e cti v e g e n e cr e at e d

fr o m t h e r ef er e n c e d at a b a s e a s s e m bli e s u si n g M A F F T (- - a d d f r a g m e n t s o pti o n). O nl y c o m pl et el y m at c hi n g

r e a d s ar e u s e d t o a v oi d mi si d e nti fi c ati o n of s e q u e n ci n g er r o r s a s S N P s. N ot e t h at mi s m at c h e s m a y al s o b e

d u e t o a ct u al s e q u e n c e v ari ati o n, a n d s e q u e n ci n g err or s c o ul d b e b al a n c e d b y c o rr e ct r e a d s wit h s u ffi ci e nt

d e pt h of c o v er a g e. H e n c e, o n e m a y w a nt t o i n cl u d e n o n- p erf e ct m at c h e s. T h e n e e d t o i n cl u d e hi g h e r n u m b er

of mi s m at c h e s li k el y al s o d e p e n d s o n t h e e n vi r o n m e nt u n d er i n v e sti g ati o n, t h e s p e ci e s u n d er c o n si d er ati o n

a n d o u r pri or b eli e v e a b o ut t h e si mil a rit y of t h e str ai n s i n a s a m pl e t o o u r a v ail a bl e r ef er e n c e d at a b a s e. T hi s

will b e a d d r e s s e d i n f ut ur e r e s e a r c h. B a s e d o n t h e a d d e d r e a d s i n t h e M S A s t h e n u cl e oti d e- b y-l o c u s m atri x

Ψ w a s cr e at e d. E a c h e ntr y Ψ l, n f or n u cl e oti d e n ∈ N at l o c u s l ∈ L i s t h e pr o p orti o n of r e a d s h a vi n g t h at

n u cl e oti d e at t h at l o c u s i n t h e M S A. H e r e, N i s t h e s et of n u cl e oti d e s { A, T, G, C } a n d L i s t h e s et of all

l o ci a c r o s s all S C C G s. L a stl y, o nl y t h o s e l o ci w er e c o n si d er e d t h at v ar y wit hi n t h e r ef e r e n c e str ai n s’ S C C G s

t o r e d u c e t h e m o d el si z e a n d a s t h e s e will b e t h e o nl y l o ci w hi c h pr o vi d e i nf o r m ati o n t o t h e m o d el s. All

p o siti o n s wit h a c o v er a g e b el o w γ m i n w er e al s o r e m o v e d.

I d e v el o p e d t w o m o d el s w hi c h e sti m at e str ai n s b y mi ni mi zi n g t h e d e vi ati o n fr o m t h e o b s e r v e d n u cl e oti d e

fr e q u e n ci e s Ψ. T h e MI L P s d e v el o p e d f o r t hi s p u r p o s e ( a s all ot h e r s pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s) w e r e i m pl e m e nt e d

i n C P L E X 2 2. 1. T h e u n d e rl yi n g a s s u m pti o n i n t h e s e m o d el s i s t h at t h e fr e q u e n c y at w hi c h w e s a m pl e e a c h

n u cl e oti d e at e a c h l o c u s i n t h e c or e g e n o m e i s a p pr o xi m at el y e q u al t o t h e t ot al r el ati v e a b u n d a n c e s of t h e

str ai n s i n t h e s a m pl e s t h at c arr y t h at n u cl e oti d e at t h at l o c u s. H er e, t h e c o n str ai nt of o nl y c o n si d eri n g c or e

g e n e s b e c o m e s i m p o rt a nt, a s t hi s a s s u m pti o n c a n b e vi ol at e d b y t h e i n cl u si o n of a c c e s s or y g e n e s ( Fi g ur e 3. 2).

A si mil ar ar g u m e nt c a n b e m a d e f o r d u pli c at e g e n e s.
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Fi g u r e 3. 2: Ill u s t r a ti o n of h o w g e n e s n o t s h a r e d b e t w e e n s t r ai n s c a n s k e w t h e o b s e r v e d n u cl e o ti d e p r o p o r ti o n s.
T h e l a s t si x l o ci ( h e r e a s s u m e d t o r e p r e s e nt a n a c c e s s o r y g e n e ) a r e o nl y p r e s e nt i n s t r ai n B ( a c t u al n u cl e o ti d e s o nl y
ill u s t r a ti v e ). T hi s l e a d s t o all of t h e s e l o ci b ei n g o b s e r v e d a t a p r o p o r ti o n of 1. 0, e v e n t h o u g h s t r ai n B i s o nl y p r e s e nt
a t a r el a ti v e a b u n d a n c e of 0. 3.

S t r ai n- Mi x t u r e M o d el

T h e fir st m o d el u si n g t h e n u cl e oti d e pr o p o rti o n m at ri x Ψ i s t h e str ai n- mi xt ur e m o d el. T h e g o al of t hi s

m o d el i s t o e sti m at e a p r o p o rti o n P s f or e a c h r ef er e n c e str ai n s ∈ S , s u c h t h at t h e r e s ulti n g p r o p orti o n s of

t h e e sti m at e d str ai n s’ n u cl e oti d e s m at c h e s t h e o b s er v e d p r o p orti o n s Ψ a s cl o s el y a s p o s si bl e, w hil e f a v ori n g

s ol uti o n s wit h f e w e r str ai n s h a vi n g n o n- z er o pr o p orti o n s. S i s t h e s et of all r ef er e n c e str ai n s. A n a d diti o n al

pi e c e of i n p ut d at a i s Φ l, s, n w hi c h i s 1 if r ef er e n c e str ai n s ∈ S c ar ri e s n u cl e oti d e n ∈ N at l o c u s l ∈ L a n d

0 ot h e r wi s e. Φ i s e xtr a ct e d fr o m t h e M S A s of t h e S C C G s. I n t h e MI L P f o r m ul ati o n e a c h P s i s a c o nti n u o u s

v ari a bl e wit h P s ∈ [ 0, 1]. A n o pti m al str ai n mi xt ur e f or g e n e r ati n g t h e o b s er v e d n u cl e oti d e p r o p o rti o n s c a n

b e o bt ai n e d b y mi ni mi zi n g t h e di ff er e n c e b et w e e n t h e e sti m at e d p r o p o rti o n s of t h e n u cl e oti d e s a c c or di n g

t o t h e e sti m at e d str ai n pr o p orti o n s P s a n d t h ei r n u cl e oti d e s Φ l, s, n , a n d t h e o b s e r v e d n u cl e oti d e fr e q u e n ci e s

Φ l, n . T hi s will g e n er at e a str ai n mi xt u r e w h o s e n u cl e oti d e pr o p o rti o n m at c h e s t h e o b s e r v e d o n e s a s cl o s el y

a s p o s si bl e. F or m all y, t hi s m e a n s mi ni mi zi n g

∑︁

l∈ L , n∈ N

Ω l

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
Ψ l, n −

∑︁

s ∈ S

P s Φ l, s, n

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
, ( 3. 2)

w h er e Ω l i s t h e r e a d c o v er a g e at l o c u s l. T hi s f a ct or w a s i ntr o d u c e d t o gi v e m or e w ei g ht t o p o siti o n s t h at

ar e o b s er v e d fr e q u e ntl y, a s t h e s e will li k el y c ar r y m o r e r eli a bl e i nf o r m ati o n a b o ut t h e st r ai n c o m p o siti o n.

A d diti o n all y, t o p r e v e nt o v er fitti n g a n d a rri v e at a s ol uti o n wit h a s f e w str ai n s a s p o s si bl e, t h e n u m b e r of
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r ef er e n c e st r ai n s f o r w hi c h P s > 0 i s mi ni mi z e d. T o t hi s e n d, a bi n ar y d e ci si o n v a ri a bl e X s ∈ { 0 , 1 } i s d e fi n e d

a n d c o n str ai n e d vi a X s ≥ P s f or all s ∈ S . I n cl u di n g t h e s u m o v e r all X s i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n will

mi ni mi z e t h e n u m b er of st r ai n s wit h a n o n- z e r o pr o p o rti o n. F o r m all y, w e mi ni mi z e

∑︁

s ∈ S

X s ( 3. 3)

W hil e t hi s s p a r sit y o bj e cti v e c a n b e dir e ctl y i n c o r p or at e d i nt o t h e MI L P f or m ul ati o n, E q u ati o n 3. 2 n e e d s t o

b e r e d e fi n e d d u e t o t h e n o n-li n e a r a b s ol ut e v al u e i n it s d e fi niti o n. T o t hi s e n d, d e ci si o n v a ri a bl e s D l, n ∈ [ 0, 1]

f or p ∈ L , n ∈ N ar e i ntr o d u c e d. T h e n t h e c o n str ai nt s

D l, n ≥ Ψ l, n −
∑︁

s ∈ S

P s Φ l, s, n

D l, n ≥
∑︁

s ∈ S

P s Φ l, s, n − Ψ l, n

ar e a d d e d t o t h e m o d el. T h e fi r st p art of t h e o bj e cti v e f u n cti o n i s t h e n

∑︂

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n . ( 3. 4)

N e xt, t h e o bj e cti v e f u n cti o n c a n b e f o r m e d. T h e t w o p art s of t h e o bj e cti v e f u n cti o n r e q ui r e t o b e w ei g ht e d

i n a s e n si bl e m a n n er. T o r e n o r m ali z e t h e a d d e d w ei g ht c o ntri b ut e d b y e a c h Ωl , t h e f a ct or Ωˆ
− 1

i s i ntr o d u c e d,

w h er e Ω̂ i s t h e a v e r a g e c o v er a g e a c r o s s all l o ci. A d diti o n all y, t h e f a ct or L − 1 i s i nt r o d u c e d, e ff e cti v el y di vi di n g

t h e s u m o v er D l, n b y t h e n u m b e r of l o ci i n t h e m o d el. T h e n, a h y p e r p ar a m et er λ p c a n b e i ntr o d u c e d w hi c h

w ei g h s t h e i m p ort a n c e of t h e a b o v e p a rt of t h e o bj e cti v e f u n cti o n r el ati v e t o t h e s p ar sit y, w ei g ht e d it s elf b y

λ s . I nt r o d u ci n g λ s i s n ot stri ctl y n e c e s s ar y, a s o nl y t h e r ati o b et w e e n t h e w ei g ht s h a s a n i m p a ct. I i n cl u d e

it h er e f or c o n si st e n c y, a s t h e m o d el s i n C h a pt e r I V al s o i n cl u d e a s p a r sit y w ei g ht, b ut wit h m o r e t h a n o n e

ot h er w ei g ht, a n d t o m a k e t h e m o d el m or e e a sil y a d a pt a bl e ( s a y, b y s etti n g λ s = 0). T h e fi n al o bj e cti v e

f u n cti o n i s

λ s

∑︂

s ∈ S

X s +
λ p

L Ω̂

∑︂

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n . ( 3. 5)

L a stl y, t h e c o n str ai nt
∑︂

s ∈ S

P s = 1 . ( 3. 6)

will e n s ur e t h at t h e r el ati v e a b u n d a n c e s P s i n d e e d d e fi n e a pr o b a bilit y m a s s f u n cti o n. T h e c o m pl et e f o r m u-

l ati o n t h e n i s
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Str ai n- Mi xt ur e M o d el

mi ni mi z e λ s

∑︁

s ∈ S

X s +
λ p

L Ω̂

∑︁

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n

s.t. X s ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S

P s ∈ [ 0, 1] , s ∈ S

D l, n ∈ [ 0, 1] , l ∈ L , n ∈ N

X s ≥ P s , s ∈ S

D l, n ≥ Ψ l, n −
∑︁

s ∈ S

P s Φ l, s, n , l ∈ L , n ∈ N

D l, n ≥
∑︂

s ∈ S

P s Φ l, s, n − Ψ l, n , l ∈ L , n ∈ N

∑︂

s ∈ S

P s = 1

N u cl e o ti d e- Mi x t u r e M o d el

T h e s e c o n d m o d el i s t h e n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el. H er e, all r ef er e n c e str ai n s e q u e n c e s ar e di s c a r d e d d uri n g

t h e MI L P o pti mi z ati o n. I n st e a d, u p t o K n o v el str ai n s a r e e sti m at e d ( c o rr e s p o n di n g t o t h e s et of e sti m at e d

str ai n s K wit h el e m e nt s { 1 , 2 , ..., K } ) at pr o p orti o n s P k ∈ [ 0, 1] f or k ∈ K a s s e q u e n c e s of S N P s. T h e

m ai n di ff er e n c e b et w e e n t h e st r ai n- mi xt u r e a n d n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el s i s h o w t h e n u cl e oti d e s e q u e n c e s

of t h e str ai n s ar e e sti m at e d. I n t h e str ai n mi xt u r e m o d el, r ef e r e n c e st r ai n s ar e e sti m at e d a n d t h e n u cl e oti d e

s e q u e n c e s of t h e e sti m at e d st r ai n s c o rr e s p o n d e x a ctl y t o t h e n u cl e oti d e s of t h e s e r ef er e n c e str ai n s. I n c o ntr a st,

i n t h e n u cl e oti d e- mi xt u r e m o d el, t h e n u cl e oti d e s e q u e n c e s of t h e e sti m at e d st r ai n s a r e d et e r mi n e d d e n o v o

t o b e st m at c h t h e o b s er v e d n u cl e oti d e s. K i s s et b ef or e h a n d a s a p ar a m et e r d et er mi ni n g t h e m a xi m u m

n u m b er of str ai n s. I n t h e m o d el, e a c h str ai n i s d e fi n e d a s a s e q u e n c e of bi n ar y v ari a bl e s Y l, k, n ∈ { 0 , 1 } , w h er e

Y l, k, n = 1 i n di c at e s t h at e sti m at e d str ai n k ∈ K c ar ri e s n u cl e oti d e n ∈ N at l o c u s l ∈ L , w hil e Y l, k, n = 0

i n di c at e s t h at t h e st r ai n d o e s n ot c ar r y t h at n u cl e oti d e at t h e l o c u s. L i s t h e s et of t h e p o siti o n s i n t h e

c o n c at e n at e d M S A s of t h e S C C G s, a s i n t h e str ai n- mi xt ur e m o d el. A s b ef o r e Ψ s h o ul d b e m at c h e d a s cl o s el y

a s p o s si bl e b y t h e e sti m at e d str ai n s, w hil e h a vi n g a s f e w str ai n s a s p o s si bl e wit h a n o n- z e r o pr o p orti o n.

H e n c e, t h e o bj e cti v e f u n cti o n s h o ul d c o nt ai n

∑︂

( l, n) ∈ L × N

Ω l

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
Ψ l, n −

∑︂

k ∈ K

Z l, k, n

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
, ( 3. 7)
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a g ai n mi ni mi zi n g t h e di ff er e n c e b et w e e n t h e o b s er v e d a n d e sti m at e d n u cl e oti d e pr o p orti o n. I n c o ntr a st

t o t h e st r ai n- mi xt ur e m o d el, t h e n u cl e oti d e s h e r e a r e e sti m at e d d e n o v o t o m at c h t h e o b s er v e d n u cl e oti d e

pr o p orti o n s, w h e r e a s i n t h e str ai n- mi xt ur e m o d el t h e n u cl e oti d e s w er e t h e o n e s t h at w er e c ar ri e d b y t h e

e sti m at e d r ef e r e n c e st r ai n s. H er e, P s Φ l, s, n fr o m t h e str ai n- mi xt ur e m o d el i s r e pl a c e d b y Z l, k, n . Z l, k, n ∈ [ 0, 1]

i s a d e ci si o n v ari a bl e e n c o di n g t h e r el ati v e pr o p o rti o n of e sti m at e d st r ai n k at l o c u s l if t h e e sti m at e d str ai n

k c arri e s n u cl e oti d e n at t h at l o c u s. I n or d er t o m a k e Z l, k, n f ul fill t hi s r e q uir e m e nt a f e w n e w c o n st r ai nt s

ar e r e q uir e d. Fi r st, Z l, k, n = P k m u st b e s ati s fi e d, i. e. Z l, k, n n e e d s t o r e pr e s e nt t h e e sti m at e d p r o p o rti o n of

str ai n k . T hi s will b e a c hi e v e d b y a d di n g t h e c o n str ai nt s

∑︁

n ∈ N

Z l, k, n = P k ( 3. 8)

f or all k ∈ K , l ∈ L . A d diti o n all y, Z l, k, n > 0 s h o ul d o nl y b e p o s si bl e if t h e e sti m at e d str ai n k c a rri e s n u cl e oti d e

n at l o c u s l w hi c h i s e nf or c e d t hr o u g h

Y l, k, n ≥ Z l, k, n ( 3. 9)

f or all l ∈ L , k ∈ K , n ∈ N . N o w, all t h at i s l eft i s t o e n s ur e t h at e a c h e sti m at e d str ai n c arri e s e x a ctl y o n e

n u cl e oti d e at e a c h p o siti o n, w hi c h i s a c hi e v e d t hr o u g h t h e c o n str ai nt

∑︁

n ∈ N

Y l, k, n = 1 ( 3. 1 0)

f or all l ∈ L , k ∈ K . T h e n E q u ati o n 3. 7 c a n b e e x pr e s s e d a s i n t h e str ai n- mi xt ur e m o d el vi a

D l, n ≥ Ψ l, n −
∑︁

k ∈ K

Z l, k, n

D l, n ≥
∑︂

k ∈ K

Z l, k, n − Ψ l, n

f or all l ∈ L , n ∈ N a n d w e c a n a d d
∑︂

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n ( 3. 1 1)

a s w ell a s t h e s p ar sit y o bj e cti v e
∑︂

k ∈ K

X k . ( 3. 1 2)
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t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n. H er e, t h e X k ar e c o n str ai n e d t hr o u g h

P k ≥ X k ( 3. 1 3)

f or k ∈ K . T h e o bj e cti v e f u n cti o n, w ei g ht e d a s i n t h e str ai n- mi xt ur e m o d el, t h e n i s

λ s

∑︁

k ∈ S

X k +
λ p

L Ω̂

∑︁

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n . ( 3. 1 4)

L a stl y, t h e c o n str ai nt s
∑︁

k ∈ K P k = 1 ar e r e q uir e d a g ai n. A d diti o n all y,

P k 1 ≥ P k 2 ( 3. 1 5)

i s i ntr o d u c e d f o r all k 1 ∈ K , k2 ∈ K , k1 > k 2 . T h e s e c o n st r ai nt s br e a k s y m m et ri e s i n t h e MI L P, i ntr o d u c e d b y

t h e f a ct t h at t h e or d e r of e sti m at e d str ai n s k ∈ K w o ul d b e a r bitr ar y ot h er wi s e. I n cl u di n g t h e m li k el y m a k e s

t h e MI L P e a si er t o s ol v e b y e x cl u di n g e q ui v al e nt p er m ut ati o n s of t h e d e ci si o n v a ri a bl e s’ v al u e s 1 9 6 . T h e fi n al

f or m ul ati o n t a k e s t h e f or m
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N u cl e oti d e- Mi xt u r e M o d el

mi ni mi z e λ s

∑︁

k ∈ S

X k +
λ

L Ω̂

∑︁

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n

s.t. X k ∈ { 0 , 1 } , k ∈ S

P k ∈ [ 0, 1] , k ∈ S

Y l, k, n ∈ { 0 , 1 } , l ∈ L , k ∈ K , n ∈ N

Z l, k, n ∈ [ 0, 1] , l ∈ L , k ∈ K , n ∈ N

D l, n ∈ [ 0, 1] , l ∈ L , n ∈ N

X k ≥ P k , k ∈ S

∑︁

n ∈ N

Y l, k, n = 1 , l ∈ L , k ∈ K

Y l, k, n ≥ Z l, k, n , l ∈ L , k ∈ K , n ∈ N

∑︂

n ∈ N

Z l, k, n = P k , l ∈ L , k ∈ K

D l, n ≥ Ψ l, n −
∑︂

k ∈ K

Z l, k, n , l ∈ L , n ∈ N

D l, n ≥
∑︂

k ∈ K

Z l, k, n − Ψ l, n , l ∈ L , n ∈ N

∑︂

k ∈ S

P k = 1

P k 1 ≥ P k 2 , k1 ∈ K , k2 ∈ K , k1 > k 2

S t r ai n- All el e M o d el

N e xt, I d e s cri b e t h e m o d el s w o r ki n g o n a r e a d i n st e a d of a n u cl e oti d e b a si s. T h e fir st of t h e t w o r e a d b a s e d

m o d el s i s t h e str ai n- all el e m o d el. Fir stl y, w e n e e d t o d e fi n e t h e i n p ut v a ri a bl e s a v ail a bl e t o u s. A s b ef o r e t h e

r e a d s ar e ali g n e d a g ai n st t h e r ef er e n c e str ai n s u si n g B o wti e 2 a n d a d d e d t o t h e M S A s of t h e di ff e r e nt c or e

g e n e s. Fr o m t h e s e M S A s, t h e n u m b er of mi s m at c h e s b et w e e n e a c h r e a d a n d e a c h c or e g e n e all el e ( v a ri a nt

c arri e d b y e a c h of t h e str ai n s) i s e xt r a ct e d, g e n er ati n g t h e m at ri x ∆ wit h e ntr y ∆ r, s b ei n g t h e n u m b e r of

n u cl e oti d e mi s m at c h e s b et w e e n r e a d r ∈ R a n d r ef er e n c e st r ai n s ∈ S ( or m or e s p e ci fi c all y, t h e g e n e v ari a nt

c arri e d b y st r ai n s ). I al s o e x pl or e d a n alt e r n ati v e a p pr o a c h w h e r e, aft er a s si g n m e nt of a r e a d t o a c or e

g e n e u si n g B o wti e 2, e a c h r e a d i s ali g n e d s e p a r at el y t o e a c h str ai n s c o r e g e n e v a ri a nt, u si n g p ai r wi s e l o c al

ali g n m e nt wit h t h e f oll o wi n g s c o r e s:
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• M at c h s c o r e: 1

• Mi s m at c h s c o r e: 0

• G a p o p e ni n g s c or e: - 5 0 0

• G a p e xt e n si o n s c or e: - 5 0 0

• T ar g et g a p e n d s c or e: 0

• Q u er y g a p e n d s c o r e: 0

T h e l a r g e n e g ati v e g a p-r el at e d s c or e s w er e c h o s e n t o pr e v e nt t h e i nt r o d u cti o n of g a p s, u n d er t h e a s s u m pti o n

t h at d u e t o t h e u nli k eli n e s s of a g a p b ei n g i nt r o d u c e d b y a s e q u e n ci n g er r o r, it i s m u c h m or e li k el y t h at

t h e r e a d di d n ot ori gi n at e i n t h e gi v e n st r ai n. H e n c e, w e c a n s af el y di s r e g a r d t hi s p ot e nti al r e a d- st r ai n

a s si g n m e nt ( w hi c h w a s ai m e d f or i n t hi s m o d el). Si mil arl y, r e a d- str ai n p air s w er e e x cl u d e d f or w hi c h t h e

mi s m at c h b et w e e n r e a d a n d st r ai n e x c e e d e d a p ar a m et e r δ m a x . T h e d et e r mi n ati o n of t hi s mi s m at c h w a s

d o n e f oll o wi n g t h e ali g n m e nt. G e n e s f o r w hi c h f e w er t h a n γ m i n r e a d s a r e o b s er v e d ar e al s o e x cl u d e d.

T h e m ai n MI L P t h e n ai m s t o a g ai n e sti m at e str ai n pr o p orti o n s a n d g e n eti c m a k e- u p. A s o p p o s e d t o t h e

pr e vi o u s m o d el s, t hi s i s n o w d o n e o n a g e n e- b y- g e n e b a si s a n d i n st e a d of e sti m ati n g a p r o p o rti o n f o r e v er y

r ef er e n c e str ai n, u p t o K st r ai n s ar e e sti m at e d a s a c o m bi n ati o n of c or e g e n e s, w h er e K i s a p ar a m et er s et a

pri ori. A f urt h er ai m i s t o a s si g n e a c h r e a d t o a str ai n, w hi c h will b e u s ef ul f or d o w n str e a m a n al y si s. We c a n

r e p hr a s e t h e s e ai m s i nt o d e ci si o n v ari a bl e s w e ai m t o e sti m at e. Fi r stl y, f or e a c h of t h e K e sti m at e d str ai n s w e

c a n d e fi n e a pr o p o rti o n P k ∈ [ 0, 1]. S e c o n dl y, l et u s d e fi n e bi n ar y v a ri a bl e s L s, k, g w hi c h s h o ul d t a k e o n t h e

v al u e of 1 if t h e e sti m at e d str ai n k ∈ K h a s t h e g e n e v ari a nt of r ef er e n c e str ai n s ∈ S f or g e n e g ∈ G , wit h G

b ei n g t h e s et of S C C G s. L a stl y, w e c a n e n c o d e r e a d- str ai n a s si g n m e nt s i n t h e bi n ar y v a ri a bl e s M r, s , a s si g ni n g

it 1 if r e a d r ∈ R i s a s si g n e d t o str ai n s ∈ S . T o e sti m at e t h e s e v ari a bl e s’ v al u e s t h r e e c h ar a ct e ri sti c s a r e

t h e n mi ni mi z e d. Fi r stl y, t h e r e a d- st r ai n mi s m at c h i s mi ni mi z e d, i. e.

1

R δ m a x

∑︁

r ∈ R , s∈ S

M r, s ∆ r, s , ( 3. 1 6)

w ei g ht e d b y λ m . I nt uiti v el y, t hi s q u a ntit y c orr e s p o n d s t o t h e a v e r a g e mi s m at c h b et w e e n r e a d s a n d st r ai n

s e q u e n c e s b a s e d o n t h e a s si g n m e nt s of r e a d s t o str ai n s vi a M r, s a n d t h e c o rr e s p o n di n g mi s m at c h ∆ r, s .

Mi ni mi zi n g t hi s q u a ntit y will r e s ult i n t h o s e M r, s b ei n g a s si g n e d a v al u e of 1 t h at will l e a d t o t h e l e a st t ot al

mi s m at c h, a s o nl y t h o s e e ntri e s of ∆ c o ntri b ut e t o t h e s u m f or w hi c h M r, s = 1 S e c o n dl y, a s e q u e n c e of g e n e

v ari a nt s f o r e a c h e sti m at e d str ai n s h o ul d b e e st a bli s h e d b y t h e m o d el, w h er e a g e n e v ari a nt i s si m pl y d e fi n e d
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t o b e a u ni q u e s e q u e n c e of n u cl e oti d e s f or t h e g e n e. A n at u r al a s s u m pti o n i s t h at f or a n y e sti m at e d st r ai n

t h er e s h o ul d b e a r ef e r e n c e str ai n t h at it r e s e m bl e s t o s o m e d e gr e e. S p e ci fi c all y, w e c a n ai m f or a mi ni m u m

di ff er e n c e i n g e n e v a ri a nt s fr o m at l e a st o n e r ef er e n c e st r ai n. T hi s c a n b e f or m ali z e d a s fi n di n g t h e mi ni m u m

di st a n c e b et w e e n t h e e sti m at e d st r ai n a n d t h e r ef er e n c e st r ai n s a cr o s s all r ef er e n c e st r ai n s. T h e fir st st e p i n

i nt e gr ati n g t hi s d e m a n d i nt o t h e MI L P i s t o d e fi n e t h e d e ci si o n v ari a bl e s z k , a s w ell a s y s, k f or s ∈ S a n d

k ∈ K a n d t o s et u p t h e c o n st r ai nt s

z k ≥
∑︁
1 −

1

G

∑︁

g ∈ G

L 1 , k, g

∑︁
− y 1 , k

z k ≥
∑︂
1 −

1

G

∑︂

g ∈ G

L 2 , k, g

∑︂
− y 2 , k

...

z k ≥
∑︂
1 −

1

G

∑︂

g ∈ G

L S , k, g

)︂
− y S , k

S∑︂

s = 1

y s, k = S − 1 ,

f or all k ∈ K . H e r e, 1 − 1
G

∑︁
g ∈ G L s, k, g i s t h e p er c e nt of di s a gr e e m e nt i n g e n e v a ri a nt s b et w e e n e sti m at e d

str ai n k a n d r ef e r e n c e str ai n s , i. e. a m e a s ur e of h o w m a n y of t h e all el e s c arri e d b y t h e e sti m at e d str ai n ar e

al s o c ar ri e d b y t h e r ef er e n c e str ai n. N ot e t h at d u e t o t h e l a st c o n str ai nt e x a ctl y o n e y s, k = 0, w hil e all ot h er s

e q u al 1. y s, k s er v e s a s st r ai n s el e cti n g v ari a bl e, c o n str ai ni n g z k t o b e bi g g e r or e q u al t o 1 − 1
G

∑︁
g ∈ G L 2 , k, g

f or e x a ctl y t h e o n e str ai n s f o r w hi c h y s, k = 0. F o r all ot h e r str ai n s s , y s, k = 0 a n d a s 1 − 1
G

∑︁
g ∈ G L 2 , k, g ≤ 1

s u btr a cti n g y s, k = 1 l e a d s t o a c o n str ai nt f o r z k t o b e bi g g e r or e q u al t o at m o st 0, e ff e cti v el y n ot c o n str ai ni n g

t h e v ari a bl e s z k . B y a d di n g

1

K

∑︂

k ∈ K

z k , ( 3. 1 7)

w ei g ht e d b y λ d , t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n t hi s will c o n st r ai n e x a ctl y t h e y s, k t o 0 f o r w hi c h t h e di ff er e n c e of

t h e e sti m at e d st r ai n k t o t h e r ef er e n c e str ai n i s mi ni m al. T h u s, w e o bt ai n t h e e ff e cti v e c o n str ai nt

z k ≥ 1 −
1

G

∑︂

g ∈ G

L s, k, g . ( 3. 1 8)

T hi s will e n a bl e t h e e sti m ati o n of st r ai n s cl o s el y r el at e d t o t h e r ef er e n c e str ai n s.

N e xt, a s s u m e t h at t h e r el ati v e c o v er a g e of a n y g e n e b y a n y st r ai n i s p r o p orti o n al t o t h at str ai n’ s r el ati v e

a b u n d a n c e. We c a n u s e t hi s t o e sti m at e str ai n pr o p o rti o n s. We ai m t o mi ni mi z e t h e d e vi ati o n b et w e e n

t h e e sti m at e d pr o p orti o n s of r e a d s i n a g e n e a s si g n e d t o a p arti c ul ar all el e a n d t h e t ot al pr o p orti o n of t h e
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e sti m at e d str ai n s c a rr yi n g t h at all el e. We o bt ai n t h e p r o p o rti o n of r e a d s a s si g n e d t o t h e g e n e v ari a nt of

str ai n s f or a g e n e g a s 1
| Rg |

∑︁
r ∈ R g

M r, s , w h e r e | Rg | i s t h e c a r di n alit y of t h e s et of r e a d s R g ⊆ R a s si g n e d t o

g e n e g . T o o bt ai n t h e t ot al pr o p orti o n of t h e e sti m at e d st r ai n s c a rr yi n g t h at all el e w e c al c ul at e
∑︁

k ∈ K Y s, k, g .

Y s, k, g i s t h e r el ati v e a b u n d a n c e of e sti m at e d str ai n k if it c a rri e s t h e g e n e v ari a nt of r ef e r e n c e str ai n s f or

g e n e g a n d 0 ot h e r wi s e. We c a n t h e n t a k e t h e a b s ol ut e d e vi ati o n b et w e e n t h e s e t w o q u a ntiti e s a n d mi ni mi z e

t h e t ot al d e vi ati o n a c r o s s all g e n e s g ∈ G a n d str ai n s s ∈ S

1

G S

∑︁

g ∈ G

∑︂

s ∈ S

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
⃓

1

| Rg |

∑︂

r ∈ R g

M r, s −
∑︂

k ∈ K

Y s, k, g

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
, ( 3. 1 9)

T hi s p art of t h e o bj e cti v e f u n cti o n i s w ei g ht e d b y λ p . I m p ort a ntl y, Y s, k, g still n e e d s t o b e c o n st r ai n e d wit hi n

t h e MI L P. S p e ci fi c all y, it i s d e sir e d t h at Y s, k, g = L s, k, g P k . H o w e v er, t hi s i s n ot li n e a r. T h e li n e ari z ati o n i s

a c hi e v e d b y t h e c o n str ai nt s

Y s, k, g ≤ P k

Y s, k, g ≤ L s, k, g

Y s, k, g ≤ P k + L s, k, g − 1 .

F urt h e r m o r e, w e a g ai n n e e d t o li n e a ri z e t h e a b s ol ut e v al u e b y i nt r o d u ci n g t h e c o nti n u o u s d e ci si o n v ari a bl e

D g, s ∈ [ 0, 1] a n d c o n st r ai ni n g it b y

D g, s ≥
1

| Rg |

∑︂

r ∈ R g

M r, s −
∑︂

k ∈ K

Y s, k, g

D g, s ≥
)︂

k ∈ K

Y s, k, g −
1

| Rg |

∑︂

r ∈ R g

M r, s

a n d t h e n a d di n g

1

G S

∑︁

g ∈ G

∑︁

s ∈ S

D g, s ( 3. 2 0)

t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n.

L a stl y, s e v er al c o n str ai nt s n e e d t o b e i n cl u d e d t h at g u a r a nt e e t h at s e n si bl e s ol uti o n s a r e o bt ai n e d. Fir stl y,

i ntr o d u c e
∑︁

k ∈ K

P k = 1 , ( 3. 2 1)
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a s b ef or e t o g u a r a nt e e t h at t h e pr o p orti o n s s u m t o 1, a s w ell a s

∑︁

s ∈ S

M r, s = 1 , ( 3. 2 2)

f or e a c h r e a d, e n s uri n g t h at e a c h r e a d i s m a p p e d u ni q u el y t o o n e g e n e v ari a nt. Si mil a rl y, i n cl u di n g

∑︁

s ∈ S

L s, k, g = 1 ( 3. 2 3)

f or e a c h e sti m at e d str ai n k a n d g e n e g e n s ur e s t h at o nl y o n e g e n e v a ri a nt i s a s si g n e d f o r e a c h g e n e a n d

e sti m at e d str ai n. L a stl y, w e c a n i ntr o d u c e c o n str ai nt s t h at br e a k s y m m etri e s, i. e.

P k ≤ P k + 1 , ( 3. 2 4)

f or 1 ≤ k ≤ K − 1, e n s u ri n g t h at t h e str ai n pr o p orti o n s a r e w e a kl y i n cr e a si n g. T h e c o m pl et e m o d el t h e n i s
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Str ai n- All el e M o d el

mi ni mi z e
λ m

R δ m a x

∑︁

r ∈ R , s∈ S

M r, s ∆ r, s +
λ d

K

∑︁

k ∈ K

z k +
λ p

G S

∑︁

g ∈ G , s∈ S

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
⃓

1

| Rg |

∑︂

r ∈ R g

M r, s −
∑︂

k ∈ K

Y s, k, g

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
⃓

s.t. P k ∈ [ 0, 1] , k ∈ K

Y s, k, g ∈ [ 0, 1] , s ∈ S , k ∈ K , g ∈ G

y s, k ∈ { 0 , 1 } , k ∈ K , s ∈ S

z k ∈ [ 0, 1] , k ∈ K

L s, k, g ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S , k ∈ K , g ∈ G

M r, s ∈ { 0 , 1 } , r ∈ R , s ∈ S

D g, s ∈ [ 0, 1] , g ∈ G , s ∈ S

z k ≥
∑︂
1 −

1

G

∑︂

g ∈ G

L s, k, g

∑︂
, k ∈ K , 0 ≤ s ≤ S

S)︂

s = 1

y s, k = S − 1

Y s, k, g ≤ P k , k ∈ K , g ∈ G , s ∈ S

Y s, k, g ≤ L s, k, g , k ∈ K , g ∈ G , s ∈ S

Y s, k, g ≤ P k + L s, k, g − 1 , k ∈ K , g ∈ G , s ∈ S

D g, s ≥
1

| Rg |

∑︂

r ∈ R g

M r, s −
∑︁

k ∈ K

Y s, k, g , g ∈ G , s ∈ S

D g, s ≥
∑︁

k ∈ K

Y s, k, g −
1

| Rg |

∑︁

r ∈ R g

M r, s , g ∈ G , s ∈ S

∑︂

k ∈ K

P k = 1

∑︂

s ∈ S

M r, s = 1 , r ∈ R

∑︂

s ∈ S

L s, k, g = 1 , k ∈ K , g ∈ G

P k ≤ P k + 1 , 1 ≤ k ≤ K − 1

C o m p u t a ti o n al li mi t s a n d a p p r o a c h e s f o r s ol vi n g t h e m

W hil e t h e m o d el i s c o m pl et e, a f urt h e r st e p c a n b e t a k e n i n it s i m pl e m e nt ati o n t o p ot e nti all y r e d u c e t h e

m o d el c o m pl e xit y. G e n e v ari a nt s ar e n ot al w a y s u ni q u e f or e a c h str ai n. H e n c e, g e n e v a ri a nt s t h at a r e t h e
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s a m e c a n b e i d e nti fi e d a n d gr o u p e d. T h e n, t h e mi s m at c h c a n b e d et e r mi n e d r el ati v e t o a g e n e v ari a nt

i n st e a d of a st r ai n. R e a d s will t h er ef or e b e a s si g n e d t o g e n e v ari a nt s. B y si m pl e r e v er s e i n d e xi n g w e c a n

still i m pl e m e nt t h e o pti mi z ati o n f or t h e mi ni m u m di st a n c e t o a n y st r ai n, w hil e t e c h ni c all y e sti m ati n g a g e n e

v ari a nt s e q u e n c e t h at h a s a s m all er v a ri a nt d at a b a s e.

E v e n wit h t hi s i m p r o v e m e nt t h e st r ai n all el e m o d el s’ c e nt r al li mit ati o n i s it s r u nti m e. M a n y of t h e str ai n-

all el e m o d el s di d n ot c o n v er g e wit hi n 7 2 h o u r s of all ott e d r u nti m e ( s e e R e s ult s). F or t hi s r e a s o n, I p ur s u e d

m ulti pl e str at e gi e s t o r e d u c e t h e c o m p ut ati o n al l o a d b y r e d u ci n g t h e p r o bl e m si z e. M o st of t h e s e a p p r o a c h e s

s u ff er e d fr o m p o or p e rf or m a n c e, eit h e r i n a c c ur a c y or i n r u nti m e, a n d ar e h e n c e o nl y bri e fl y m e nti o n e d. T h e

m o d el v a ri a nt t h at w a s i n cl u d e d i n t h e fi n al c o m p a ri s o n, t h e cl u st er- all el e m o d el, i s l ai d o ut i n t h e n e xt

s e cti o n. B e si d e s t hi s, I i m pl e m e nt e d t h e f oll o wi n g v a ri a nt s.

O n e n at ur al a p pr o a c h t o r e d u c e t h e pr o bl e m si z e i s t o r e d u c e t h e i n p ut si z e. I t ri e d s el e cti n g a r a n d o m

s u b s a m pl e of r e a d s. F urt h er, a m o d el wit h a hi g h e r mi ni m u m p e r- g e n e c o v e r a g e w a s i m pl e m e nt e d w h er e

a n y g e n e w a s e x cl u d e d t h at h a d f e w er t h a n h alf of t h e m e di a n c o v er a g e of all g e n e s. B ot h a p pr o a c h e s,

t e st e d s e p ar at el y or c o m bi n e d, di d n ot r e s ult i n hi g h a c c ur a c y w h e n r e d u ci n g t h e i n p ut si z e s u ffi ci e ntl y t o

e n a bl e ti m el y c o n v e r g e n c e. O n e a p pr o a c h t h at w a s i m pl e m e nt e d t h at di d n ot r e s ult i n hi g h a c c ur a c y w a s t o

r a n d o ml y s u b s a m pl e a s m all s et of r e a d s m a n y ti m e s o v e r ( wit h t h e n u m b e r of r e a d s b et w e e n 1 0 a n d 1 0 0, t o

g u ar a nt e e l o w r u nti m e) a n d t o s ol v e e a c h m o d el i n d e p e n d e ntl y. F oll o wi n g t hi s st e p, a fi n al m o d el w o ul d b e

r u n, o nl y k e e pi n g t h e 1 0 or 1 0 0 str ai n s t h at a p p e a r e d m o st oft e n i n a s ol uti o n t o t h e s u b s a m pl e d pr o bl e m s.

H o w e v er, o n e c a n cl e a rl y s e e t h at t hi s mi g ht n ot w or k f or l o w pr o p orti o n str ai n s, a s a n y s u b s a m pl e of r e a d s

t h at i s l a r g e e n o u g h will b e d o mi n at e d b y t h e hi g h e st pr o p orti o n str ai n. A s t hi s w o ul d s u g g e st, t h e m o d el

di d n ot s h o w hi g h a c c ur a c y. L a stl y, r e d u ci n g t h e s et of g e n e s u s e d w a s al s o c o n si d e r e d. H er e, I i d e nti fi e d a

mi ni m al ( n ot n e c e s s aril y u ni q u e) s et of g e n e s t h at c a n di s cri mi n at e b et w e e n all r ef er e n c e st r ai n s, a s w ell a s

a d o u bl y i d e ntif yi n g s et, i. e. o n e w h er e t h e di ff e r e n c e b et w e e n a n y t w o str ai n s i s at l e a st t w o g e n e v a ri a nt s.

N eit h er of t h e s e a p pr o a c h e s s h o w e d p r o mi si n g r e s ult s, n or di d r e pl a ci n g t h e c or e g e n e s b y M L S T l o ci.

Cl u s t e r- All el e M o d el

T h e l a st a p pr o a c h t h at w a s i m pl e m e nt e d t o r e d u c e t h e pr o bl e m si z e w a s a r e d u cti o n of t h e n u m b er of

r ef er e n c e str ai n s vi a cl u st eri n g. I n t hi s m o d el, t h e cl u st er- all el e m o d el, t h e st r ai n s i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

w er e fir st cl u st er e d. F o r t hi s, I a p pli e d r Hi e r B A P S t o t h e s et of c o r e g e n e M S A s, r e s ulti n g i n 1 0 cl u st e r s at

t h e hi g h e st l e v el. I alt er n ati v el y c o n si d e r e d k- m o d e s 1 9 7 , a v ari a nt of k- m e a n s f or cl u st eri n g c at e g ori c al d at a.

I n k- m o d e s t h e u n d erl yi n g di ff er e n c e b et w e e n t w o d at a p oi nt s ar e t h e H a m mi n g Di st a n c e b et w e e n t h e m.
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F or t h e pr e s e nt d at a, all c or e g e n e s w er e c o n c at e n at e d. B a s e d o n t hi s, t h e H a m mi n g Di st a n c e s b et w e e n t h e

r e s ulti n g st ri n g s w a s c al c ul at e d. K- m o d e s t h e n pr o c e e d s b y a s si g ni n g e a c h st r ai n t o o n e of a fi x e d n u m b e r

of cl u st e r s. I n e a c h cl u st er t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e i s d et er mi n e d (i. e. t h e m o st c o m m o n n u cl e oti d e at e a c h

p o siti o n; t h e m o d e) i n t h e c o n c at e n at e d g e n e s e q u e n c e s. T h e n e a c h st r ai n i s a s si g n e d t o t h e cl u st er wit h

t h e cl o s e st c o n s e n s u s s e q u e n c e. T hi s pr o c e s s i s r e p e at e d u ntil t h e r e s ulti n g cl u st er s a r e st a bl e. K- m o d e s

h a s t h e p ot e nti al a d v a nt a g e of s p e cif yi n g t h e n u m b e r of cl u st er s, a dj u sti n g t h e n u m b er of cl u st e r s a c c or di n g

t o t h e c o m p ut ati o n al r e s o u r c e s a v ail a bl e. At t h e s a m e ti m e h o w e v e r, t h e fi x e d n u m b e r of cl u st er s d o e s

n ot n e c e s s a ril y r e pr e s e nt a s e n si bl e cl u st e ri n g of t h e d at a, i n c o nt r a st t o r Hi e r B A P S. T h e i n c or p o r ati o n

of p h yl o g e n eti c f a ct o r s i n r Hi er B A P S m a k e s it a g o o d c h oi c e, a s t h e r e s ulti n g cl u st e r s will b e m o r e e a sil y

i nt er pr et a bl e f r o m a bi ol o gi c al st a n d p oi nt. If t h e cl u st e r- all el e m o d el p e rf or m s w ell, t h e r e s ulti n g cl u st er s

c o ul d t h e n al s o b e i n d e p e n d e ntl y a n al y z e d, gi v e n t h at r e a d- str ai n a s si g n m e nt s ar e g e n e r at e d, t o ar ri v e at

a hi g h er t a x o n o mi c r e s ol uti o n. C o m pl et e hi e r a r c hi c al bi n ar y cl u st e ri n g u si n g k- m o d e s w a s al s o c o n si d er e d.

H o w e v er, t hi s m o d el di d n ot r et ur n r eli a bl e r e s ult s a n d f urt h er w o ul d r e q uir e 1 0 c o n s e c uti v e m o d el r u n s t o

ar ri v e at a str ai n l e v el r e s ol uti o n. T h e r ef o r e, t h e f o c u s w a s o n t h e a p pr o a c h u si n g t h e r Hi er B A P S cl u st eri n g

wit h t h e pl a n t o o pti mi z e t h e cl u st er- all el e m o d el f ull y if t hi s i niti al cl u st e r m o d el s et u p s h o w s p r o mi si n g

p erf or m a n c e c o m p ar e d t o t h e ot h er t hr e e m o d el v ari a nt s. T o i m pl e m e nt t h e cl u st er- b a s e d a p p r o a c h, r e a d-

str ai n mi s m at c h e s ar e fir st d et er mi n e d a s f o r t h e st r ai n- all el e m o d el. T h e m o d el t h e n u s e s t h e mi ni m u m

mi s m at c h b et w e e n a r e a d a n d all t h e st r ai n s i n a cl u st er a s t h e cl u st e r’ s mi s m at c h. T h e st r ai n s i n t h e st r ai n-

all el e m o d el f o r m ul ati o n ar e t h e n r e pl a c e d b y t h e cl u st e r s. T o still b e a bl e t o c al c ul at e t h e mi ni m u m di st a n c e

t o a n y r ef er e n c e str ai n I cr e at e d a m a p i d e ntif yi n g e a c h g e n e v ari a nt wit h t h e r ef e r e n c e str ai n s c arr yi n g it.

B e si d e s t hi s, t h e MI L P f o r m ul ati o n r e m ai n s t h e s a m e a n d i s h e n c e n ot r e p e at e d h er e.

D a t a Si m ul a ti o n

T o t u n e t h e f o u r m o d el s’ p ar a m et e r s etti n g s I si m ul at e d t hr e e m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g d at a s et s, o n e c o n-

t ai ni n g o nl y o n e r ef er e n c e st r ai n, o n e c o nt ai ni n g t w o ( at r el ati v e a b u n d a n c e s of 7 0 % a n d 3 0 %), a n d o n e

c o nt ai ni n g t hr e e ( at r el ati v e a b u n d a n c e s of 5 0 %, 3 0 %, a n d 2 0 %). E a c h d at a s et h a d a 1 0-f ol d t ot al c o v er a g e

( c o v e r a g e a cr o s s all str ai n s) a s s u mi n g a g e n o m e l e n gt h of f o u r milli o n b a s e p air s ( b p). T o e n a bl e t u ni n g of

t h e cl u st er- all el e m o d el I e n s ur e d t h at e a c h of t h e str ai n s i n a s a m pl e i s i n a di ff er e nt cl u st er a s e sti m at e d

b y R Hi e r B A P S. Cl u st er s w e r e c h o s e n at r a n d o m a n d t h e str ai n s w er e s a m pl e d r a n d o ml y fr o m t h e d et er-

mi n e d cl u st er s. A d diti o n all y, t o e v al u at e t h e p erf o r m a n c e of t h e b e st p e rf o r mi n g m o d el v ari a nt s, I c r e at e d

a t e st- s et of 2 5 si m ul at e d d at a s et s, a g ai n at a 1 0-f ol d t ot al c o v er a g e, wit h 5 d at a s et s e a c h f o r 1, 2, 3, 4,

a n d 5 c o n stit u e nt str ai n s, r e s p e cti v el y. Str ai n s w er e c h o s e n at r a n d o m a n d r el ati v e a b u n d a n c e s w er e dr a w n
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fr o m a b et a di stri b uti o n β ( 5, 5) a n d n o r m ali z e d. T hi s m e a n s t h at o p p o s e d t o t h e i niti al t h r e e d at a s et s, t h e

t e st- s et c o v er s a wi d e r r a n g e of n u m b e r s of st r ai n s a s w ell a s di ff er e nt r el ati v e a b u n d a n c e di stri b uti o n s of

t h e s e str ai n s. T o si m ul at e e a c h d at a s et, a r a n d o m c o nti g i s fir st s el e ct e d fr o m t h e s a m pl e d r ef er e n c e str ai n,

w h er e t h e s a m pli n g pr o b a bilit y of e a c h c o nti g c or r e s p o n d s t o t h e f r a cti o n of t h e g e n o m e l e n gt h a c o nti g’ s

l e n gt h c o n stit ut e s. B a s e d o n t h e s el e ct e d c o nti g s, st art p o siti o n f o r a r e a d of l e n gt h 1 5 0 b p wit hi n t h at c o n-

ti g i s s el e ct e d u nif or ml y at r a n d o m. T o g e n e r at e t h e r e v er s e r e a d s t h e fr a g m e nt l e n gt h w a s s a m pl e d fr o m

a n or m al di stri b uti o n ( M e a n = 4 0 0, S D = 2 0). T hi s p r o c e s s w a s r e p e at e d f or e a c h r ef er e n c e str ai n u ntil

it s’ d e sir e d c o v er a g e w a s r e a c h e d (t ot al c o v e r a g e ti m e s t h e r el ati v e a b u n d a n c e of t h e r ef er e n c e st r ai n). T o

a s s u r e r e ali sti c si m ul ati o n, s e q u e n ci n g er r o r s w er e g e n e r at e d b a s e d o n t h e Hi S e q 2 5 0 0 L 1 5 0 q u alit y p r o fil e s

fr o m A R T 3 7 . T hi s a p p r o a c h w a s c h o s e n, a s o p p o s e d t o u si n g A R T di r e ctl y, a s it e n a bl e d i m pr o v e d a n al y s e s

of o ut c o m e s a n d r e s ult s d u ri n g t h e d e v el o p m e nt p h a s e. F o r t h e m o d el s i n c or p o r ati n g t h e a c c e s s or y g e n o m e

( d e s c ri b e d i n C h a pt e r I V) I r e v e rt e d t o u si n g A R T t o o bt ai n r e pr e s e nt ati v e r e s ult s.

M e t ri c s

T o e v al u at e t h e m o d el s’ a c c ur a c y i n t h e i d e nti fi c ati o n of st r ai n cl u st e r s a n d r el ati v e a b u n d a n c e s t h e cl u st er-

b a s e d F 1- s c or e s a n d J S D s w e r e c al c ul at e d, r e s p e cti v el y. T h e e sti m at e d R Hi er B A P S cl u st er s a n d t h ei r pr o p or-

ti o n s w er e o bt ai n e d eit h er dir e ctl y fr o m t h e m o d el s o r b y d et e r mi ni n g t h e cl u st er of ori gi n of t h e e sti m at e d

str ai n s ( str ai n- mi xt ur e a n d str ai n- all el e m o d el) or t h e r ef er e n c e str ai n s wit h t h e l o w e st S C C G h a m mi n g

di st a n c e t o t h e e sti m at e d str ai n s ( n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el) a n d t h o s e st r ai n s’ cl u st e r s. T o o bt ai n t h e

cl u st er- wi s e pr o p orti o n s, t h e p r o p o rti o n s of all st r ai n s f r o m t h e s a m e cl u st e r s a r e s u m m e d. F 1- s c o r e s a n d

J S D s w er e t h e n c al c ul at e d a s i n C h a pt er II. S e c o n dl y, t h e 1- di m e n si o n al W a s s e r st ei n di st a n c e 1 8 4, 1 8 5 ( W S D)

w a s u s e d wit h a sli g ht m o di fi c ati o n t o C h a pt er II. A s t h e i nt er e st h e r e i s m ai nl y i n t h e c o r e g e n o m e, I r e pl a c e d

t h e m a s h di st a n c e b y t h e h a m mi n g di st a n c e H (x, y ) b et w e e n t h e c or e g e n e s e q u e n c e s x a n d y . F or w h ol e

g e n o m e s, c o m p uti n g a h a m mi n g di st a n c e i s n ot f e a si bl e, h o w e v er a s o nl y t h e S C C G s e q u e n c e s f o r w hi c h w e

h a v e M S A s ar e c o m p a r e d h er e, c o m p uti n g t h e h a m mi n g di st a n c e i s f e a si bl e a n d gi v e s a n e x a ct m e a s ur e of

t h e n u m b e r of di ff eri n g n u cl e oti d e p o siti o n s.

W S D (v, w ) =
1

L
i nf
π

∑︁
1

m

m∑︁

i = 1

H (v i , wπ ( i ) )

∑︁

. ( 3. 2 5)

H er e, w w a s o bt ai n e d f r o m t h e e sti m at e d pr o p o rti o n s a n d e sti m at e d r ef e r e n c e str ai n s ( o r t h e cl o s e st s e q u e n c e s

of t h e e sti m at e d str ai n s f o r t h e n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el) r et ur n e d b y t h e m o d el s. A s t h e cl u st e r- all el e m o d el

d o e s n ot r et u r n r ef e r e n c e str ai n s n o W S D w a s c o m p ut e d f or it.
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P a r a m e t e r  N u cl e o ti d e- b a s e d M o d el s  All el e- b a s e d M o d el s
M o d el T y p e Str ai n- mi xt ur e, N u cl e oti d e- mi xt ur e Str ai n- All el e, Cl u st er- All el e

γ m i n ( mi ni m u m c o v er a g e) 1, 2, 5 1, 1 0
λ p ( w ei g ht of E q u ati o n s 3. 2, 3. 7,

a n d 3. 1 9)
0. 1, 1, 1 0 1, 1 0

λ m ( w ei g ht of E q u ati o n 3. 1 6) N / A 1, 1 0, 1 0 0
λ d ( w ei g ht of E q u ati o n 3. 1 7) N / A 1, 1 0

δ m a x N / A 1, 3

Mi s m at c h D et er mi n ati o n N / A
Fr o m M S A,

Fr o m i n di vi d u al ali g n m e nt
Mi ni m u m z k N / A 1, 0. 9, 0. 5

T a bl e 3. 1: P a r a m e t e r s e t ti n g s u s e d f o r m o d el t u ni n g. All di ff e r e nt c o m bi n a ti o n s of t h e li s t e d p a r a m e t e r s e t ti n g s
w e r e u s e d. λ s = 1 ( w ei g ht of t h e s p a r si t y o bj e c ti v e i n E q u a ti o n s 3. 3 a n d 3. 1 2 ) a n d K = 3 ( m a xi m u m n u m b e r of
i nf e r r e d s t r ai n s ) w e r e u s e d a c r o s s m o d el s. Mi ni m u m z k i n di c a t e s t h a t z k ≥ 1, z k ≥ 0 .9, o r z k ≥ 0 .5 i s a d d e d a s a
c o n s t r ai nt. H e n c e, t h e i nf e r r e d s t r ai n s’ all eli c p r o fil e m u s t m a t c h a t r ef e r e n c e s t r ai n t o t h a t p e r c e nt a g e. A s r e mi n d e r,
λ p w ei g h s t h e i m p o r t a n c e of mi ni mi zi n g t h e di ff e r e n c e b e t w e e n o b s e r v e d a n d e s ti m a t e d n u cl e o ti d e o r r e a d p r o p o r ti o n s
( d e p e n di n g o n w h e t h e r a n u cl e o ti d e- o r all el e- b a s e d m o d el i s u tili z e d ), λ m w ei g h s t h e t o t al mi s m a t c h b e t w e e n r e a d s
a n d t h ei r a s si g n e d g e n e v a ri a nt, a n d λ d w ei g h s t h e i m p o r t a n c e of t h e s e t of g e n e v a ri a nt s of t h e e s ti m a t e d s t r ai n s
b ei n g cl o s e t o a t l e a s t o n e r ef e r e n c e s t r ai n. Fi n all y, mi s m a t c h d e t e r mi n a ti o n r ef e r s t o t h e ali g n m e nt p r o c e s s u s e d p ri o r
t o d e t e r mi n a ti o n of t h e n u m b e r of mi s m a t c h e s b e t w e e n r e a d s a n d s t r ai n v a ri a nt s, wi t h r e a d s ei t h e r b ei n g a d d e d t o
t h e S C C G s M S A s, o r r e a d s b ei n g ali g n e d i n di vi d u all y t o e a c h g e n e v a ri a nt vi a p ai r wi s e ali g n m e nt.

R e s ul t s

E a c h m o d el w a s t e st e d o n t h e t u ni n g d at a s et s wit h e a c h c o m bi n ati o n of t h e p ar a m et er s etti n g s li st e d i n T a bl e

3. 1. 2 4 o ut of 3 6 n u cl e oti d e- b a s e d a n d 5 9 1 o ut of 1 1 5 2 all el e- b a s e d m o d el v a ri a nt s di d n ot c o m pl et e f or a 5 %

g a p a n d 7 2 h o ur s of r u nti m e. T h e c or r e s p o n di n g all el e- b a s e d m o d el s w er e e x cl u d e d fr o m f u rt h er a n al y si s.

T h e 2 4 n u cl e oti d e- b a s e d m o d el s t h at di d n ot cl o s e t h e g a p all c orr e s p o n d e d t o t h e n u cl e oti d e- mi xt u r e m o d el

r u n ni n g o n s a m pl e s c o nt ai ni n g m o r e t h a n o n e str ai n. H o w e v e r, s ol uti o n s wit h a g a p hi g h er t h a n 5 % w e r e

g e n er at e d a n d t h e s e a r e s h o w n. T h e r e s ult s of t h e t u ni n g ar e s h o w n i n Fi g u r e 3. 3. F or e v al u ati o n of m o d el

p erf or m a n c e, e a c h m o d el s’ p erf o r m a n c e u n d er e a c h s et of p a r a m et er s w a s a v er a g e d a cr o s s t h e t hr e e t u ni n g

d at a s et s. T h e str ai n- mi xt ur e m o d el p e rf or m s c o n si st e ntl y a cr o s s p a r a m et er s etti n g s a n d o ut p e rf or m s t h e

n u cl e oti d e- mi xt ur e a n d cl u st e r- all el e m o d el s. T h e str ai n- all el e m o d el h a s a wi d e s pr e a d of p erf or m a n c e s,

wit h t h e m o d el u n d e r s o m e p ar a m et e r s etti n g s o ut p erf or mi n g t h e st r ai n- mi xt ur e m o d el i n b ot h F 1- s c or e s

a n d J S D s ( Fi g ur e 3. 3).

B a s e d o n t h e s e r e s ult s, I f urt h er e v al u at e d t h e str ai n- mi xt u r e m o d el s a s w ell a s t h e f o ur v a ri a nt s of t h e

str ai n- all el e m o d el wit h a n F 1- s c o r e a b o v e 0. 9 0 ( n o w wit h K = 5) o n t h e t e st- d at a. H e r e, t h e str ai n- all el e

m o d el s p erf or m w or s e ( W S D- m e a n = 0. 0 2 6, F 1- m e a n = 0. 5 3, J S D- m e a n = 0. 2 9) c o m p ar e d t o t h e str ai n-

mi xt ur e m o d el s ( W S D- m e a n = 0. 0 0 2 0, F 1- m e a n = 0. 8 6, J S D- m e a n = 0. 0 8 4). M o st of t h e st r ai n- mi xt u r e

m o d el v ari a nt s m o d el s s h o w a v e r y si mil ar p e rf or m a n c e ( Fi g ur e 3. 4 A). F or t h e b e st p erf o r mi n g m o d el v ari a nt
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Fi g u r e 3. 3: P e rf o r m a n c e m e t ri c s of all m o d el v a ri a nt s. E a c h m o d el v a ri a nt s’ p e rf o r m a n c e i s a v e r a g e d a c r o s s s a m pl e s
wi t h 1, 2, a n d 3 s t r ai n s a n d di s pl a y e d b y a d o t. B o x pl o t s s h o w m o d el p e rf o r m a n c e s g r o u p e d b y t h ei r m o d el t y p e
( s t r ai n- mi x t u r e, n u cl e o ti d e- mi x t u r e, cl u s t e r- all el e, a n d s t r ai n- all el e m o d el; cl u s t e r- all el e m o d el n o t s h o w n f o r W S D a s
n o a s s e m bl y l e v el i nf e r e n c e i s p r o vi d e d ). Li n e s s h o w m e di a n a n d w hi s k e r s s h o w 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e.

a c c or di n g t o W S D ( λ p = 1 0, γ m i n = 1) a c o m p ari s o n of t h e W S D s t o t h e e x p e ct e d W S D s w a s p e rf or m e d.

T h e e x p e ct e d W S D s w a s o bt ai n e d b y si m ul ati n g 1 0 0 0 r a n d o m p o p ul ati o n p ai r s f or e a c h c o m bi n ati o n of o n e

t o fi v e st r ai n s i n eit h er p o p ul ati o n, si mil ar a s w a s d o n e i n C h a pt e r II wit h t h e di ff er e n c e of t h e W S D b ei n g

c o m p ut e d vi a t h e h a m mi n g di st a n c e s of t h e S C C G s. S p e ci fi c all y, b et w e e n 1 a n d 5 a s s e m bli e s w er e s el e ct e d

t o b e p art of eit h e r p o p ul ati o n, wit h e q u al r el ati v e a b u n d a n c e s, a n d t h e W S D b et w e e n t h e t w o p o p ul ati o n s

w a s c o m p ut e d u si n g t h e h a m mi n g di st a n c e b et w e e n t h e c o n stit u e nt str ai n s S C C G s e q u e n c e s. T hi s pr o c e s s

w a s r e p e at e d t o o bt ai n t h e di stri b uti o n of e x p e ct e d W S D s. H er e, t h e m o d el s h o w s si g ni fi c a ntl y b ett e r

p erf or m a n c e t h a n e x p e ct e d b y c h a n c e ( Fi g ur e 3. 4 B; t w o- si d e d t-t e st, t = 3 .3 9 , p < 0 .0 0 1, W S D e s t i m a t e d =

0 .0 0 1 9, S D e s t i m a t e d = 0 .0 0 1 6, W S D e x p e c t e d = 0 .0 0 4, S D e x p e c t e d = 0 .0 0 3). T h e A NI ( a v e r a g e n u cl e oti d e

i d e ntit y, a m e a s ur e of w h ol e g e n o m e si mil a rit y) b et w e e n t h e e sti m at e d a n d t h e t r u e str ai n s i n t h e s a m pl e s i s

al s o of i nt er e st, b ot h f or t h e S C C G s a n d f or t h e w h ol e g e n o m e. H e n c e, t h e s e A NI s w e r e c o m p ut e d f or t h e

b e st p e rf or mi n g m o d el. Fi g ur e 3. 4 C s h o w s a c o m p ari s o n of t h e A NI b et w e e n e a c h e sti m at e d str ai n a n d t h e

tr u e st r ai n wit h t h e hi g h e st S C C G A NI t o t h at e sti m at e d st r ai n. F o r t h e S C C G A NI I si m pl y c o u nt e d all

di ff eri n g p o siti o n s i n t h e S C C G M S A s, i. e. c o m p ut e d t h e h a m mi n g di st a n c e. W h ol e g e n o m e A NI b et w e e n

all p ai r s of r ef e r e n c e str ai n s w a s e sti m at e d u si n g f a st A NI 1 9 8 wit h d ef a ult s etti n g s. F or w h ol e g e n o m e A NI

t w o cl u st er s of r e s ult s c a n b e o b s e r v e d. O n e of t h e s e, wit h t h e m aj o rit y of 7 4 % of e sti m at e d st r ai n s, still
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Fi g u r e 3. 4: Fi g u r e p r e s e nt s r e s ul t s o n t h e 2 5 t e s t d a t a s e t s f o r t h e s t r ai n mi x t u r e m o d el. ( A ) A v e r a g e p e rf o r m a n c e
m e t ri c s of s t r ai n- mi x t u r e m o d el s wi t h di ff e r e nt p a r a m e t e r s e t ti n g s o n t h e t e s t d a t a s e t. λ = λ p a n d c = γ m i n .
( B ) E x p e c t e d W S D f r o m r a n d o m p o p ul a ti o n s wi t h 1 t o 5 s t r ai n s e a c h a n d e s ti m a t e d W S D o b t ai n e d f r o m t h e b e s t
p e rf o r mi n g s t r ai n mi x t u r e m o d el ( λ p = 1 0 , γm i n = 1 ). ( C ) A NI b e t w e e n e s ti m a t e d a n d t r u e s t r ai n s a c r o s s all t e s t
s a m pl e s. T u r q u oi s e s q u a r e s s h o w all- t o- all p ai r wi s e w h ol e g e n o m e a n d S C C G A NI f o r all r ef e r e n c e s t r ai n s. Bl u e
t ri a n gl e s i n di c a t e A NI s b e t w e e n e a c h e s ti m a t e d s t r ai n a n d t h e t r u e s t r ai n wi t h t h e hi g h e s t S C C G A NI t o t h a t
e s ti m a t e d s t r ai n. R e d d a s h e d li n e i n di c a t e s x = y . Hi s t o g r a m s s h o w t h e m a r gi n al di s t ri b u ti o n s of t h e w h ol e g e n o m e
a n d S C C G A NI s of t h e e s ti m a t e d s t r ai n s.
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a p pr o xi m at e s t h e w h ol e g e n o m e w ell, di s pl a yi n g a w h ol e g e n o m e A NI a b o v e 9 9 %. A d diti o n all y, S C C G A NI

a g ai n s h o w s g o o d i d e nti fi c ati o n of st r ai n s wit h 5 8 % of e sti m at e d st r ai n s h a vi n g a n S C C G A NI a b o v e 9 9. 9 %,

a n d 3 1 % a b o v e 9 9. 9 9 %. T hi s a n al y si s f u rt h er s er v e s t o s h o w t h at e v e n a m o n g str ai n s cl o s el y r el at e d i n t h e

S C C G s, w h ol e g e n o m e v a ri a bilit y c a n b e bi g ( Fi g u r e 3. 4 C).

Di s c u s si o n

T h e str ai n- mi xt ur e m o d el s h o w s c o n si st e ntl y g o o d p e rf or m a n c e i n t h e i d e nti fi c ati o n of str ai n cl u st er s of A.

b a u m a n nii b a s e d o n t h e s p e ci e s’ S C C G s. T hi s a p pr o a c h cl e arl y o ut p erf o r m s t h e ot h e r t h r e e m o d el s. W h e n

c o n si d eri n g m o d el s t h at ai m t o e sti m at e t h e g e n e c o m p o siti o n fr o m s c r at c h u si n g r e a d s, i. e. t h e st r ai n- all el e

a n d cl u st er- all el e m o d el, t h e hi g h c o m p ut ati o n al r e s o ur c e r e q uir e m e nt s ar e t h e m ai n h u r dl e. T h e n e e d t o

i n cl u d e all g e n e v ari a nt s a n d str ai n c o m bi n ati o n s a s v ari a bl e s i n t h e m o d el, wit h t h e a d diti o n al o v e r h e a d of

mi ni mi zi n g t h e di st a n c e t o t h e r ef er e n c e str ai n s, cl e a rl y e x c e e d s r e a s o n a bl e c o m p ut ati o n al r e s o u r c e s a n d i s n ot

pr a cti c al. O v er all t h e p erf o r m a n c e of t h e n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el i s li mit e d r e g a r di n g st r ai n i d e nti fi c ati o n.

T hi s m a y b e d u e t o t h e f a ct t h at t h e g a p c o ul d n ot b e cl o s e d, a n d h e n c e, n o o pti m al s ol uti o n s c o ul d b e f o u n d,

or d u e t o t h e d at a b ei n g t o o n oi s y t o e n a bl e a c c u r at e e sti m ati o n wit h o ut t h e ai d of a r ef er e n c e d at a b a s e. I al s o

d eri v e d a m o d el w hi c h i n c or p or at e s n o v el e sti m ati o n of n u cl e oti d e s b ut mi ni mi z e s t h e di st a n c e t o at l e a st o n e

r ef er e n c e str ai n s. H o w e v e r, l e ar ni n g f r o m t h e e x p eri m e nt s si mil a r i s s u e s a s f or t h e str ai n- a n d cl u st er- all el e

m o d el s will b e e n c o u nt er e d, n a m el y t h e l ar g e n u m b er of v ari a bl e s r e q uir e d t o e n c o d e t h e mi ni m u m di st a n c e

t o t h e r ef er e n c e str ai n s. S p e ci fi c all y f o r e v er y l o c u s w e will n e e d t o i nt r o d u c e at l e a st a s m a n y v ari a bl e s a s

t h er e ar e r ef er e n c e str ai n s, r e s ulti n g i n o v er L S a d diti o n al v ari a bl e s. I n c o ntr a st, t h e l ar g e st c o ntri b uti o n of

a n y o n e s et of d e ci si o n v ari a bl e s i n t h e n u cl e oti d e- mi xt ur e m o d el i s L K N , wit h N = 4 a n d K < < S . H e n c e,

t hi s m o d el i s n ot l ai d o ut i n f ull h er e a n d n ot t e st e d i n pr a cti c e.

Cl o s er i n v e sti g ati o n of t h e str ai n- mi xt ur e m o d el s h o w e d r o b u st n e s s a g ai n st m a n y p ar a m et e r c h a n g e s. F ur-

t h er m or e, t h e W S D s of t h e e sti m at e d str ai n mi xt ur e s ar e si g ni fi c a ntl y b ett er t h a n e x p e ct e d b y c h a n c e. A d-

diti o n all y, t h e e sti m at e s ar e c o n si st e ntl y hi g h i n c o r e g e n o m e si mil a rit y a n d, e v e n c o n si d eri n g w h ol e g e n o m e

A NI, v er y cl o s el y r el at e d str ai n s c a n oft e n b e i d e nti fi e d. N o n et h el e s s, a gr o u p of i d e nti fi c ati o n s wit h l o w e r

w h ol e g e n o m e A NI i s o b s er v e d. T hi s i s u n s ur pri si n g gi v e n t h at o nl y wit h a s m all pr o p orti o n of t h e w h ol e

g e n o m e w a s i n c or p o r at e d i n t h e m o d el. Fr o m t h e pr e s e nt e x p eri m e nt s, it i s h a r d t o i nf er h o w t h e r el at e d n e s s

b et w e e n st r ai n s i n a s a m pl e i m p a ct s i nf er e n c e, a s all str ai n s i n a s a m pl e w e r e c h o s e n fr o m di ff e r e nt cl u st e r s.

W hil e a n a p p r o a c h w h oll y b a s e d o n c or e g e n e s m a y n ot b e a s a c c ur at e a s p o s si bl e, it m a y still b e v al u a bl e
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i n pr a cti c al a p pli c ati o n s. Fir st of all, w e h a v e s e e n i n C h a pt er II t h at e v e n t o ol s s u c h a s St r ai n S c a n o r

Str ai n G E m a y n ot al w a y s d eli v e r p r e ci s e e n o u g h r e s ult s at hi g h e r r e s ol uti o n s. M or e o v er, a f r e q u e nt str at e g y

f or c o n st r u cti n g p h yl o g e ni e s, a n d o n e t h at c a n s o m eti m e s b e m or e a p pr o pri at e d u e t o c or e g e n e s b ei n g

l e s s a ff e ct e d b y r e c o m bi n ati o n e v e nt s, i s t o b a s e t h e m o n c or e g e n e s 1 9 9 . H o w e v e r, t hi s str at e g y h a s b e e n

u n d er d e b at e 1 9 9 . N o n et h el e s s, c or e g e n o m e p h yl o g e ni e s h a v e b e e n s h o w n t o b e r o b u st t o r el ati v el y hi g h

r e c o m bi n ati o n r at e s i n b a ct eri al s p e ci e s 1 9 9 . I n a si mil ar v ei n o n e m a y w a nt t o li mit t h e m et a g e n o mi c a n al y si s

t o a s et of g e n e s t h at m a k e s i nf e r e n c e s c o m p ar a bl e a n d i nt e r pr et a bl e. T h e st r ai n- mi xt ur e m o d el’ s fl e xi bilit y

h er e i s hi g hli g ht e d b y t h e p o s si bilit y t o u s e a n y g e n e d at a b a s e. W hil e a n a ut o m at e d a p pr o a c h w a s ai m e d

f or, r e s e a r c h e r s c o ul d i n st e a d u s e M L S T g e n e s f or i nf e r e n c e of M L S T str ai n t y p e s or c ur at e d c or e g e n o m e

M L S T s c h e m e s ( a n e xt e n si o n of M L S T b a s e d o n l o ci i n c o r e g e n e s), si m pl y b y r e pl a ci n g t h e d at a b a s e str ai n

n a m e s b y t h ei r st r ai n t y p e a n d t h e S C C G M S A s b y M S A s of t h e M L S T l o ci. N ot e h er e t h at M L S T l o ci m a y

b e d u pli c at e d i n t h e g e n o m e of s o m e str ai n s, a n d f ut u r e r e s e ar c h s h o ul d a d dr e s s t hi s. T hi s a d a pt a bilit y t o

di ff er e nt c o nt e xt s a n d r e s e ar c h ai m s t h at d e m a n d di ff e r e nt i nf or m ati o n fr o m a m et a g e n o mi c a n al y si s m a k e s

t h e i nf er e n c e s of t h e str ai n- mi xt ur e m o d el m o r e r e a dil y i m pl e m e nt a bl e a n d i nt er p r et a bl e.

O v er all, t h e pr e s e nt e d r e s ult s ar e p r o mi si n g a n d p oi nt t o t h e a p pli c a bilit y of t h e str ai n- mi xt ur e m o d el. H o w-

e v er, a c c u r a c y still c a n b e i m pr o v e d a n d n o i nf o r m ati o n a b o ut t h e a c c e s s o r y g e n o m e i s o bt ai n e d. T h e l att er

will b e of i nt e r e st i n m a n y c a s e s. H e n c e, d e v el o p m e nt of t h e str ai n- mi xt u r e m o d el w a s c o nti n u e d b y i n cl u di n g

t h e a c c e s s or y g e n o m e, d e s cri b e d i n t h e n e xt c h a pt er. A m or e t h or o u g h di s c u s si o n of t h e c o nt ri b uti o n s a n d

li mit ati o n s of t h e p r e s e nt w or k, a s w ell a s p r o mi si n g a v e n u e s f or f ut u r e w or k a n d a p pli c ati o n s ar e d ef e rr e d t o

C h a pt er I V i n a n e ff o rt t o a v oi d r e p etiti o n.
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C h a p t e r I V

W h ol e G e n o m e b a s e d S t r ai n
I d e n ti fi c a ti o n i n M e t a g e n o m e s

‘ T h e m o r e w e l e a r n a b o ut t h e w o rl d, a n d t h e d e e p e r o u r l e a r ni n g, t h e m o r e c o n s ci o u s, s p e ci fi c, a n d a rti c ul at e

will b e o u r k n o wl e d g e of w h at w e d o n ot k n o w, o u r k n o wl e d g e of o u r i g n o r a n c e.’

– K arl P o p p e r

T h e m o d el s pr e s e nt e d i n C h a pt er III o nl y c o n si d er t h e c or e g e n o m e. H o w e v e r, g ai ni n g i nf or m ati o n o n t h e

a c c e s s or y g e n o m e i s e s s e nti al, b ot h f or a c hi e vi n g c o m p etiti v e a c c ur a c y i n st r ai n l e v el i d e nti fi c ati o n a n d f or a

q u a nti fi c ati o n of t h e c o nt e nt of t h e a c c e s s o r y g e n o m e of st r ai n s f o u n d i n m et a g e n o m e s. T h e l att er will gr e atl y

i m pr o v e i nt er pr et a bilit y of t h e str ai n mi xt ur e e sti m ati o n s. W hil e all of t h e t o ol s i n C h a pt er II c o n si d e r t h e

w h ol e g e n o m e, n o n e of t h e m e n a bl e i d e nti fi c ati o n of g e n e s or c o di n g s e q u e n c e s t h at ar e pr e s e nt i n t h e

m et a g e n o mi c st r ai n s, b ut p ot e nti all y n ot i n t h e i d e nti fi e d r ef er e n c e str ai n s (t h o u g h Str ai n G E c a n i d e ntif y

l ar g e d el eti o n s). T h e a bilit y t o i d e ntif yi n g a c q uir e d g e n e s i s e s s e nti al i n d et er mi ni n g t h e s pr e a d of t h e s e

g e n e s a n d i n tr a c ki n g t h e e v ol uti o n of a s p e ci e s a cr o s s ti m e a n d s a m pl e p oi nt s. A d diti o n all y, k- m er b a s e d

a p pr o a c h e s ( s u c h a s St r ai n S c a n, Str ai n G E, or Kr a k e n U ni q) c o n si d er t h e w h ol e g e n o m e b ut ar e p ot e nti all y

h ar d t o i nt e r pr et. H e r e, I pr e s e nt t w o m o d el s t h at e xt e n d t h e str ai n- mi xt u r e m o d el s h o w n i n C h a pt er III,

t a ki n g i nt o a c c o u nt c o di n g s e q u e n c e s f o u n d i n t h e a c c e s s or y g e n o m e. A s i n t h e p r e vi o u s c h a pt e r, t h e t e r m

g e n e r ef er s o nl y t o c o di n g s e q u e n c e s i n t hi s c h a pt er. T h e fir st m o d el t a k e s t h e a c c e s s or y g e n o m e i nt o a c c o u nt

d uri n g e sti m ati o n of t h e r ef er e n c e st r ai n s i n a s a m pl e a n d t h e ot h er a d diti o n all y h a s t h e a bilit y t o a s si g n

g e n e s t h at a r e k n o w n t o b e pr e s e nt i n at l e a st o n e r ef er e n c e st r ai n t o st r ai n s i d e nti fi e d i n a m et a g e n o mi c

s a m pl e, e v e n if t h e i d e nti fi e d r ef er e n c e str ai n d o e s n ot c o nt ai n t h e gi v e n g e n e. I d e v el o p e d a n d e v al u at e d t h e

m o d el s o n a s et of si m ul at e d m et a g e n o mi c s a m pl e s of A. b a u m a n nii . A d diti o n all y, I t e st e d t h e fi n al m o d el
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v ari a nt o n t h e s a m e d at a s et s a s t h e ot h e r t o ol s e v al u at e d i n C h a pt er II, b ot h f or di ff e r e nt s p e ci e s a n d c o m pl e x

str ai n m o c k s. Fi n all y, I a s s e s s t h e a bilit y of t h e m o d el t o r e c o v e r c o di n g s e q u e n c e s.

M e t h o d s

T h e m ai n i s s u e i n c o n c e pt u ali zi n g a m o d el t h at i n c o r p or at e s g e n e s t h at ar e n ot pr e s e nt i n 1 0 0 % of r ef e r e n c e

str ai n s i s t h at t h e r el ati v e a b u n d a n c e s of t h e s e g e n e s m a y b e s k e w e d. T a k e f or e x a m pl e a s a m pl e t h at

c o nt ai n s t w o str ai n s o nl y o n e of w hi c h c a rri e s a c ert ai n g e n e. T h e n, if w e w er e t o e sti m at e t w o str ai n s t h e

tr u e s ol uti o n c o ul d o nl y e x pl ai n t h at pr o p o rti o n of t h e g e n e e q ui v al e nt t o t h e pr o p o rti o n of t h e str ai n c a rr yi n g

it. F or e x a m pl e, if t w o str ai n s w e r e pr e s e nt at 7 0 % a n d 3 0 %, r e s p e cti v el y, w e w o ul d e sti m at e a n y n u cl e oti d e

i n a g e n e c ar ri e d o nl y b y t h e s e c o n d str ai n at a pr o p orti o n of o nl y 0. 3 i n t h e a c c e s s or y g e n e e v e n t h o u g h

t h e o b s er v e d p r o p o rti o n i s 1. 0 ( a s o nl y t h e o n e str ai n c a rri e s t h e g e n e; Fi g ur e 3. 2). H e n c e, w e c o ul d i n c ur

si g ni fi c a nt err or s u n d er t h e pr e vi o u s f or m ul ati o n. T h er e ar e m ulti pl e a p pr o a c h e s t o d e al wit h t hi s i n o r d er

t o i n c or p or at e t h e a c c e s s or y g e n o m e aft e r all. Fi r st of all, w e c a n si m pl y i g n or e t h e a b o v e c o n si d er ati o n a n d

a p pl y t h e str ai n- mi xt ur e m o d el t o g e n e s n ot p r e s e nt i n 1 0 0 % of r ef e r e n c e str ai n s. If w e c h o o s e n ot t o i n cl u d e

all g e n e s, b ut o nl y t h o s e pr e s e nt i n m or e t h a n X % of t h e r ef e r e n c e str ai n s, w h er e X i s l ar g e, s a y a b o v e

9 5 %, t h e n i n m o st c a s e s o ur a p pr o a c h c o ul d still w o r k. H o w e v er, t hi s will gr e atl y i n cr e a s e t h e c o m p ut ati o n al

d e m a n d s a n d i n cl u di n g all of t h e g e n o m e i s u nli k el y t o b e s u c c e s sf ul. F urt h er m or e, w e w o ul d still h a v e

t o c o nt e n d wit h p ot e nti al i n a c c u r a ci e s of t h e n u cl e oti d e pr o p orti o n s. Ot h e r a p pr o a c h e s c a n b e t a k e n t h at

pr o mi s e hi g h er a c c ur a c y w hil e n ot i n c r e a si n g t h e pr o bl e m si z e a s m u c h. T h e s e a p p r o a c h e s w or k o n a g e n e-

b y- g e n e b a si s i n st e a d of o n a n u cl e oti d e b a si s. I m p ort a ntl y, t h e n u cl e oti d e- b a s e d a p pr o a c h f o r t h e c or e- g e n e s

i s still a c e ntr al p art of t h e m o d el s. W hil e pr o mi si n g g r e at er a c c ur a c y ( a s s e e n i n c o m p a ri s o n t o t h e all el e-

b a s e d m o d el s) k e e pi n g t h e n u cl e oti d e- b a s e d a p pr o a c h f or t h e c or e g e n o m e f u rt h er e n a bl e s t h e i d e nti fi c ati o n

of S N P s a n d i s b e n e fi ci al i n i nf erri n g p h yl o g e ni e s d o w n t h e li n e w h e n t h e s e a r e b a s e d o n t h e a s s u m pti o n of

n e utr al e v ol uti o n, m or e li k el y t o b e f o u n d i n t h e c or e g e n o m e of a s p e ci e s a s t h e s e g e n e s ar e li k el y u n d er

st a bili zi n g s el e cti o n d u e t o t h ei r a p p ar e nt n e c e s sit y i n all m e m b e r s of a s p e ci e s. I n d e e d, r e s e a r c h s u g g e st s

t h at c o r e g e n e s ar e r e g ul arl y e x p r e s s e d a n d c o n s er v e d 1 8 8 , w hi c h i s n ot n e c e s s a ril y t r u e f o r all g e n e s. I n cl u di n g

t h e a c c e s s or y g e n o m e s e p a r at el y will e n a bl e a m or e fi n e- gr ai n e d a n al y si s of t h e p r o p erti e s pr e s e nt e d b y t h e

i d e nti fi e d str ai n s a n d t h e a n c e st r y of di ff er e nt p art s of t h eir g e n o m e s. I a g ai n i ntr o d u c e t w o n e w m o d el s,

at di ff er e nt l e v el s of c o m pl e xit y. F or e a s e of r ef er e n c e, I c all t h e s e t h e a c c e s s o r y- pr e s e n c e m o d el a n d t h e

a c c e s s or y- p r o p orti o n m o d el. W hil e e xt e n di n g t o n o n- c or e g e n e s, I still o nl y c o n si d e r e d si n gl e- c o p y g e n e s t o

pr e s er v e t h e a c c ur a c y of a n y a b u n d a n c e i nf or m ati o n o bt ai n e d f r o m t h e m et a g e n o mi c d at a. I n t hi s c h a pt er,
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I st art o ut b y d e s c ri bi n g t h e a s s e m bli e s f or A. b a u m a n nii u s e d i n d at a b a s e cr e ati o n, w hi c h i s t h e s a m e a s

i n C h a pt er II. A s i n C h a pt e r III, A. b a u m a n nii w a s u s e d a s e x a m pl e s p e ci e s d uri n g m o d el d e v el o p m e nt.

H o w e v er, i n t hi s c h a pt e r, I al s o e v al u at e t h e m o d el o n ot h e r s p e ci e s (t h e s a m e a s i n C h a pt e r II) a n d t h er ef or e

a s e p ar at e d at a b a s e f o r e v er y s p e ci e s i s r e q uir e d. H e n c e, I al s o d e s cri b e t h e a s s e m bli e s u s e d f or t h e d at a b a s e

cr e ati o n of E. c oli , M. t u b e r c ul o si s , a n d L. m o n o c yt o g e n e s . T h e n I will d e s cri b e s o m e a d a pt ati o n s of t h e

pr e pr o c e s si n g pi p eli n e fr o m C h a pt er III, al s o d e s cri bi n g t h e n e w r ef er e n c e d at a b a s e u n d erl yi n g t h e m o d el f or

A. b a u m a n nii . T h e n, I will d e s c ri b e t h e d at a b a s e s f o r t h e ot h e r s p e ci e s. Fi n all y, I will l a y o ut t h e t w o m o d el

e xt e n si o n s I d e v el o p e d. T h e s e will t h e n fir st b e a p pli e d t o a n e w d at a s et of si m ul at e d m et a g e n o mi c s a m pl e s

cr e at e d f r o m A. b a u m a n nii a s s e m bli e s, aft er w hi c h a n a p pli c ati o n t o t h e ot h e r s p e ci e s i s p e rf or m e d o n t h e

s a m e d at a b a s e s a n d si m ul at e d d at a s et s f or e a c h s p e ci e s a s f or C h a pt er II.

A s s e m bli e s u n d e rl yi n g R ef e r e n c e D a t a b a s e C o n s t r u c ti o n

F or all f o u r s p e ci e s, t h e s a m e a s s e m bli e s a s i n C h a pt er II w er e u s e d. I l a y o ut t h e b a si c pr o p erti e s h e r e a g ai n

f or e a s e of r ef er e n c e.

A. b a u m a n nii

T h e c u r at e d d at a s et of 1 4 7 3 a s s e m bli e s b y H er n á n d e z- G o n z ál e z et al. 1 5 4 w a s u s e d a g ai n. H e r e, 1 0 0 a s s e m bli e s

w er e e x cl u d e d b a s e d o n t h e a s s e m bl y st ati sti c s a n d a n ot h er 1 0 % of t h e t ot al d at a b a s e w er e e x cl u d e d t o

a g ai n cr e at e s a m pl e s fr o m st r ai n s t h at ar e n ot i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e. T hi s fi n al r ef er e n c e d at a b a s e t h e n

c o nt ai n e d 1 2 4 0 a s s e m bli e s. A s b ef o r e t h e t ot al a n d r ef e r e n c e d at a b a s e s w e r e i n d e p e n d e ntl y cl u st e r e d at t h e

1 0-, 1 0 0-, a n d 5 0 0- cl u st er l e v el s u si n g c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st e ri n g f o r d at a g e n er ati o n a n d a n al y si s

of r e s ult s.

E. c oli

F or t h e E. c oli d at a s et 7 4 of 4 1 5 3 a s s e m bli e s ( C o m pl et e G e n o m e l e v el o nl y) d o w nl o a d e d f r o m t h e N C BI

d at a b a s e w er e e x cl u d e d b a s e d o n a s s e m bl y st ati sti c s. A f urt h e r 1 0 % of t h e t ot al d at a b a s e w er e e x cl u d e d

w h e n c r e ati n g t h e r ef er e n c e d at a b a s e p a s s e d t o t h e m o d el, r e s ulti n g i n a fi n al r ef er e n c e d at a b a s e c o n si sti n g

of 3 6 7 1 a s s e m bli e s. B ot h t h e t ot al a n d r ef er e n c e d at a b a s e w er e cl u st er e d u si n g c o m pl et e li n k a g e hi e r a r c hi c al

cl u st eri n g.
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M. t u b e r c ul o si s

F or t h e M. t u b e r c ul o si s d at a s et 7 0 3 a s s e m bli e s ( C o m pl et e G e n o m e a n d C hr o m o s o m e l e v el) w er e d o w nl o a d e d

fr o m t h e N C BI d at a b a s e. 3 2 a s s e m bli e s w e r e e x cl u d e d b a s e d o n a s s e m bl y st ati sti c s. A f u rt h er 1 0 % of t h e

t ot al d at a b a s e w e r e e x cl u d e d t o cr e at e t h e r ef e r e n c e d at a b a s e, r e s ulti n g i n a fi n al r ef e r e n c e d at a b a s e c o n si sti n g

of 6 0 7 a s s e m bli e s. B ot h t h e t ot al a n d r ef e r e n c e d at a b a s e w er e cl u st e r e d u si n g c o m pl et e li n k a g e hi e r ar c hi c al

cl u st eri n g.

L. m o n o c y t o g e n e s

F or t h e M. t u b e r c ul o si s d at a s et t h e 1 6 4 9 a s s e m bli e s pr o vi d e d b y m y c oll a b or at or Al e x a n d e r G m ei n e r at t h e

Te c h ni c al U ni v er sit y of D e n m ar k w er e u s e d. 4 2 a s s e m bli e s w er e e x cl u d e d b a s e d o n a s s e m bl y st ati sti c s. A

f urt h e r 1 0 % of t h e t ot al d at a b a s e w er e e x cl u d e d t o c r e at e t h e r ef er e n c e d at a b a s e, r e s ulti n g i n a fi n al r ef er e n c e

d at a b a s e c o n si sti n g of 1 4 4 6 a s s e m bli e s. B ot h t h e t ot al a n d r ef e r e n c e d at a b a s e w e r e cl u st e r e d u si n g c o m pl et e

li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st e ri n g.

P r e p r o c e s si n g a n d D a t a b a s e C r e a ti o n

B e y o n d j u st e x p a n di n g t h e str ai n- mi xt ur e m o d el, I f urt h e r r e- e v al u at e d t h e p r e pr o c e s si n g pi p eli n e. T o bri e fl y

r eit er at e t h e pr o c e d ur e, P r o k k a w a s u s e d o n t h e r ef er e n c e d at a b a s e a s s e m bli e s t o i d e ntif y c o di n g s e q u e n c e s

( g e n e s). T h e n, si n gl e c o p y g e n e s w er e i d e nti fi e d a n d f or e a c h g e n e a M S A w a s p erf o r m e d u si n g M A F F T t o

g e n er at e t h e g e n e M S A s. I n c o ntr a st t o C h a pt er III, w e n o w pr o c e e d li k e t hi s f or all f o u n d si n gl e c o p y g e n e s,

n ot j u st t h e c or e g e n e s, k e e pi n g t r a c k w hi c h of t h e g e n e s ar e c or e g e n e s a n d w hi c h a c c e s s or y g e n e s. F oll o wi n g

t hi s g e n e d at a b a s e cr e ati o n, m et a g e n o mi c r e a d s a r e ali g n e d a g ai n st t h e g e n e M S A s u si n g B o wti e 2.

Fir stl y, m a n u al i n s p e cti o n r e v e al e d t h at f or s o m e g e n e s Pr o k k a di d n ot r et u r n t h e w h ol e g e n e s e q u e n c e c a rri e d

b y a st r ai n i n all r ef e r e n c e st r ai n s, o r i d e nti fi e d g e n e s t h at s h o ul d n ot h a v e b e e n i d e nti fi e d. H e n c e, I l o w e r e d

t h e e - v al u e ( e x p e ct e d n u m b e r of ali g n m e nt s b y c h a n c e wit h at l e a st a s g o o d a n ali g n m e nt s c o r e a s t h e f o u n d

ali g n m e nt) u s e d i n t h e B L A S T 1 6 6 ( a wi d el y u s e d l o c al ali g n m e nt t o ol t h at e n a bl e s q ui c k l o c al ali g n m e nt s of

a s e q u e n c e a g ai n st a l ar g e d at a b a s e of r ef e r e n c e s e q u e n c e s) s e a r c h Pr o k k a a p pli e s t o 1 0 − 5 0 . T hi s r e d u c e d t h e

o v er all n u m b er of c all e d g e n e s, w h e r e t h e t er m g e n e s a g ai n r ef er s t o k n o w n c o di n g s e q u e n c e s, b ut n oti c e a bl y

i n cr e a s e d t h e q u alit y of t h e c all e d g e n e s a n d t h e r e s ulti n g M S A s. N at u r all y, t hi s f urt h e r c h a n g e d t h e n u m b er

of c o r e a n d n o n- c or e g e n e s i d e nti fi e d. Wit h t h e a d a pt e d e - v al u e 9 7 si n gl e- c o p y c or e g e n e s a n d 7 5 9 si n gl e- c o p y

a c c e s s or y g e n e s w e r e i d e nti fi e d. Of t h e 7 5 9 a c c e s s or y g e n e s 3 1 9 g e n e s o c c urr e d i n m o r e t h a n 9 5 % of str ai n s.
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T h e hi g h er n u m b e r of c or e g e n e s i d e nti fi e d wit h t h e l o w e r e - v al u e e v e n t h o u g h i n t ot al f e w er g e n e s w e r e

i d e nti fi e d i s li k el y d u e t o t h e f a ct t h at f e w er er r o n e o u s g e n e c all s l e a d t o f e w er c o r e g e n e s b ei n g i d e nti fi e d a s

d u pli c at e.

N e xt, I r e- e x a mi n e d t h e ali g n m e nt s pr o d u c e d u si n g B o wti e 2. H er e, a s ur pri si n gl y l a r g e n u m b e r of ali g n m e nt s

di ff er e d i n t h e r e p o rt e d n u m b er of m at c h e s fr o m t h e a ct u al n u m b er of m at c h e s u p o n i n di vi d u al i n s p e cti o n.

H e n c e, r e a d s w er e i n cl u d e d i n t h e a n al y si s t h at s h o ul d h a v e b e e n di s c a r d e d d u e t o t h ei r l ar g e di v er g e n c e f r o m

t h e r ef e r e n c e str ai n s. T o a d d r e s s t hi s e a c h ali g n e d r e a d w a s q u alit y c o ntr oll e d f oll o wi n g it s a d diti o n t o t h e

M S A. T h e H a m mi n g di st a n c e t o all st r ai n s w a s d et er mi n e d a n d if all str ai n s h a d a di st a n c e a b o v e 1 t o t h e

r e a d it w a s e x cl u d e d.

L a stl y, I al s o a d dr e s s e d t h e p o s si bilit y of u si n g P a n a r o o f or t h e i d e nti fi c ati o n of t h e g e n e p o ol of t h e r ef er e n c e

str ai n s. P a n ar o o i s a t o ol t h at e n a bl e s t h e cr e ati o n of t h e p a n g e n o m e of a pr o k ar y oti c s p e ci e s, p r o mi si n g

a c c ur at e a n n ot ati o n s of g e n o m e s. P a n ar o o i d e nti fi e s O R F s u si n g Pr o k k a a n d t h e n cl u st er s t h e r e s ulti n g

s e q u e n c e s u si n g C D- hit ( a t o ol f o r f a st cl u st eri n g of n u cl e oti d e s e q u e n c e s) wit h a 0. 9 mi ni m u m i d e ntit y

t hr e s h ol d. T hi s i s f oll o w e d b y t h e c r e ati o n of a n M S A u si n g M A F F T. T h e c e ntr al di ff er e n c e h er e i s t h e

u s a g e of C D- hit, w hi c h e n a bl e s b ot h t h e cl u st eri n g of hi g hl y si mil a r g e n e s e q u e n c e s, e v e n w h e n t h e y w e r e

c all e d wit h di ff er e nt i d e ntiti e s o r a s d u pli c at e s, a s w ell a s t h e e x cl u si o n of g e n e s t h at s h o w hi g h di ff e r e n c e s

t o ot h er g e n e s e v e n t h o u g h t h e y w e r e c all e d a s t h e s a m e g e n e b y P r o k k a. G e n e gr o u p s wit h m or e t h a n o n e

s e q u e n c e f or at l e a st o n e r ef er e n c e str ai n w er e e x cl u d e d ( e q ui v al e nt t o r e m o v al of d u pli c at e g e n e s). T hi s

pr o c e d ur e r e s ult e d i n a l ar g e r d at a b a s e c o n si sti n g of 1 5 8 5 3 g e n e s, 8 5 4 of w hi c h o c c ur r e d i n m or e t h a n 9 5 %

of st r ai n s a n d 3 0 6 of w hi c h w er e f o u n d i n 1 0 0 %. H o w e v er, f o r m a n y si m ul at e d d at a s et s ( s e e b el o w f or d et ail s

o n d at a si m ul ati o n), t hi s a p p r o a c h g e n er at e d a d at a b a s e t h at w a s t o o l ar g e t o e n a bl e c o n v er g e n c e of t h e

a c c e s s or y- p r o p orti o n m o d el ( d e s cri b e d b el o w) wit hi n t h e m a xi m u m all ott e d r u nti m e of 7 2 h o ur s. I f u rt h er

att e m pt e d t o r e m o v e g e n e s t h at w er e o nl y c all e d a s u ni d e nti fi e d o p e n r e a di n g fr a m e s. T hi s r e s ult e d i n t h e

r e m o v al of 2 6 3 1 g e n e s. T h e r e s ulti n g d at a b a s e c o nt ai n e d 4 6 7 g e n e s o c c u rri n g i n m or e t h a n 9 5 % of str ai n s

a n d 1 9 6 o c c u rri n g i n 1 0 0 %. H o w e v e r, t h e m o d el s u si n g t hi s r e d u c e d d at a b a s e still di d n ot c o m pl et e f o r t w o

s a m pl e s, e v e n w hil e d eli v e ri n g hi g hl y a c c u r at e r e s ult s ( at a s s e m bl y l e v el f or c o m pl et e d m o d el s c o m p ut e d a s

i n C h a pt e r II: F 1 = 0 .9 2 , J S D = 0 .0 4 9 , W S D = 0 .0 0 0 5 5). H e n c e, u si n g P a n a r o o f or d at a b a s e c o n str u cti o n

w a s n ot d e e m e d pr a cti c al. A n ot h er p o s si bilit y i s t o a d a pt t h e st e p s t a k e n b y P a n a r o o, i. e. t o i d e ntif y O R F s

u si n g P r o k k a a n d t h e n p erf o r mi n g a cl u st e ri n g vi a C D- Hit, b ut u si n g a hi g h er cl u st e ri n g t h r e s h ol d. T hi s

w o ul d li k el y r e s ult i n f e w e r g e n e cl u st e r s p r e s e nt i n all r ef e r e n c e st r ai n s t h a n u si n g P a n ar o o, y et still i n m or e

g e n e cl u st er s of hi g h si mil a rit y t h a n u si n g j u st Pr o k k a, b ut i s l eft f o r f ut ur e r e s e a r c h.
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D a t a b a s e g e n e r a ti o n

N e xt, I will d e s cri b e t h e f o ur d at a b a s e s t h at w er e cr e at e d, o n e e a c h f or A. b a u m a n nii , E. c oli , M. t u b e r c ul o si s ,

a n d L. m o n o c yt o g e n e s .

A. b a u m a n nii

T h e fi n al d at a b a s e f or A. b a u m a n nii c o nt ai n e d 7 5 9 si n gl e- c o p y a c c e s s or y g e n e s a n d 9 7 si n gl e- c o p y c or e g e n e s.

T h e di stri b uti o n of t h e g e n e s a c r o s s n u m b er of str ai n s i s s h o w n i n Fi g ur e 4. 1. A cl e ar u- s h a p e c a n b e o b s e r v e d,

wit h 1 5 6 si n gl et o n s. O v e r all, 3 1 9 g e n e s o c c urr e d i n m or e t h a n 9 5 % of st r ai n s.

Fi g u r e 4. 1: N u m b e r of a s s e m bli e s / s t r ai n s g e n e s o c c u r i n f o r e a c h s p e ci e s. Hi s t o g r a m u s e 1 0 0 bi n s e a c h. H e n c e,
t h e fi r s t a n d l a s t b a r d o n o t n e c e s s a ril y r e p r e s e nt t h e n u m b e r of g e n e s p r e s e nt i n o nl y o n e o r all s t r ai n s. A cl e a r
di s ti n c ti o n b e t w e e n t h e di s t ri b u ti o n s c a n b e o b s e r v e d, wi t h M. t u b e r c ul o si s a n d L. m o n o c yt o g e n e s s h o wi n g a m u c h
hi g h e r n u m b e r of g e n e s s h a r e d a c r o s s m a n y o r all s t r ai n s a n d o nl y f e w si n gl e t o n s c o m p a r e d t o A. b a u m a n nii a n d E.
c oli . T o t al g e n e n u m b e r s w e r e si mil a r a c r o s s all s p e ci e s b e si d e s M. t u b e r c ul o si s f o r w hi c h f e w e r g e n e s w e r e i d e nti fi e d
( A. b a u m a n nii : 8 5 6; E. c oli : 1 0 5 6; M. t u b e r c ul o si s : 5 7 1; L. m o n o c yt o g e n e s : 9 3 3 ).

E. c oli

F or E. c oli , a p pl yi n g t h e a b o v e a p p r o a c h r e s ult e d i n o nl y 4 si n gl e- c o p y c or e g e n e s b ei n g i d e nti fi e d. T h er e

i s a hi g h c h a n c e t h at t hi s n u m b er of c or e g e n e s i s i n s u ffi ci e nt f o r a c c ur at e i nf er e n c e. T hi s pr o m pt e d t o a

r e-i n v e sti g at e of t h e r ef e r e n c e str ai n s (f oll o wi n g u p o n t h e q u alit y c o ntr ol i n C h a pt e r II). All-t o- all p air wi s e

M A S H di st a n c e s w e r e c al c ul at e d f or e a c h s p e ci e s a n d f or e a c h st r ai n t h e m e a n M A S H di st a n c e t o all ot h er
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str ai n s w a s c o m p ut e d ( Fi g ur e 4. 2). 1 T hi s a n al y si s r e v e al s t h at 2 0 of t h e E. c oli str ai n s h a v e a m e a n M A S H

di st a n c e a b o v e 0. 0 5 (r o u g hl y e q ui v al e nt t o 1 − A N I , a n d h e n c e, u s a bl e a s a s p e ci e s c ut o ff ). T h e r ef o r e, t h e s e

str ai n s m a y b e v e r y u nr el at e d t o t h e r e st of t h e r ef er e n c e str ai n s a n d m a y n ot s h ar e m a n y g e n e s wit h t h e

ot h er str ai n s. T hi s l e d t o t h e e x cl u si o n of t h e s e 2 0 str ai n s, f oll o w e d b y a r e c o m p ut ati o n of t h e g e n o m e

c o nt e nt of E. c oli . H o w e v e r, t hi s still o nl y r e s ult e d i n 5 c o r e g e n e s b ei n g i d e nti fi e d. T h er e a r e t w o p o s si bl e

r e a s o n s f or o b s e r vi n g s u c h a l o w n u m b e r of c o r e g e n e s. T h e fir st r e a s o n si m pl y li e s i n t h e n u m b er of g e n o m e s

( 3 6 7 1 g e n o m e s i n t ot al). A s I s h o w f o r A. b a u m a n nii b el o w ( Fi g ur e 4. 5), t h e si z e of t h e c or e g e n o m e s hri n k s

c o nti n u o u sl y t h e m or e str ai n s ar e i n cl u d e d. T h e s e c o n d r e a s o n i s t h at E. c oli i s a hi g hl y v a ri a bl e s p e ci e s.

T hi s hi g h v ari a bilit y will li k el y l e a d t o l e s s o v erl a p i n g e n e c o nt e nt c o m p a r e d t o l e s s v ari a bl e s p e ci e s. O n e

w a y t o a d dr e s s t hi s i s s u e i s t o r e d u c e t h e n u m b er of str ai n s i n cl u d e d i n t h e d at a b a s e pr e p ar ati o n, eit h er

f o c u si n g o n a si n gl e m o n o p h yl eti c gr o u p of st r ai n s, or cl u st eri n g t h e d at a b a s e a n d c h o o si n g a str ai n fr o m

e a c h cl u st er. H e r e, t h e s e c o n d o pti o n w a s c h o s e n. T h e E. c oli r ef er e n c e d at a b a s e w a s d o w n- s a m pl e d a s

w a s d o n e f or St r ai n S c a n (t o o bt ai n c o m p ar a bl e r e s ult s), i. e. b y s el e cti n g 8 9 5 of t h e r ef e r e n c e st r ai n s u si n g

c o m pl et e-li n k a g e hi e r ar c hi c al cl u st eri n g. T h e ai m i s t o r et ai n m u c h of t h e di v er sit y of E. c oli , b ut ar ri v e at

a l ar g er c o r e g e n e s et. A t ot al of 3 4 c o r e g e n e s a n d 1 0 2 2 a c c e s s or y g e n e s w er e o bt ai n e d, w hi c h w a s u s e d

a s t h e fi n al d at a b a s e. T hi s n u m b e r of c o r e g e n e s i s still m u c h l o w er t h a n f or eit h e r A. b a u m a n nii or L.

m o n o c yt o g e n e s e v e n t h o u g h b ot h s p e ci e s’ r ef er e n c e d at a b a s e s c o nt ai n e d m o r e st r ai n s. T hi s f urt h er a d d s t o

t h e n oti o n of hi g h v a ri a bilit y wit hi n E. c oli st r ai n s, b ut c o ul d n ot a bl y al s o p oi nt t o hi g h er n u m b er of d u pli c at e

g e n e s, i. e. t h e l o w n u m b e r of c or e g e n e s c o ul d al s o b e e x pl ai n e d b y m a n y g e n e s b ei n g pr e s e nt at l e a st t wi c e

i n at l e a st t w o a s s e m bli e s. I n d e e d, w h e n c o n si d eri n g c o di n g s e q u e n c e s t h at w e r e f o u n d m ulti pl e ti m e s t h e

c or e g e n o m e si z e w a s 3 3 4 g e n e s ( wit h 3 4 9 4 a c c e s s or y g e n e s i d e nti fi e d), s u g g e sti n g t h at g e n e d u pli c ati o n i s a n

i m p o rt a nt f a ct or. I n c or p or ati n g d u pli c at e g e n e s will t h er ef or e b e a f o c u s of f ut u r e r e s e a r c h. T h e di stri b uti o n

of t h e n u m b er of str ai n s g e n e s ar e f o u n d i n i s s h o w n i n Fi g ur e 4. 1.

M. t u b e r c ul o si s

F or M. t u b e r c ul o si s 2 2 8 si n gl e- c o p y c or e g e n e s a n d 3 4 3 si n gl e- c o p y a c c e s s or y g e n e s w er e i d e nti fi e d. T h e

di st ri b uti o n of t h e n u m b e r of str ai n s c o nt ai ni n g g e n e s i s s h o w n i n Fi g ur e 4. 1. 4 9 7 g e n e s o c c ur r e d i n m o r e

t h a n 9 5 % of str ai n s a n d 2 9 si n gl et o n s w er e i d e nti fi e d.

1 N o t e al s o t h a t t h e p a t t e r n of a v e r a g e M A S H di s t a n c e s r e c a pi t ul a t e s o u r s ti p ul a ti o n s f r o m C h a p t e r I I, i n p a r ti c ul a r r e g a r di n g
t h e v e r y l o w a v e r a g e M A S H di s t a n c e s of M. t u b e r c ul o si s .
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Fi g u r e 4. 2: A v e r a g e M a s h di s t a n c e s of s t r ai n s f r o m all o t h e r s t r ai n s i n t h e s p e ci e s f o r t h e f o u r a n al y z e d s p e ci e s.

L. m o n o c yt o g e n e s

A t ot al of 9 3 3 c o di n g s e q u e n c e s a n d 6 4 7 c or e g e n e s w e r e e xtr a ct e d f or L. m o n o c yt o g e n e s . A n att e m pt t o r u n

t h e m o d el wit h t hi s n u m b e r of g e n e s e x c e e d e d o ur c o m p ut ati o n al li mit ati o n s, wit h n o c o n v e r g e n c e wit hi n 7 2

h o ur s. H e n c e, it w a s n e c e s s ar y t o r e d u c e t h e c o r e g e n o m e si z e. A s u b s et of 9 0 g e n e s w a s s el e ct e d. Fir st, t h e

1 0 0 g e n e s wit h t h e m o st v a ri a bl e p o siti o n s i n t h eir M S A s w e r e i d e nti fi e d. H o w e v er, t h e 1 0 g e n e s wit h t h e

m o st v a ri a bl e p o siti o n s w e r e e x cl u d e d, a s t h e s e w e r e cl e ar o utli e r s s u g g e sti n g p ot e nti all y i n c o n si st e nt g e n e

c alli n g b y P r o k k a. T hi s r e s ult e d i n a fi n al s u b s et of 9 0 g e n e s. I n t ot al, 7 9 9 g e n e s o c c u rr e d i n at l e a st 9 5 % of

str ai n s, a n d o nl y 2 9 si n gl et o n s w e r e i d e nti fi e d. T h e di st ri b uti o n of t h e n u m b e r of st r ai n s g e n e s a p p e ar i n i s

s h o w n i n Fi g u r e 4. 1. Si mil ar t o M. t u b e r c ul o si s , m o st i d e nti fi e d g e n e s o c c ur i n al m o st all o r all str ai n s, wit h

a cl e ar u- s h a p e of t h e di stri b uti o n a n d r el ati v el y f e w g e n e s b ei n g u ni q u e t o o nl y a f e w or o n e str ai n.

A c c e s s o r y- P r e s e n c e M o d el

I n t h e fir st m o d el, t h e a c c e s s o r y- pr e s e n c e m o d el, o nl y t h e pr e s e n c e o r a b s e n c e of a c c e s s or y g e n e s i n b ot h t h e

m et a g e n o mi c s a m pl e s a n d t h e r ef e r e n c e str ai n s i s c o n si d er e d. T o a c hi e v e t hi s, w e c a n i nt r o d u c e t h e v e ct or

Γ. E a c h e ntr y Γ g i s 1 if at l e a st o n e m et a g e n o mi c r e a d ori gi n ati n g i n g e n e g ∈ G i s o b s er v e d a n d 0 ot h er wi s e.

H er e, G i s t h e s et of t h e a c c e s s or y g e n e s o nl y. W h et h er o r n ot a c o r e g e n e i s o b s e r v e d gi v e s n o i nf or m ati o n

t o t h e m o d el, a s all r ef er e n c e st r ai n s will c a rr y t hi s g e n e. T o o bt ai n Γ t h e s a m e B o wti e 2 ali g n m e nt a s b ef or e

w a s p e rf or m e d a n d r e a d s t h at di d n ot h a v e a p e rf e ct CI G A R ( C o m p a ct I di o s y n cr ati c G a p p e d Ali g n m e nt

R e p ort) w er e filt er e d o ut. A CI G A R i s a c o m bi n ati o n of n u m b er s a n d l ett er s s u m m a ri zi n g t h e ali g n m e nt of

t w o s e q u e n c e s. A n u m b e r i n di c ati n g t h e n u m b er of p o siti o n s i s f oll o w e d b y a l ett er i n di c ati n g t h e t y p e of

ali g n m e nt f or t h e s e p o siti o n s. F or e x a m pl e, a CI G A R of 4 M 1 S 1 0 M w o ul d i n di c at e t h at t h e fir st f o u r p o siti o n s
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of t h e ali g n m e nt a r e m at c h e s, f oll o w e d b y a si n gl e s u b stit uti o n, a n d t h e n a n ot h er 1 0 m at c h e s. A d diti o n all y,

w e c a n d e fi n e a g e n e p r e s e n c e- a b s e n c e m atri x f or t h e r ef er e n c e str ai n s Λ. H er e, Λ s, g i s 1 if r ef e r e n c e st r ai n

s c ar ri e s g e n e g a n d 0 ot h e r wi s e. T hi s will e n a bl e t h e mi ni mi z ati o n of t h e di ff e r e n c e b et w e e n t h e g e n e s

w e o b s e r v e a n d t h e o n e s w e d o n ot o b s e r v e a n d w h et h er or n ot t h e y ar e pr e s e nt i n t h e e sti m at e d r ef er e n c e

str ai n s. F or e a c h a c c e s s o r y g e n e t hi s di ff er e n c e i s

∑︁

s ∈ S

|X s Λ s, g − Γ g | , ( 4. 1)

w h er e X s i s a g ai n t h e d e ci si o n v ari a bl e i n di c ati n g w h et h er st r ai n s h a s a n o n- z er o p r o p o rti o n. T h e i s s u e

i nt o w hi c h w e r u n h e r e i s t h at it i s p o s si bl e t h at
∑︁

s ∈ S X s Λ s, g > 1. T hi s w o ul d b e t h e c a s e if t w o or m or e

e sti m at e d st r ai n s c arr y t h e g e n e g a n d ar e e sti m at e d t o b e pr e s e nt i n t h e s a m pl e. T o r e s ol v e t hi s pr o bl e m,

l et u s d e fi n e t h e d e ci si o n v ari a bl e V g ∈ { 0 , 1 } t h at t a k e s o n t h e v al u e 1 if at l e a st o n e st r ai n i s b ot h p r e s e nt

i n t h e e sti m ati o n (X k = 1) a n d c arri e s g e n e g ( Λ s, g = 1). T o t hi s e n d, V g i s c o n str ai n e d b y

V g ≥ X S 1
Λ S 1 , g

V g ≥ X S 2
Λ S 2 , g

...

V g ≥ X S S
Λ S S , g

V g ≤
∑︁

s ∈ S

X s Λ s, g ,

w h er e t h e l a st li n e e n s ur e s t h at if n o n e of t h e r ef er e n c e str ai n s c arr yi n g a g e n e i s e sti m at e d wit h a n o n- z er o

pr o p orti o n t h e n V g m u st al s o b e 0. S i i s si m pl y a u ni q u e w a y of i n d e xi n g t h e str ai n s i n ar bit r a r y or d e r. T h e

f oll o wi n g i s t h e n a d d e d t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n

∑︂

g ∈ G

|V g − Γ g |. ( 4. 2)

D u e t o t h e a b s ol ut e v al u e w e a g ai n n e e d t o r e d e fi n e t hi s s u m m ati o n. Gi v e n t h at Γ g i s a c o n st a nt w e c a n

m a k e t h e f oll o wi n g c o n si d er ati o n. If Γ g = 0, t h e n t h e a b o v e e x pr e s si o n will e v al u at e t o V g . O n t h e ot h e r

h a n d, if Γ g = 1, t h e n t h e a b o v e e x p r e s si o n e v al u at e s t o 1 − V g . H e n c e, f o r g e n e s w h e r e Γg = 0, w e c a n a d d

∑︂

g ∈ G ∧ Γ g = 0

V g ( 4. 3)
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t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n, a s w ell a s
∑︁

g ∈ G ∧ Γ g = 1

1 − V g , ( 4. 4)

f or g e n e s w h e r e Γg = 1. B ot h of t h e s e n e w o bj e cti v e f u n cti o n p art s ar e w ei g ht e d b y λ v / G . L a stl y, t h e

v ari a bl e s X s ar e n ot c o n st r ai n e d a b o v e, i. e. t h e y ar e fr e e t o att ai n t h e v al u e 1, o nl y a d di n g a c o st t o t h e

o bj e cti v e f u n cti o n. H e n c e, if a g e n e i s r e q uir e d t o b e pr e s e nt t h e n X s f or a str ai n s c arr yi n g t h at g e n e c o ul d

j u st b e e sti m at e d at 1 wit h P s b ei n g a v er y s m all, b ut n o n- z e r o, pr o p orti o n. T o p r e v e nt t hi s fr o m h a p p e ni n g

t h e c o n str ai nt s

P s ≥ X s − 0 .9 5

ar e i nt r o d u c e d f or all st r ai n s s ∈ S . T hi s f a mil y of c o n str ai nt s will i m p o s e a mi ni m u m p r o p o rti o n of 5 % f or

a n y str ai n. T h e t hr e s h ol d c a n n at ur all y b e a d a pt e d t o a s s u m pti o n s a b o ut t h e d at a a n al y z e d, t h o u g h m o r e

t h a n 2 0 di sti n g ui s h a bl e str ai n s i n o n e s a m pl e ar e u nli k el y t o o c c ur. F u rt h er m or e, t h e s e c o n str ai nt s m a y b e

u n n e c e s s ar y, gi v e n t h e c o n str ai nt o n s p ar sit y. H o w e v e r, a d di n g t h e c o n st r ai nt s i nt r o d u c e s littl e c o m p ut ati o n al

o v er h e a d. H e n c e, it i s k e pt i n t h e fi n al f or m ul ati o n. T h e c o m pl et e m o d el c a n b e f or m ul at e d a s



M et h o d s 1 4 1

A c c e s s or y- Pr e s e n c e M o d el

mi ni mi z e
∑︁

s ∈ S

X s +
λ p

L

∑︁

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n + λ v

∑︁

g ∈ G ∧ Γ g = 0

V g + λ v

∑︂

g ∈ G ∧ Γ g = 1

( 1 − V g )

s.t. X s ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S

P s ∈ [ 0, 1] , s ∈ S

D l, n ∈ [ 0, 1] , l ∈ L , n ∈ N

V g ∈ { 0 , 1 } , g ∈ G

X k ≥ P s , s ∈ S

P s ≥ X s − 0 .9 5 , s ∈ S

D l, n ≥ δ l Ψ l, n −
∑︂

s ∈ S

P s Φ l, s, n , l ∈ L , n ∈ N

D l, n ≥
∑︂

s ∈ S

P s Φ l, s, n − δ l Ψ l, n , l ∈ L , n ∈ N

∑︂

s ∈ S

P s = 1

V g ≥ X s Λ s, g , g ∈ G , s ∈ S

V g ≤
∑︂

s ∈ S

X s Λ s, g , g ∈ G

A c c e s s o r y- P r o p o r ti o n M o d el

T h e a b o v e f or m ul ati o n m a y w or k w ell w h e n e sti m ati n g t h e pr e s e n c e o r a b s e n c e of e x a ct r ef e r e n c e str ai n s i n a

m et a g e n o mi c s a m pl e. H o w e v e r, i n m a n y c a s e s, a m et a g e n o mi c s a m pl e mi g ht c o nt ai n a str ai n t h at i s cl o s el y

r el at e d t o a r ef er e n c e str ai n, b ut h a s a c q uir e d a c c e s s or y g e n e s t h at ar e n ot p r e s e nt i n t h e r ef e r e n c e str ai n. T o

a d dr e s s t hi s, I i ntr o d u c e t h e a c c e s s or y- pr o p orti o n m o d el. Fir st, l et Λ s, g b e r e pl a c e d b y t h e d e ci si o n v ari a bl e s

T s, g ∈ { 0 , 1 } . T h e n, t o c a pt u r e t h e pr e s e n c e of g e n e s i n t h e r ef e r e n c e str ai n s, w e c a n c o n str ai n t h e s e n e w

v ari a bl e s b y

T s, g ≥ Λ s, g ( 4. 5)

f or all s ∈ S , g ∈ G . T h e a c c e s s or y m o d el p a rt pr e s e nt e d h er e o nl y c o n si d e r s a c c e s s o r y g e n e s, s u c h t h at G i s

t h e s et of t h e a c c e s s or y g e n e s o nl y. H o w e v e r, w e d o n ot n e e d c o n str ai nt s w h e n Λ s, g = 0 a n d c a n t h er ef or e



1 4 2 C h a pt er I V. W h ol e G e n o m e b a s e d St r ai n I d e nti fi c ati o n i n M et a g e n o m e s

dr o p t h e s e. A d diti o n all y, t h e f oll o wi n g c a n b e a d d e d t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n

∑︁

s ∈ S

∑︁

g ∈ G

T s, g . ( 4. 6)

T h e s u m i s w ei g ht e d b y λ t . T h e a b o v e o bj e cti v e pr e v e nt s a n y T s, g fr o m b ei n g a s si g n e d 1 u n n e c e s s a ril y.

Si m pl y r e pl a ci n g Λ s, g wit h T s, g i n t h e pr e vi o u s m o d el ( E q u ati o n 4. 1) t o o bt ai n g e n e pr e s e n c e will n ot w or k,

d u e t o t h e n o n-li n e arit y i nt r o d u c e d b y t h e m ulti pli c ati o n wit h t h e d e ci si o n v ari a bl e X s . T o r e s ol v e t hi s i s s u e,

l et u s i ntr o d u c e t h e a d diti o n al d e ci si o n v ari a bl e s R s, g ∈ { 0 , 1 } w hi c h ar e c o n str ai n e d vi a

R s, g ≥ T s, g + X s − 1 ( 4. 7)

f or all s ∈ S , g ∈ G . T h e s e v ari a bl e s ar e c o n st r ai n e d t o 1 if T s, g a n d X s ar e b ot h 1, i. e. w h e n str ai n s i s

e sti m at e d a s pr e s e nt i n t h e s a m pl e a n d e sti m at e d t o c arr y g e n e g . T o c o n st r ai n t h e m t o 0 ot h e r wi s e w e a d d

t h e c o n str ai nt s

R s, g ≤ T s, g

R s, g ≤ X s .

N at ur all y, w e o nl y n e e d t o d e fi n e t h e s e c o n str ai nt s f or g e n e- st r ai n c o m bi n ati o n s w h er e Λ s, g = 0. F or Λ s, g = 1,

w e h a v e T s, g = 1, a n d h e n c e, t h e a b o v e c o n str ai nt s si m plif y t o

R s, g = X s .

A r e m ai ni n g i s s u e i n t hi s f or m ul ati o n i s t h at t h e a s si g n m e nt of a g e n e t o a n y str ai n i s i n d e p e n d e nt of

pr o p orti o n s, a n d t h er ef or e, ar bit r a r y. T o a d dr e s s t hi s, l et u s fir st t a k e a l o o k at t h e p er- g e n e c o v er a g e of all

g e n e s. I n p a rti c ul a r, w e c a n c o n si d e r t h e c o v e r a g e of t h e c o r e g e n e s, w hi c h w e c a n a s s u m e t o b e, o n a v e r a g e,

e q u al t o t h e s u m of t h e i n di vi d u al fr e q u e n ci e s of t h e c o n stit u e nt str ai n s. T h e n, t a k e t h e c o v er a g e of e a c h

n o n- c or e g e n e r el ati v e t o it s l e n gt h (i n b p) c o m p ar e d t o t h e a v e r a g e c or e g e n e l e n gt h a n d di vi d e it b y t h e m e a n

c o v e r a g e of c or e g e n e s t o ar ri v e at t h e r el ati v e a b u n d a n c e of e a c h n o n c or e g e n e A g ∈ [ 0, 1], w hi c h will r e fl e ct

t h e r el ati v e a b u n d a n c e of t h at g e n e a m o n g t h e e x p e ct e d t ot al c o v er a g e of all str ai n s. F o r e x a m pl e, c o n si d e r

a g ai n a g e n e c a rri e d o nl y b y o n e str ai n wit h a 0. 3 r el ati v e a b u n d a n c e. T h e n, if w e o b s er v e a t ot al s p e ci e s

wi d e c o v e r a g e ( o r e q ui v al e ntl y, a c o r e g e n o m e c o v er a g e) of 1 0, w e w o ul d e x p e ct t h e a c c e s s o r y g e n e t o h a v e

a c o v e r a g e of 3. We w o ul d t h e n a s si g n A g = 0 .3 f or t h e a c c e s s o r y g e n e. I n t hi s m a n n e r, if w e e sti m at e t h e

str ai n i n q u e sti o n at a r el ati v e a b u n d a n c e of 0. 3, w e w o ul d g et a di ff er e n c e of z e r o t o t h e o b s er v e d a c c e s s or y
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g e n e p r o p o rti o n, a s d e si r e d. T o a c hi e v e t hi s, a d e ci si o n v a ri a bl e f o r e a c h g e n e- str ai n c o m bi n ati o n i s r e q uir e d

t h at i s e q u al t o t h e pr o p orti o n of str ai n s ∈ S (P s ) if X s = 1 a n d T s, g = 1. R s, g h a s alr e a d y b e e n d e fi n e d.

Wit h t hi s i n mi n d, w e c a n d e fi n e H s, g ∈ [ 0, 1] a n d a d d t h e f oll o wi n g c o n str ai nt s

H s, g ≤ R s, g

H s, g ≤ P s

H s, g ≥ P s + R s, g − 1

f or all s ∈ S , g ∈ G . H e n c e, H s, g will b e z e r o if eit h er str ai n s h a s a z er o pr o p orti o n or if t h e str ai n d o e s n ot

c arr y g e n e g . H s, g will b e e q u al t o P s ot h er wi s e. N o w w e c a n a d d

∑︁

g ∈ G

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
A g −

∑︁

s ∈ S

H s, g

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓

( 4. 8)

t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n i n st e a d of t h e g e n e p r e s e n c e- a b s e n c e o bj e cti v e i n E q u ati o n 4. 2. T hi s t h e n gi v e s u s

t h e d e vi ati o n b et w e e n t h e o b s er v e d fr e q u e n ci e s of t h e a c c e s s or y g e n e s a n d t h e e sti m at e d fr e q u e n ci e s b a s e d

o n T s, g a n d P s , w hi c h i s mi ni mi z e d. A g ai n, w e n e e d t o r e d e fi n e t h e a b o v e d u e t o t h e a b s ol ut e v al u e a s

I g ≥ A g −
∑︁

s ∈ S

H s, g

I g ≥
∑︂

s ∈ S

H s, g − A g

wit h t h e n e w d e ci si o n v a ri a bl e s I g ∈ [ 0, 1]. Fi n all y, a d d

∑︂

g ∈ G

I g ( 4. 9)

t o t h e o bj e cti v e f u n cti o n, w ei g ht e d b y λ i . T hi s gi v e s u s a c o m pl et e m o d el a bl e t o e sti m at e k n o w n r ef er e n c e

str ai n s wit h t h e a d diti o n of a s f e w a s p o s si bl e n o n- c or e g e n e s n ot pr e s e nt i n t h e s e r ef er e n c e str ai n s. A d di-

ti o n all y, b y t h e si m pli fi c ati o n of w o r ki n g o n a g e n e l e v el f or t h e a c c e s s o r y g e n e s, c o m p ut ati o n al c o m pl e xit y

t h at w o ul d b e i nt r o d u c e d b y h a vi n g t o c o n si d e r e a c h of t h e b a s e l o ci i n t h e a c c e s s or y g e n o m e i s a v oi d e d.

L a stl y, a mi ni m u m st r ai n pr o p o rti o n i s i ntr o d u c e d, a s i n t h e a c c e s s o r y- p r e s e n c e m o d el. T h e c o m pl et e m o d el

t a k e s t h e f or m
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A c c e s s or y- Pr o p orti o n M o d el

mi ni mi z e λ s

∑︁

s ∈ S

X s +
λ p

L

∑︁

( l, n) ∈ L × N

Ω l D l, n +
λ i

G

∑︁

g ∈ G

I g +
λ t

G

∑︂

s ∈ S , g∈ G ,Λ s , g = 0

T s, g

s.t. X s ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S

P s ∈ [ 0, 1] , s ∈ S

D l, n ∈ [ 0, 1] , l ∈ L , n ∈ N

T s, g ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S , g ∈ G , Λ s, g = 0

R s, g ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S , g ∈ G , Λ s, g = 0

H s, g ∈ [ 0, 1] , s ∈ S , g ∈ G

I g ≥ 0 , g ∈ G

∑︂

s ∈ S

P s = 1

X s ≥ P s , s ∈ S

P s ≥ X s − 0 .9 5 , s ∈ S

D l, n ≥ δ l Ψ l, n −
∑︂

s ∈ S

P s Φ l, s, n , l ∈ L , n ∈ N

D l, n ≥
∑︂

s ∈ S

P s Φ l, s, n − δ l Ψ l, n , l ∈ L , n ∈ N

R s, g ≥ T s, g + X s − 1 , s ∈ S , g ∈ G , Λ k, g = 0

R s, g ≤ T s, g , s ∈ S , g ∈ G , Λ k, g = 0

R s, g ≤ X s , s ∈ S , g ∈ G , Λ k, g = 0

R s, g = X s , s ∈ S , g ∈ G , Λ k, g = 1

H s, g ≤ R s, g , s ∈ S , g ∈ G

H s, g ≤ P s , s ∈ S , g ∈ G

H s, g ≥ P s + R s, g − 1 , s ∈ S , g ∈ G

I g ≥ A g −
∑︂

s ∈ S

H k, g , g ∈ G

I g ≥
)︂

s ∈ S

H k, g − A g , g ∈ G
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Mi ni m u m E vi d e n c e f o r I d e n ti fi c a ti o n

A s l a st st e p i n m a ki n g t h e m o d el s a p pli c a bl e t o m et a g e n o mi c s a m pl e s w e n e e d t o d e fi n e a c ut o ff f or t h e

mi ni m u m e vi d e n c e r e q uir e d t o i d e ntif y a s p e ci e s a s pr e s e nt. C urr e ntl y, t h e m o d el s will d eli v er a n e sti m at e

e v e n if o nl y a si n gl e r e a d ali g n m e nt i s f o u n d. We c a n utili z e t h e a s s u m pti o n t h at w e n e e d s u ffi ci e nt c o v er a g e

f or a c o n fi d e nt i d e nti fi c ati o n. If t h e a v er a g e c or e g e n e c o v er a g e f all s b el o w a pr e- s et t hr e s h ol d f o r w hi c h I

c h o s e 0. 1 b a s e s p e r n u cl e oti d e, t h e s p e ci e s i s c o n si d er e d a b s e nt.

R e a d A s si g n m e n t f oll o wi n g S t r ai n I d e n ti fi c a ti o n

W h er e a s f or si n gl e st r ai n s a m pl e s i nf e rri n g S N P s c o ul d b e f ai rl y st r ai g htf o r w a r d ( c o n si d e ri n g o b s er v e d S N P s

a n d s e q u e n ci n g er r o r pr o b a bilit y), t hi s i s n ot t h e c a s e f o r s a m pl e s c o nt ai ni n g m ulti pl e str ai n s. T o l a y a

f o u n d ati o n f or S N P a s si g n m e nt ( a s w ell a s ot h er p o st- pr o c e s si n g st e p s) a m o d el f or a s si g ni n g t h e m et a g e n o mi c

r e a d s t o t h e i nf err e d st r ai n s w a s d e v el o p e d. F or u n a m bi g u o u s r e a d s (i. e. t h o s e m a p pi n g t o o n e str ai n u ni q u el y)

t hi s i s a g ai n e a s y. F or ot h e r r e a d s w e n e e d t o r el y o n t h e r el ati v e a b u n d a n c e e sti m at e. H o w e v er, w e c a n

utili z e a si m pli fi e d v er si o n of t h e str ai n- all el e m o d el fr o m C h a pt er III. T h e ai m i s t o a s si g n r e a d s t o str ai n s

wit hi n o n e g e n e at a ti m e. Fir st, l et u s i ntr o d u c e a bi n ar y v a ri a bl e M s, r f or all e sti m at e d str ai n s s a n d r e a d s

r . T h e fr a cti o n of r e a d s a s si g n e d t o a str ai n s h o ul d b e a s cl o s e a s p o s si bl e t o t h e str ai n s pr o p orti o n s ( n o w

gi v e n a s d at a) P s . N ot e t h at f o r g e n e s n ot e sti m at e d t o b e pr e s e nt i n all st r ai n s, w e n e e d t o m o dif y P s b y

r e s c ali n g it t o t h e t ot al pr o p orti o n of all st r ai n s c arr yi n g t h e g e n e w e ar e c ur r e ntl y i n v e sti g ati n g. C all R t h e

t ot al n u m b e r of r e a d s a s si g n e d t o g e n e g . T h e n w e g et t h e o bj e cti v e f u n cti o n p art

∑︁

s ∈ S

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
P s −

1

R

∑︁

r ∈ R

M s, r

⃓
⃓
⃓
⃓
⃓
, ( 4. 1 0)

w h er e S i s n o w t h e s et of e sti m at e d st r ai n s a n d R i s t h e s et of r e a d s a s si g n e d t o t h e g e n e of i nt er e st.

T hi s o bj e cti v e mi ni mi z e s t h e mi s m at c h b et w e e n t h e e sti m at e d st r ai n p r o p o rti o n a n d t h e p r o p o rti o n of r e a d s

a s si g n e d t o t h at str ai n. T o a c c o u nt f o r t h e n u m b er of mi s m at c h e s b et w e e n t h e r e a d s a n d t h e str ai n s, r e a d s

ar e a s si g n e d t o t h e st r ai n wit h t h e mi ni m u m mi s m at c h. T h e mi s m at c h m at ri x E s, r i s a s s u m e d t o b e gi v e n,

c al c ul at e d a s f o r t h e st r ai n- all el e m o d el. T h e n u m b er of mi s m at c h e s c a n t h e n b e c al c ul at e d a s

∑︁

r ∈ R , s∈ S

E s, r M s, r , ( 4. 1 1)
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w hi c h i s al s o p a rt of t h e o bj e cti v e f u n cti o n. A d diti o n all y, t h e c o n st r ai nt s

∑︁

s ∈ S

M s, r = 1 ( 4. 1 2)

f or all r ∈ R pr e v e nt r e a d s f r o m b ei n g a s si g n e d t o m ulti pl e st r ai n s. F urt h er, r e st r u ct u ri n g t h e a b s ol ut e v al u e

i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n vi a i ntr o d u cti o n of a n e w d e ci si o n v ari a bl e Z s ≥ 0 a n d i nt r o d u ci n g w ei g ht λ m r e s ult s

i n t h e f ull m o d el

R e a d t o St r ai n A s si g n m e nt m o d el

mi ni mi z e λ m

∑︁

r ∈ R , s∈ S

E s, r M s, r +
∑︁

s ∈ S

Z s

s.t. M s, r ∈ { 0 , 1 } , s ∈ S , r ∈ R

∑︂

s ∈ S

M s, r = 1 , r ∈ R

Z s ≥ P s −
1

R

∑︂

r ∈ R

M s, r , s ∈ S

Z s ≥
1

R

∑︂

r ∈ R

M s, r − P s , s ∈ S

T hi s m et h o d pr o vi d e s a s et of r e a d s f or e a c h str ai n a s w ell a s t h e st r ai n s’ r ef e r e n c e s e q u e n c e fr o m w hi c h S N P s

c a n b e e sti m at e d. T hi s c a n b e d o n e b y t a ki n g t h e r e a d s f or a gi v e n str ai n, ali g ni n g t h e m t o it s c or e g e n e s,

a n d u si n g o n e of m a n y p o p ul ar S N P c alli n g m et h o d s 2 0 0, 2 0 1 . I m p ort a ntl y, t hi s f e at u r e w a s n ot e v al u at e d o n

si m ul at e d d at a, b ut will b e a f o c u s of f ut u r e r e s e a r c h.

D a t a G e n e r a ti o n

T h e t w o m o d el s w e r e a g ai n e v al u at e d o n si m ul at e d d at a. I g e n er at e d 2 0 s a m pl e s at 1 0-f ol d c o v e r a g e wit h 5

s a m pl e s e a c h f or 1, 2, 3, a n d 4 r ef er e n c e str ai n s u si n g A R T wit h t h e s a m e s etti n g s a s i n C h a pt er II:

. / a r t _ i l l u m i n a - s s H S 2 5 - s a m - i - l 1 5 0 - p - m 6 0 0 - s 1 0 0

Str ai n s w er e c h o s e n s u c h t h at t h e y o ri gi n at e d i n di ff e r e nt cl u st er s at t h e 1 0 0- cl u st er l e v el. Fir st, n cl u st er s

at t h e 1 0 0- cl u st e r l e v el w er e r a n d o ml y s a m pl e d wit h o ut r e pl a c e m e nt w er e n i s t h e n u m b e r of str ai n s i n t h e

s a m pl e. T h e n o n e st r ai n fr o m e a c h cl u st er w a s c h o s e n at r a n d o m t o b e i n cl u d e d i n t h e d at a. All st r ai n s h a d
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e q u al r el ati v e a b u n d a n c e s. T h e s a m pl e s h a d a n a v e r a g e of 1 3 0 0 0 0 p air e d e n d r e a d s ( S D = 3 8 0 0 p air e d e n d

r e a d s).

T h e fi n al m o d el t h at p e rf or m e d b e st o n t h e e v al u ati o n d at a a b o v e w a s f urt h e r e v al u at e d o n t h e s a m e d at a s et

a s u s e d i n C h a pt er II, i. e. a t ot al of 8 4 0 s a m pl e s (f o r d et ail s s e e A p p e n di x T a bl e A 1), 2 1 0 f or e a c h s p e ci e s

a m o n g A. b a u m a n nii , E. c oli , M. t u b e r c ul o si s , a n d L. m o n o c yt o g e n e s . F or e a c h s p e ci e s, 2 0 0 of t h e 2 1 0 s a m pl e s

c o nt ai n e d str ai n s t h at w er e al s o i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e, w hil e 1 0 s a m pl e s c o n si st e d of str ai n s t h at w er e

pr e vi o u sl y e x cl u d e d fr o m t h e r ef e r e n c e d at a b a s e ( s e e C h a pt er II f or d et ail s). A d diti o n all y, t h e NI S T d at a s et

w a s u s e d a g ai n t o e v al u at e t h e b e st p erf or mi n g m o d el o n m o c k m et a g e n o mi c d at a. U si n g t h e s a m e d at a a s i n

C h a pt er II e n a bl e s i n- d e pt h a n al y si s of p erf o r m a n c e, e s p e ci all y i n s p e ci e s t h at w e r e n ot i n cl u d e d i n t h e m o d el

e v al u ati o n t o d et e r mi n e t h e fi n al m o d el. F urt h e r m o r e, it pr o vi d e s t h e o p p o rt u nit y t o c o m p ar e p e rf or m a n c e

t o t h e t w o b e st p e rf or mi n g p u bli s h e d t o ol s, St r ai n S c a n a n d Str ai n G E.

R e s ul t s

M o d el p erf o r m a n c e w a s e v al u at e d u si n g t h e cl u st er- b a s e d F 1- s c or e s a n d J S D s a s d e fi n e d i n C h a pt er II.

A d diti o n all y, a c o m p ari s o n o n t h e str ai n l e v el w a s al s o p erf or m e d, i n cl u di n g t h e F 1- s c or e, J S D, a n d W S D a s

d e s c ri b e d i n C h a pt e r II. T h e n e w m o d el s h a v e s o m e a d diti o n al p a r a m et e r s t h at n e e d t o b e d et er mi n e d a n d

a gri d of di ff er e nt p ar a m et e r v al u e s w a s e x pl o r e d. T h e p ar a m et er s etti n g s a r e s h o w n i n T a bl e 4. 1 a n d t h e

c o m pl et e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g ur e 4. 3. 2 W hil e at a hi g h-l e v el cl u st e ri n g b ot h a c c e s s o r y g e n o m e m o d el s

p erf or m si mil a rl y a n d o ut p erf or m t h e st r ai n- mi xt ur e m o d el, it i s cl e ar t h at t h e p erf o r m a n c e i n c r e a s e o v e r

t h e str ai n- mi xt u r e m o d el i s hi g h e st at hi g h er t a x o n o mi c r e s ol uti o n s. F urt h e r m or e, t h e a c c e s s o r y- pr o p o rti o n

m o d el cl e arl y o ut p erf or m s t h e a c c e s s o r y- p r e s e n c e m o d el at t h e s e hi g h er t a x o n o mi c r e s ol uti o n s. N o n et h el e s s,

t h e hi g h p erf o r m a n c e of t h e st r ai n- mi xt u r e m o d el at l o w t a x o n o mi c r e s ol uti o n i s n ot a bl e, p oi nti n g t o w ar d s

a p pli c a bilit y i n pr a cti c al s c e n ari o s. A d diti o n all y, t h e v a ri a n c e i n p e rf or m a n c e i n e a c h m o d el a cr o s s di ff er e nt

p ar a m et er s etti n g s i s v er y s m all.

F oll o wi n g t hi s fir st e v al u ati o n, t h e a c c e s s or y- pr o p orti o n i m pl e m e nt ati o n w a s m o di fi e d s u c h t h at t h e s p a r sit y

o bj e cti v e f or t h e n u m b er of g e n e s r e pr e s e nt e d t h e d e vi s e d m o d el a c c ur at el y. T h e pr e vi o u s p ar a m et e r s etti n g s

t h e n l e d t o l o w q u alit y r e s ult s. S p e ci fi c all y, t h e m o d el s l a r g el y o v e r e sti m at e d t h e n u m b er of st r ai n s, u si n g all

p o s si bl e 2 0 str ai n s ( d u e t o t h e c o n str ai nt of P s ≥ 0 .0 5). T hi s c a n b e r e m e di e d b y a d a pti n g t h e p a r a m et er s

2 F o r t h e a c c e s s o r y- p r o p o r ti o n m o d el, t h e s p a r si t y o bj e c ti v e f o r t h e n u m b e r of a c c e s s o r y g e n e s w a s i m p r o p e rl y i m pl e m e nt e d.
H o w e v e r a r e c o m p u t a ti o n f o r all p a r a m e t e r s e t ti n g s w a s n o t p o s si bl e d u e t o r e s o u r c e c o n s t r ai nt s. I n s t e a d p a r a m e t e r c h oi c e s
w e r e b a s e d o n t h e t h e o r e ti c al c o n si d e r a ti o n s b el o w, d eli v e ri n g si mil a r p e rf o r m a n c e t o t h e a c c e s s o r y- p r o p o r ti o n m o d el a s s h o w n
i n Fi g u r e 4. 3 ( s e e Fi g u r e 4. 4 ).
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P a r a m e t e r  S t r ai n- Mi x t u r e M o d el s  P r e s e n c e- A b s e n c e M o d el s  A c c e s s o r y- P r o p o r ti o n M o d el s
λ p ( Wei g ht f or E q u ati o n 3. 2) 1, 1 0, 1 0 0 1, 1 0, 1 0 0 1, 1 0, 1 0 0

λ v ( Wei g ht f or E q u ati o n s 4. 3 a n d 4. 4) N / A 0. 0 1, 0. 1, 1, 1 0  N / A
λ i ( Wei g ht f or E q u ati o n 4. 8) N / A  N / A 0. 0 1, 0. 1, 1, 1 0
λ t ( Wei g ht f or E q u ati o n 4. 6) N / A  N / A 0. 1, 1, 1 0

T a bl e 4. 1: P a r a m e t e r s e t ti n g s u s e d f o r m o d el t u ni n g. λ s = 1 ( w ei g ht of t h e s p a r si t y o bj e ti v e ) a n d γ m i n = 1
( mi ni m u m n u cl e o ti d e c o v e r a g e ) w e r e u s e d a c r o s s m o d el s. λ p i s t h e w ei g ht f o r t h e o bj e c ti v e mi ni mi zi n g t h e mi s m a t c h
i n o b s e r v e d a n d e s ti m a t e d n u cl e o ti d e p r o p o r ti o n s f o r t h e S C C G s. λ v w ei g h s t h e o bj e c ti v e of m a t c hi n g a s m a n y g e n e
p r e s e n c e o r a b s e n c e o b s e r v a ti o n s a s p o s si bl e. λ i i s t h e w ei g ht t h a t d e t e r mi n e s t h e i m p o r t a n c e of t h e d e vi a ti o n b e t w e e n
o b s e r v e d a n d e s ti m a t e d p r o p o r ti o n s of a c c e s s o r y g e n e s i n t h e o p ti mi z a ti o n. Fi n all y, λ t i s t h e w ei g ht c o r r e s p o n di n g t o
t h e mi ni mi z a ti o n of t h e n u m b e r of g e n e s e s ti m a t e d f o r t h e s t r ai n s t h a t a r e n o t c a r ri e d b y t h e s e s t r ai n s i n t h e d a t a b a s e.

Fi g u r e 4. 3: P e rf o r m a n c e of t h e di ff e r e nt t e s t e d m o d el s a c r o s s di ff e r e nt t a x o n o mi c r e s ol u ti o n s ( 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0
cl u s t e r l e v el a s w ell a s f o r t h e i d e nti fi c a ti o n of i n di vi d u al a s s e m bli e s ) a c r o s s all p a r a m e t e r s e t ti n g s. A s s e m bl y l a b el
o n x- a xi s i n di c a t e s t h e a n al y si s w h e r e r e c o v e r y of u ni q u e a s s e m bl y g e n o m e s i s c o n si d e r e d. E a c h li n e s h o w s t h e m e a n
p e rf o r m a n c e a v e r a g e d a c r o s s all p a r a m e t e r s e t ti n g s f o r t h e c o r r e s p o n di n g m o d el a n d s a m pl e s. S h a d e d a r e a s h o w s t h e
9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al a c r o s s p a r a m e t e r s e t ti n g s (i. e. e a c h d a t a p oi nt c o r r e s p o n d s t o t h e m e a n p e rf o r m a n c e of t h e
m o d el wi t h o n e s e t of p a r a m e t e r s a c r o s s all 2 0 s a m pl e s ).

a c c or di n g t o a f e w c o n si d er ati o n s. Fi r stl y, o b s er v e t h at I g ( m e a s u ri n g t h e d e vi ati o n b et w e e n t h e o b s er v e d a n d

e sti m at e d g e n e pr o p orti o n s) a n d T k, g ( m e a s u ri n g t h e n u m b e r of e sti m at e d g e n e s n ot f o u n d i n t h e e sti m at e d

r ef er e n c e str ai n s) a r e i nt er d e p e n d e nt. S p e ci fi c all y, if T k, g = 0 ( p o s si bl y d u e t o a hi g h w ei g ht λ t ) f or all str ai n s

of a g e n e, t h e n I g > 0 f or all g e n e s o b s er v e d a n d I g = 0 f or all g e n e s n ot o b s e r v e d. Gi v e n t h at T k, g = 1

if a r ef er e n c e st r ai n c arri e s a gi v e n g e n e, t h e s e T k, g ar e f or c e d t o b e o n e. H e n c e, a hi g h w ei g ht o n λ t will

f a v or e sti m ati n g m a n y str ai n s t o e x pl ai n p ot e nti all y s p uri o u s g e n e s f o u n d. S e c o n dl y, t h e o bj e cti v e f u n cti o n

p art i n cl u di n g T k, g s h o w e d a v e r y hi g h v al u e aft e r o pti mi z ati o n. T hi s i n di c at e s t h at t h e m o st i n fl u e nti al

o bj e cti v e i s t o r e d u c e T k, g . W hil e o n e m a y t hi n k t h at a l ar g e n u m b er of e sti m at e d str ai n s will l e a d t o a

hi g h er T k, g , o b s e r v ati o n s h o w e d t h at t h e e sti m at e d st r ai n s ori gi n at e d f r o m t h e s a m e cl u st er, i n di c ati n g hi g h

g e n eti c si mil arit y, w hi c h mi ni mi z e s t h e i n fl u e n c e o n T k, g . F urt h er m or e, a c o n str ai nt o n T k, g w a s alr e a d y

i m p o s e d i m pli citl y. S p e ci fi c all y, if t h er e ar e n o o r v e r y f e w r e a d s o b s er v e d f or a gi v e n a c c e s s or y g e n e t h e n

t h e e sti m at e d pr o p orti o n s h o ul d b e a s cl o s e a s p o s si bl e t o z er o. T hi s i s t r u e i n p a rti c ul a r if t h e n u m b e r of

r e a d s o b s er v e d a s f r a cti o n of t h e a v e r a g e c or e g e n e c o v er a g e i s cl o s er t o z er o t h a n t o t h e e sti m at e d str ai n
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a b u n d a n c e, t h o u g h t h e s e a r e of c o ur s e still i nt er d e p e n d e nt d u ri n g o pti mi z ati o n. H e n c e, T k, g = 0 i s o pti m al i n

t hi s sit u ati o n a n d i n cl u di n g T k, g i n t h e o bj e cti v e f u n cti o n m a y n ot b e n e c e s s ar y. B a s e d o n t h e s e o b s er v ati o n s,

λ t w a s s et t o 0, w hil e t h e ot h er w ei g ht s w e r e s et t o t h e v al u e s of o n e of t h e p r e vi o u sl y b e st p erf o r mi n g m o d el s

(λ p = 1 0 , λs = 1 , λj = 0 .0 1). F o r t hi s m o d el s o nl y o n e st r ai n w a s e sti m at e d f or e a c h s a m pl e, i n di c ati n g

t h at λ s or λ j i s t o o hi g h. H e n c e, λ s w a s s et t o 0 .1. T hi s l e d t o hi g h p erf or m a n c e ( Fi g ur e 4. 4). H o w e v er,

t h e n u m b e r of str ai n s w a s still sli g htl y u n d er e sti m at e d. F or s a m pl e s c o nt ai ni n g 3 st r ai n s, o n e s a m pl e w a s

e sti m at e d a s o nl y c o nt ai ni n g 2 a n d f o r s a m pl e s c o nt ai ni n g 4 str ai n s all b ut o n e of t h e s a m pl e s w er e e sti m at e d

t o c o nt ai n f e w e r t h a n 4 st r ai n s. H e n c e, t h e m o d el w a s r er u n wit h λ s = 0 .0 1. T h e m o d el wit h λ s = 0 .0 1

cl e arl y o ut p erf or m s t h e m o d el wit h λ s = 0 .1 o n all m etri c s ( Fi g ur e 4. 4).
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Fi g u r e 4. 4: P e rf o r m a n c e c h a r a c t e ri s ti c s of a c c e s s o r y- p r o p o r ti o n m o d el s wi t h λ s = 0 .0 1 a n d λ s = 0 .1. S h o w n a r e
F 1- s c o r e s ( A - D ) , a n d J S D s ( E - H ) a t t h e di ff e r e nt l e v el s of cl u s t e ri n g ( 1 0 cl u s t e r s, 1 0 0 cl u s t e r s, 5 0 0 cl u s t e r s, a n d
a s s e m bli e s, i. e. n o cl u s t e ri n g ). W S D a t t h e a s s e m bl y l e v el i s s h o w n i n ( J ) . F o r t h e b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n,
e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t
i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. ( I ) s h o w s t h e di ff e r e n c e b e t w e e n t h e e s ti m a t e d n u m b e r
of s t r ai n s v e r s u s t h e t r u e n u m b e r of s t r ai n s i n t h e s a m pl e s. Si z e of di a m o n d s i n di c a t e s t h e c o u nt of h o w of t e n t h e
di ff e r e n c e i s o b s e r v e d.

F oll o wi n g o bt ai ni n g t h e a b o v e r e s ult s, i n v e sti g ati o n s w er e f o c u s e d o n t h e fi n al a c c e s s or y- p r o p orti o n m o d el
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( A P M fr o m h er e o n). A s t h e n u m b er of r ef er e n c e st r ai n s i s i n cr e a s e d, t h e n u m b er of si n gl e c o p y c or e g e n e s

pr e s e nt i n 1 0 0 % of st r ai n s will li k el y d e cr e a s e f or m a n y or all s p e ci e s, w hi c h m a y i n di c at e a d e p e n d e n c e of

c or e g e n e s o n s a m pli n g. T o c o n fir m t hi s f or A. b a u m a n nii , t h e n u m b er of c or e g e n e s fr o m r a n d o m s u b s et s of

r ef er e n c e st r ai n s w e r e d et e r mi n e d ( r e p e at e d 1 0 0 ti m e s f o r e a c h s u b s et si z e, s u b s et si z e s i n cr e a s e d fr o m 1 t o

1 3 7 1 i n i n cr e m e nt s of 1 0). T h e r e s ult s s h o w t h at t h e r at e of d e cli n e i n t h e n u m b e r of c o r e g e n e s d e cr e a s e s,

h o w e v er, n o c o m pl et e l e v eli n g o ut i s o b s er v e d, e v e n w h e n i n cl u di n g all a v ail a bl e r ef er e n c e str ai n s ( Fi g u r e 4. 5).

T hi s f urt h e r s oli di fi e s t h e c o n cl u si o n t h at t h e i d e nti fi c ati o n of a g e n e a s c or e g e n e d e p e n d s o n w hi c h a s s e m bli e s

of t h e s p e ci e s ar e s a m pl e d. H e n c e, a n ot h e r m o d el w a s t e st e d, w hi c h w a s e q ui v al e nt i n it s f o r m ul ati o n t o t h e

A P M, b ut i n cl u di n g g e n e s pr e s e nt i n m or e t h a n 9 5 % of str ai n s i n t h e c or e g e n o m e a n d i m pl e m e nti n g a li n e ar

tr a n siti o n b et w e e n t h e n u cl e oti d e a n d g e n e b a s e d p o rti o n s of t h e m o d el ( s e e A p p e n di x B f or d et ail s a n d

ot h er m o di fi c ati o n s t h at w er e c o n si d e r e d). E v al u ati o n of t hi s m o d el wit h t h e s a m e p ar a m et e r s etti n g s t h at

a c hi e v e d t h e b e st r e s ult s pr e vi o u sl y, i. e. λ p = 1 0 , λs = 0 .0 1 , λj = 0 .0 1, a n d λ t = 0 .0 r e s ult e d i n 1 1 o ut of

2 0 s a m pl e s n ot c o n v e r gi n g wit hi n t h e m a xi m u m r u nti m e of 7 2 h o ur s. H e n c e, t hi s m o d el w a s n ot f urt h er

c o n si d er e d.
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Fi g u r e 4. 5: M e a n n u m b e r of S C C G s f o r di ff e r e nt n u m b e r of r a n d o ml y s a m pl e d a s s e m bli e s. E a c h n u m b e r of a s s e m bli e s
w a s s a m pl e d 1 0 0 ti m e s.
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G e n e C o n t e n t R e c o v e r y

N e xt, t h e a bilit y of t h e A P M f o r g e n e r e c o v er y w a s i n v e sti g at e d. S p e ci fi c all y, w hi c h n o n- c or e c o di n g s e q u e n c e s

i d e nti fi e d at l e a st o n c e i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e str ai n s d o e s t h e A P M i d e ntif y a s pr e s e nt o r a b s e nt, a n d

d o t h e c o di n g s e q u e n c e s i d e nti fi e d c or r e s p o n d w ell t o t h e o n e s t h at a r e a ct u all y pr e s e nt i n t h e str ai n s i n t h e

s a m pl e ? A s all of t h e s a m pl e s w er e c o m p o s e d fr o m str ai n s a m o n g t h e r ef er e n c e st r ai n s i d e all y e x a ctl y t h e

g e n e s of t h e s e st r ai n s w o ul d b e c all e d. F o r i n c or r e ctl y i d e nti fi e d str ai n s w e w o ul d t h e n e x p e ct t h e g e n e s n ot

pr e s e nt i n t h o s e str ai n s t o b e i d e nti fi e d a s p r e s e nt ( T s, g = 1), w hil e w e n at ur all y m a y o b s e r v e s o m e f al s e

p o siti v e s d u e t o t h e c o n st r ai nt T s, g = 1 f or g e n e s g c ar ri e d b y str ai n s . T h e F 1- s c or e, pr e ci si o n, a n d r e c all f or

g e n e r e c o v er y ar e s h o w n i n Fi g ur e 4. 6 A. N e ar p e rf e ct r e c all i s o b s er v e d, wit h o nl y o n e f al s e n e g ati v e. F u rt h er,

hi g h pr e ci si o n i s o b s er v e d ( M e a n = 0. 8 9, S D = 0. 0 1 5). T h e pr e ci si o n i s sli g htl y hi g h er w h e n o nl y o n e str ai n

i s c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e ( Fi g ur e 4. 6 D; M e a n = 0. 9 0, S D = 0. 0 1 0), li k el y a s t h e m o d el w a s a bl e t o b ett er

r e c o v e r t h e a ct u al str ai n i n t h e s a m pl e ( Fi g ur e 4. 4). N ot wit h st a n di n g t h e hi g h r e c all, s o m e f al s e p o siti v e

g e n e c all s ar e o b s er v e d ( Fi g ur e 4. 6 C). Gi v e n t h at t h e str ai n s i n q u e sti o n ar e c o nt ai n e d a m o n g t h e r ef er e n c e

str ai n s, i d e all y z e r o f al s e p o siti v e s w o ul d b e o b s er v e d a n d t h e p erf e ct r e c all i s n ot s ur pri si n g. D u e t o t hi s, t h e

a n al y si s of g e n e r e c o v er y i s r e p e at e d i n t h e n e xt s e cti o n f o r s a m pl e s c o m p o s e d of str ai n s n ot i n t h e r ef er e n c e

d at a b a s e a n d m o c k m et a g e n o mi c d at a, w hi c h c o n stit ut e s a m u c h m or e st ri n g e nt t e st. I n v e sti g ati o n of t h e

p er n u cl e oti d e c o v e r a g e of t h e r e c o v e r e d g e n e s ( Fi g ur e 4. 6 B) s h o w s cl e a rl y di sti n ct di stri b uti o n s b et w e e n tr u e

a n d f al s e p o siti v e g e n e c all s. T hi s i m pli e s t h at a mi ni m u m c o v er a g e t hr e s h ol d f o r c alli n g a g e n e c a n b e s et,

d e p e n di n g o n t h e r e q ui r e m e nt s t o w ar d s s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y.

Fi g u r e 4. 6: ( A ) F 1- s c o r e, p r e ci si o n, a n d r e c all f o r i nf e r r e d g e n e c o nt e nt a c r o s s s a m pl e s. R e c all i s al m o s t p e rf e c t,
r e s ul ti n g i n l o w vi si bili t y of b o x pl o t (li n e a t 1 ). ( B ) Hi s t o g r a m of p e r n u cl e o ti d e c o v e r a g e f o r t r u e p o si ti v e a n d f al s e
p o si ti v e g e n e c all s. ( C ) N u m b e r of t r u e a n d f al s e p o si ti v e g e n e s i nf e r r e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n t h e s a m pl e. ( D )
F 1- s c o r e b y n u m b e r of s t r ai n s.
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Fi g u r e 4. 7: ( A ) Hi s t o g r a m f o r t r u e a n d f al s e p o si ti v e g e n e c all s b y g e n e v a ri a bili t y, d e fi n e d a s t h e m e a n of all-
t o- all p ai r wi s e h a m mi n g di s t a n c e s b e t w e e n s t r ai n s. ( B ) Hi s t o g r a m of di ff e r e n c e s i n g e n e v a ri a bili t y f r o m r a n d o ml y
p e r m u t e d g e n e s. Li n e i n di c a t e s t h e o b s e r v e d m e a n di ff e r e n c e b e t w e e n v a ri a bili t y i n t r u e a n d f al s e p o si ti v e g e n e c all s.

T h e f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s d e s e r v e f u rt h er i n v e sti g ati o n. F o r a p a rt of t h e f al s e p o siti v e g e n e c all s,

hi g h c o v er a g e i s o b s er v e d ( Fi g ur e 4. 6 B). Gi v e n t h at t h e d at a i s o nl y g e n er at e d fr o m st r ai n s i n t h e r ef e r e n c e

d at a b a s e, it i s r e a s o n a bl e t o h y p ot h e si z e t h at t h e s e s e q u e n c e s ar e a ct u all y pr e s e nt i n at l e a st o n e of t h e

g e n er ati n g st r ai n s. H e n c e, t h e i s s u e p ot e nti all y li e s wit h t h e g e n e c alli n g u si n g Pr o k k a. O n e w a y t o i n v e sti g at e

t hi s i s t o l o o k i nt o t h e pr o p e rti e s of t h e g e n e s c all e d a s f al s e or tr u e p o siti v e s. V ar yi n g t h e e - v al u e f or t h e

g e n e c alli n g vi a Pr o k k a i s a n ot h e r o pti o n, w hi c h w a s e x pl or e d f or m o c k m et a g e n o mi c d at a b el o w. H er e,

I c h o s e t o l o o k i nt o t h e v a ri a bilit y of t h e c all e d g e n e s a s pr o x y f or li k eli h o o d t o b e c all e d r eli a bl y f r o m a

g e n o m e. Hi g h er v ari a bilit y m a y i n di c at e l o w er c h a n c e of b ei n g i d e nti fi e d b y Pr o k k a a s t h e s a m e g e n e gi v e n

a l o w e - v al u e. F or e a c h g e n e, all-t o- all p air wi s e h a m mi n g di st a n c e s b et w e e n t h e str ai n s g e n e v ari a nt s w er e

c al c ul at e d a n d t h e m e a n of t h e s e di st a n c e s w a s u s e d a s t h e g e n e s v a ri a bilit y m e a s u r e. W h e n l o o ki n g at

t h e g e n e s c all e d a c r o s s all s a m pl e s ( n o n- u ni q u el y, i. e. c o n si d eri n g t h e s a m e g e n e m ulti pl e ti m e s if it w a s

c all e d m ulti pl e ti m e s a s tr u e or f al s e p o siti v e) s h o w s t h at f al s e p o siti v el y c all e d g e n e s g e n er all y s h o w hi g h er

v ari a bilit y ( Fi g ur e 4. 7 A) s u p p orti n g t h e h y p ot h e si s. T o i n v e sti g at e st ati sti c al si g ni fi c a n c e, a p er m ut ati o n t e st

wit h 1 0 0 0 0 p er m ut ati o n s w a s p erf or m e d ( Fi g ur e 4. 7 B). E a c h p e r m ut ati o n r a n d o ml y p er m ut e s t h e l a b el s of t h e

d at e ( h er e t r u e p o siti v e o r f al s e p o siti v e). T h e n, t h e di ff er e n c e b et w e e n gr o u p s c a n b e t a k e n. B y p e rf or mi n g

m a n y s u c h p er m ut ati o n s, a n ull h y p ot h e si s di st ri b uti o n f or t h e di ff er e n c e b et w e e n gr o u p s i s o bt ai n e d a g ai n st

w hi c h t h e a ct u all y o b s e r v e d di ff er e n c e b et w e e n g r o u p s c a n b e c o m p ar e d. T hi s t e st s h o w e d t h e g e n e v a ri a bilit y

t o b e si g ni fi c a ntl y i n c r e a s e d a m o n g f al s e p o siti v e g e n e c all s ( 5- σ -l e v el = 0. 0 3 3, O b s er v e d Di ff er e n c e = 0. 0 9 1).

Fi n all y, 3 7 1 f al s e p o siti v e g e n e c all s r e p r e s e nti n g si n gl et o n s w er e o b s er v e d ( g e n e s o nl y pr e s e nt i n o n e st r ai n),

f or w hi c h g e n e v ari a bilit y c a n n at u r all y n ot b e d et e r mi n e d, b ut f or w hi c h a si mil a r c o n cl u si o n m a y still h ol d.
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R u n ti m e

A n a n al y si s w a s c o n d u ct e d t o g ai n a n i n si g ht i nt o h o w t h e A P M’ s r u nti m e s c al e s wit h t h e i n p ut si z e. H er e,

of t h e 9 7 S C C G s ni n e s u b s et s of g e n e s w e r e cr e at e d a n d t h e a n al y si s w a s r er u n wit h t h e s e s u b s et s. E a c h of

t h e s e s u b s et s r e p r e s e nt s a d o w n- s a m pl e d c o r e g e n o m e d at a b a s e of s m all er si z e. T h e ni n e s u b s et s c o n si st e d

of 1 0, 2 0, 3 0, 4 0, 5 0, 6 0, 7 0, 8 0, a n d 9 0 g e n e s s a m pl e d r a n d o ml y f r o m t h e 9 7 t ot al S C C G s. F or e a c h of t h e s e

s u b s et s t h e A P M w a s r er u n o n 1 0 of t h e si m ul at e d s a m pl e s ( o n e f o r e a c h n u m b er of str ai n s f r o m o n e t o fi v e).

T h e t ot al r u nti m e s of t h e m o d el d e p e n di n g o n c or e g e n o m e si z e i s s h o w n i n Fi g u r e 4. 8. T hi s a n al y si s s h o w s

t h at w h e n t h e c o r e g e n o m e d at a b a s e c o n si st s of o nl y a f e w g e n e s ( 1 0, 2 0, o r 3 0) t h e r e i s a l ar g e v a ri a bilit y

i n r u nti m e s. H o w e v e r, f o r m or e g e n e s, a cl e ar er p att er n i s di s c er ni bl e, wit h r u nti m e s sli g htl y i n cr e a si n g wit h

m or e i n cl u d e d c or e g e n e s. I m p o rt a ntl y, t h er e i s a si g ni fi c a nt j u m p i n pr o c e s si n g ti m e w h e n s wit c hi n g fr o m

9 0 t o 9 7 c or e g e n e s. T hi s m a y i n di c at e t h at a b o v e 9 7 c or e g e n e s t hi s st e e p i n cr e a s e m a y p e r si st, t h o u g h t hi s

i s h ar d t o i nf e r f r o m t h e a v ail a bl e d at a. N o n et h el e s s, t h e v er y s u d d e n i n c r e a s e i n p r o c e s si n g ti m e i s a n ot a bl e

f e at ur e a n d d e s er v e s f urt h e r i n v e sti g ati o n, w hi c h i s l eft f or f ut ur e r e s e a r c h.

1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 9 7
N u m b e r of G e n e s
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Fi g u r e 4. 8: P r o c e s si n g ti m e s f o r di ff e r e nt n u m b e r of c o r e g e n e s i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e o n a l o g b a s e 2 s c al e.
F o r t h e b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e
d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. T h e bl u e li n e
i n di c a t e s o n e h o u r a n d t h e r e d li n e t e n h o u r s.
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E v al u a ti o n o n o t h e r s p e ci e s

N e xt, t h e fi n al A P M ( γ m i n = 1 , λp = 1 0 , λs = 0 .0 1 , λj = 0 .0 1 , λt = 0 .0) w a s a p pli e d t o t h e d at a s et s d e s c ri b e d

i n t h e b e n c h m ar ki n g st u d y of str ai n i d e nti fi c ati o n t o ol s ( C h a pt e r II). T o r eit e r at e b ri e fl y, 2 1 0 s a m pl e s w er e

cr e at e d f or e a c h s p e ci e s. 2 0 0 of t h e s a m pl e s w er e cr e at e d f r o m st r ai n s t h at a r e al s o a v ail a bl e t o t h e A P M

a n d t h e ot h er t o ol s i n t h ei r r e s p e cti v e r ef er e n c e d at a b a s e s. T h e s e s a m pl e s v ari e d i n t h e n u m b er of st r ai n s

( 1, 2, 3, or 4 st r ai n s), t h ei r c o v er a g e ( 1-, 5-, 1 0-, or 2 0-f ol d, wit h 1-f ol d c o v er a g e o nl y t e st e d f or s a m pl e s wit h

o n e str ai n), di ff er e nt str ai n r el at e d n e s s ( str ai n s eit h e r all ori gi n ati n g i n o n e cl u st e r o r di ff e r e nt cl u st er s a s

d et er mi n e d at t h e 1 0 0 cl u st er l e v el), a n d di ff er e nt r el ati v e a b u n d a n c e pr o fil e s ( eit h e r all str ai n s h a d e q u al

r el ati v e a b u n d a n c e o r o n e st r ai n w a s pi c k e d at r a n d o m t o h a v e 8 0 % r el ati v e a b u n d a n c e w hil e all ot h er st r ai n s

h a d a n e q u al s h ar e of t h e r e m ai ni n g 2 0 % r el ati v e a b u n d a n c e). 1 0 of t h e s a m pl e s w er e c r e at e d fr o m str ai n s

t h at w e r e n ot c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e s (t h e 1 0 % e x cl u d e d str ai n s a s d e s c ri b e d i n t h e M et h o d s i n

C h a pt er II). T h e s e s a m pl e s w e r e c o m p o s e d of eit h e r 1 or 2 str ai n s, wit h e q u al r el ati v e a b u n d a n c e, o ri gi n ati n g

i n di ff e r e nt cl u st er s, at a 1 0-f ol d c o v er a g e. D et ail s of t h e s a m pl e s c a n b e f o u n d i n T a bl e A 1. P erf or m a n c e w a s

c o m p a r e d t o t h e r e s ult s o bt ai n e d f or St r ai n S c a n a n d Str ai n G E i n C h a pt er II. Fir stl y, t h e c or e g e n e d at a b a s e s

w er e c o n st r u ct e d f o r e a c h s p e ci e s a s d e s cri b e d i n t h e m et h o d s e cti o n a n d t h e fi n al n u m b e r of i d e nti fi e d c or e

a n d a c c e s s or y g e n e s a r e s u m m a ri z e d a g ai n i n T a bl e 4. 2.

S p e ci e s  N u m b er of c or e g e n e s  N u m b er of a c c e s s o r y g e n e s
A. b a u m a n nii 9 7 6 6 2

E. c oli 3 4 1 0 2 2
M. t u b e r c ul o si s 2 2 8 3 4 3

L. m o n o c yt o g e n e s 9 0 2 8 6

T a bl e 4. 2: N u m b e r of c o r e a n d a c c e s s o r y g e n e s f o r t h e di ff e r e nt a n al y z e d s p e ci e s u s e d i n t h e fi n al v e r si o n of A P M.

F or t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e t h e A P M s h o w e d c o m p etiti v e p erf o r-

m a n c e ( Fi g ur e 4. 9). F o r A. b a u m a n nii , t h e A P M s h o w s a p erf or m a n c e pr o fil e si mil a r t o Str ai n G E, a n d w hil e

s h o wi n g l o w er p e rf or m a n c e at hi g h r e s ol uti o n s, o ut p erf or m s Str ai n S c a n at l o w r e s ol uti o n s. A d diti o n all y, t h e

l o w e st W S D f o r A. b a u m a n nii i s o b s er v e d u si n g t h e A P M. F or E. c oli , t h e A P M s h o w s si mil ar p e rf or m a n c e

t o Str ai n S c a n, w hil e o ut p erf or mi n g it o n t h e W S D m etri c. St r ai n G E p e rf or m s b e st f or t hi s s p e ci e s, n ot

c o n si d eri n g t h e a s s e m bl y l e v el, w h e r e p erf o r m a n c e of all t o ol s i s cl o s e t o e q u al. N e xt, w h e n i n v e sti g ati n g M.

t u b e r c ul o si s, sli g htl y l o w er p erf o r m a n c e i s o b s er v e d f o r b ot h F 1- s c o r e s a n d J S D at t h e l o w e st r e s ol uti o n of 1 0

cl u st er s u si n g t h e A P M. H o w e v er, f or hi g h er r e s ol uti o n s Str ai n G E i s sli g htl y o ut p erf or m e d. L a stl y, i nf er e n c e s

o n L. m o n o c yt o g e n e s cl o s el y m at c h t h e q u alit y of Str ai n G E. W h e n l o o ki n g at t h e n u m b er of i nf e rr e d str ai n s,

a si mil ar p e rf or m a n c e pr o fil e t o St r ai n S c a n c a n b e di s c er n e d ( Fi g ur e 4. 1 0). O v er all, t h e n u m b e r of e sti m at e d

str ai n s m at c h t h e tr u e n u m b e r of st r ai n s sli g htl y b ett e r t h a n f or Str ai n S c a n, h o w e v e r, g e n e r all y s p ar s e r r e-
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s ult s t h a n w o ul d b e o pti m al ar e still o bt ai n e d. F u rt h er r e d u ci n g t h e s p ar sit y w ei g ht, o r e v e n r e m o vi n g it,

m a y i m pr o v e t h e m o d el s p erf o r m a n c e. Te sti n g t hi s i s l eft f or f ut ur e r e s e a r c h, b ut t h e a bilit y t o a dj u st t h e

w ei g ht e n a bl e s t h e a dj u st m e nt of t h e m o d el t o a p a rti c ul ar s p e ci e s.
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Fi g u r e 4. 9: F 1- s c o r e s, J S D s, a n d W S D f o r t h e A P M, S t r ai n S c a n, a n d S t r ai n G E f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s
c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. S h a d e d a r e a s of li n e pl o t s i n di c a t e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. F o r t h e b o x pl o t s, li n e
i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m
t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. W S D f o r A. b a u m a n nii d o e s n o t s h o w
W S D s f o r S t r ai n S c a n f o r s a m pl e s w hi c h f ail e d t o r u n. A s s e m bli e s l a b el o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el a n al y si s.
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Fi g u r e 4. 1 0: N u m b e r of i nf e r r e d s t r ai n s v e r s u s t r u e s t r ai n s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, a n d t h e A P M o n ( A - D )
t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a n d ( E - H ) t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t
c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e.

E st a bli s hi n g g o o d p e rf or m a n c e f or t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s n ot c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e

i s e s s e nti al i n v ali d ati n g t h e pr e s e nt m o d el. A g ai n, p e rf o r m a n c e c o m p ar a bl e t o St r ai n G E a n d Str ai n S c a n i s

o b s er v e d o v er all ( Fi g u r e 4. 1 1 A). F o r E. c oli t h e A P M h a s a hi g hl y r e d u c e d p erf or m a n c e. T h e r e a s o n s f or

t hi s ar e n ot cl e a r, a s t h e d at a b a s e a s w ell a s t h e p erf or m a n c e o n s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d i n t h e
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e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

F
1

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

J
S

D

A. b a u m a n nii

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

0. 0 4

0. 0 5

W
S

D

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

F
1

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

J
S

D

E. c oli

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

0. 0 4

0. 0 5

W
S

D

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

F
1

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

J
S

D

M. t u b e r c ul o si s

0. 0 0 0 0

0. 0 0 0 2

0. 0 0 0 4

0. 0 0 0 6

W
S

D

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

F
1

1 0 cl u s t
e r s

1 0 0 cl u s t
e r s

5 0 0 cl u s t
e r s

A s s e m bli
e s

0. 0 0

0. 2 5

0. 5 0

0. 7 5

1. 0 0

J
S

D

L. m o n o c y t o g e n e s

0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

W
S

D

S t r ai n S c a n

S t r ai n G E

A P M

( A )

A. b a u m a n nii E. c oli M. t u b e r c ul o si s L. m o n o c y t o g e n e s

0. 9 0

0. 9 2

0. 9 4

0. 9 6

0. 9 8

1. 0 0

F
1

( B )

Fi g u r e 4. 1 1: ( A ) F 1- s c o r e s, J S D s, a n d W S D f o r t h e A P M, S t r ai n S c a n, a n d S t r ai n G E f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s n o t
c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. S h a d e d a r e a s of li n e pl o t s i n di c a t e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. F o r t h e b o x pl o t s, li n e i n di c a t e s
m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t
i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. W S D f o r A. b a u m a n nii i s t r u n c a t e d o n t h e y- a xi s t o i n c r e a s e
vi si bili t y. A s s e m bli e s o n x- a xi s i n di c a t e s a s s e m bl y l e v el a n al y si s. ( B ) F 1- s c o r e s f o r a c c e s s o r y g e n e a s si g n m e nt i n s a m pl e s m a d e
u p of s t r ai n s n o t c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e a c r o s s s p e ci e s.
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r ef er e n c e d at a b a s e i s e s s e nti all y i d e nti c al t o Str ai n S c a n. Of c o u r s e, t h e n u m b e r of c o r e g e n e s c o n si d er e d i s

m u c h l o w er f or E. c oli t h a n f or t h e ot h er s p e ci e s ( T a bl e 4. 2), w hi c h m a y b e a f a ct or h er e. It i s still s ur pri si n g

t o o b s er v e m u c h hi g h er p e rf or m a n c e f o r t h e s a m pl e s m a d e u p of str ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e.

F urt h e r e xt e n di n g t h e g e n e d at a b a s e, f or e x a m pl e b y i n cl u di n g g e n e s t h at a r e p r e s e nt i n l e s s t h a n a 1 0 0 % of

str ai n s, m a y pr o v e v al u a bl e h er e. W h e n i n v e sti g ati n g t h e n u m b er of i nf e rr e d st r ai n s it i s cl e ar t h at t h e A P M

t e n d s t o o v er e sti m at e t h e n u m b er of str ai n s i n t h e s a m pl e ( Fi g u r e 4. 1 0). T hi s e x pl ai n s t h e l o w er p e rf or m a n c e

at l e a st t o s o m e d e gr e e. F o r M. t u b e r c ul o si s c o m p ar a bl e p erf or m a n c e t o Str ai n S c a n i s att ai n e d b y t h e A P M,

w hil e t h e s a m e i s t r u e f or A. b a u m a n nii a n d St r ai n G E. H o w e v er, a hi g h er W S D f or A. b a u m a n nii i s o b s e r v e d

u si n g t h e A P M c o m p a r e d t o St r ai n G E. T h e i nf er r e d n u m b e r s of str ai n s f or t h e s e t w o s p e ci e s cl o s el y tr a c k t h e

tr u e n u m b er of st r ai n s. F o r L. m o n o c yt o g e n e s , hi g h a c c u r a c y of t h e A P M i s o b s e r v e d at t h e t h e 1 0 a n d 1 0 0

cl u st er l e v el s. F urt h er, t h e A P M s h o w s t h e l o w e st J S D at t h e s e r e s ol uti o n s. At t h e 5 0 0 cl u st er r e s ol uti o n,

Str ai n S c a n p erf o r m s sli g htl y b ett er. H o w e v er, a p pl yi n g t h e A P M r e s ult s i n b y f a r t h e l o w e st W S D. Si mil a rl y,

o nl y t h e A P M al w a y s e sti m at e s t h e c orr e ct n u m b er of str ai n s f o r L. m o n o c yt o g e n e s , s h o wi n g t h at f o r t hi s

s p e ci e s t h e n e w a p pr o a c h o ut p e rf or m s t h e a v ail a bl e m et h o d s. T h e hi g h a c c ur a c y f or L. m o n o c yt o g e n e s w a s

a g ai n c o n fi r m e d w h e n i n v e sti g ati n g t h e a c c e s s or y g e n e c o nt e nt r e c o v er y ( Fi g u r e 4. 1 1 B), w h e r e si g ni fi c a ntl y

a hi g h e r F 1- s c or e f o r L. m o n o c yt o g e n e s c o m p ar e d t o t h e ot h er s p e ci e s w a s a c hi e v e d. N o n et h el e s s, f o r t h e

ot h er s p e ci e s c o m p ar a bl e a c c ur a c y t o t h e i niti al e v al u ati o n of g e n e r e c o v er y c a n b e s e e n, wit h a m e di a n

F 1- s c or e a b o v e 0. 9 f o r e v er y s p e ci e s. Fi n all y, t h e A P M’ s p erf o r m a n c e w h e n i n v e sti g at e d f or di ff er e nt s a m pl e

c h ar a ct eri sti c s s h o w s t h e e x p e ct e d p att e r n of r e s ult s ( A p p e n di x Fi g ur e s B 1- B 4).

E v al u a ti o n o n M o c k D a t a

A s l a st st e p, it i s i m p o rt a nt t o v ali d at e t h e A P M o n m o c k m et a g e n o mi c d at a, w hi c h w a s d o n e b y a p pl yi n g

it t o t h e NI S T m o c k m et a g e n o mi c d at a s et s ( s e e C h a pt er II f or m or e d et ail s o n t h e s a m pl e s). H er e, hi g h

p erf or m a n c e i s o b s er v e d o v e r all ( T a bl e 4. 3). F or A. b a u m a n nii , l o w M a s h di st a n c e s a n d W S D s ar e a c hi e v e d,

c o m p a r a bl e t o w h at w a s a c hi e v e d f or Str ai n S c a n a n d St r ai n G E. F or L. m o n o c yt o g e n e s , t h e t h e hi g h e st o v e r all

p erf or m a n c e i s o b s e r v e d, r et u r ni n g t h e b e st p o s si bl e r e s ult a cr o s s s a m pl e s. A cr o s s A. b a u m a n nii , M. t u b e r-

c ul o si s , a n d L. m o n o c yt o g e n e s n o f al s e p o siti v e st r ai n s a r e i nf e rr e d. O n t h e ot h er h a n d, f al s e i d e nti fi c ati o n s

f or E. c oli ar e pr e s e nt, si mil ar a s o b s er v e d f o r t h e ot h er t o ol s. F urt h e r, a d r o p i n a c c u r a c y m e a s ur e d vi a

M a s h di st a n c e s a n d W S D s c o m p a r e d t o Str ai n S c a n a n d St r ai n G E c a n b e s e e n f or E. c oli . It i s w ort h n oti n g

t h at t h e A P M i s t h e o nl y t o ol t h at di d n ot r et u r n a f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n f or E. c oli f o r s a m pl e C.

A d diti o n all y, w hil e t h er e i s a d r o p i n p erf o r m a n c e f o r i d e nti fi c ati o n of A. b a u m a n nii i n s a m pl e C, w h e r e

t h e r el ati v e a b u n d a n c e i s o nl y 0. 0 3 %, t h e i d e nti fi c ati o n i s still of g o o d q u alit y, a n d n eit h er Str ai n S c a n n or
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Str ai n G E r e c o v er e d a n y str ai n s f or t hi s s a m pl e. T h e s e r e s ult s p oi nt t o t h e c o n cl u si o n t h at t h e A P M i s

m or e r o b u st w h e n i n v e sti g ati n g l o w a b u n d a n c e s a m pl e s, w hi c h will b e v er y v al u a bl e w h e n i n v e sti g ati n g r e al

m et a g e n o mi c d at a, a s oft e nti m e s l o w a b u n d a n c e s will b e o b s er v e d.

Fi n all y, I a g ai n e v al u at e d a c c e s s or y g e n e c o nt e nt r e c o v er y. Pr e ci si o n i s si mil a r t o t h e o n e f or si m ul at e d d at a

of A. b a u m a n nii a n d t h e s a m pl e s m a d e u p of st r ai n s n ot c o nt ai n e d i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e, t h o u g h a

sli g ht d r o p i s o b s er v e d. F or b ot h A. b a u m a n nii a n d e s p e ci all y L. m o n o c yt o g e n e s t h e A P M i nf er s f e w f al s e

p o siti v e s w hil e r e c o v eri n g m a n y tr u e p o siti v e g e n e s ( Fi g ur e 4. 1 2). N ot a bl y, t hi s i s li mit e d t o g e n e s i n t h e

d at a b a s e, w hi c h a r e r e stri ct e d b y d e fi niti o n a n d t h e r ef o r e e x cl u d e s d u pli c at e g e n e s. H o w e v er, it w o ul d b e

f ai rl y str ai g htf or w ar d t o e xt e n d t h e m o d el b y a d di n g g e n e s of i nt e r e st t o t h e r ef e r e n c e d at a b a s e. Gi v e n

t h at t h e s e will b e a c c e s s or y g e n e s a n d d u e t o t h e r el ati v el y l o w λ j t h e s k e w i n o b s e r v e d p r o p o rti o n s h o ul d

n ot i m p a ct t h e r e s ult s si g ni fi c a ntl y. F or E. c oli m a n y f al s e p o siti v e s ar e i nf e rr e d, w hi c h i s i n li n e wit h t h e

n u m b er of f al s e p o siti v e str ai n i d e nti fi c ati o n s a n d t h e g e n e r all y r e d u c e d p erf or m a n c e f or E. c oli . I m p ort a ntl y,

p erf or m a n c e w a s e v al u at e d a cr o s s di ff e r e nt e - v al u e s u s e d f or g e n e c alli n g vi a P r o k k a i n t h e g e n o m e s of t h e

m o c k str ai n s (f o r w hi c h a s s e m bli e s w er e a v ail a bl e). A s w o ul d b e e x p e ct e d, t h er e a r e m o r e f al s e p o siti v e

i d e nti fi c ati o n s at l o w e r e - v al u e s, t h o u g h t h e m a g nit u d e of t hi s e ff e ct i s li mit e d. T h e i n c r e a s e d n u m b e r of f al s e

p o siti v e s i s li k el y d u e t o f e w e r g e n e s b ei n g i d e nti fi e d i n t h e m o c k str ai n s. T hi s d e m o n str at e s t h at t h e g e n e

c alli n g p ar a m et er s h a v e a n oti c e a bl e e ff e ct. H o w e v er, t h e e ff e ct s ar e s m all e n o u g h t o n ot a ff e ct a n y of t h e

pr e vi o u s r e s ult s. W hil e t hi s i s n ot o pti m al, p r e ci si o n i s hi g h a c r o s s s etti n g s f or t h e m o c k m et a g e n o mi c d at a.

T hi s d o e s pr o vi d e c o n fi d e n c e t h at hi g h a c c ur a c y i s a c hi e v a bl e f or r e al m et a g e n o mi c d at a, t h o u g h t h e s p e ci e s

a n al y z e d s h o ul d b e t a k e n i nt o a c c o u nt a s d e m o n str at e d b y t h e l o w e r p erf or m a n c e f or E. c oli a n d s p e ci e s

s p e ci fi c b e n c h m ar k s s h o ul d b e c o n d u ct e d b ef or e a p pli c ati o n.

Di s c u s si o n

I n t h e l a st t w o c h a pt er s, I pr e s e nt e d t h e d e v el o p m e nt a n d e v al u ati o n of a m et a g e n o mi c str ai n i d e nti fi c ati o n

t o ol. I st art e d b y d e v el o pi n g a n d e v al u ati n g s e v er al m o d el v ari a nt s, b a s e d s ol el y o n si n gl e c o p y c or e g e n e s.

H a vi n g e st a bli s h e d t h e b e st p e rf or mi n g c o r e g e n o m e m o d el, I h er e e xt e n d e d it t o i n cl u d e t h e a c c e s s or y g e n o m e.

T h e fi n al t o ol s h o w s c o m p etiti v e p e rf or m a n c e w h e n c o m p ar e d wit h t h e st at e- of-t h e- a rt t o ol s a s e st a bli s h e d

i n C h a pt e r II. I n p arti c ul ar, t h e A P M s h o w t h e b e st p erf o r m a n c e f or L. m o n o c yt o g e n e s a n d p r o vi d e s r eli a bl e

i d e nti fi c ati o n i n m o c k m et a g e n o m e s, e s p e ci all y f or l o w a b u n d a n c e s p e ci e s. F u rt h er m or e t h e A P M i s t u n e a bl e

a n d i nt e r pr et a bl e, pr o vi di n g i n d e p e n d e nt i nf o r m ati o n o n t h e c o r e a n d t h e a c c e s s or y g e n o m e a n d e n a bli n g t h e

i d e nti fi c ati o n of a c q uir e d g e n e s, a n d will p r o vi d e a v al u a bl e a d diti o n t o t h e bi oi nf or m ati ci a n s’ t o ol b o x.
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NI S T S a m pl e S p e ci e s  T o ol  Tr u e A b u n d a n c e  # I nf er r e d St r ai n s  M a s h di ff e r e n c e  W S D

A

A. b a u m a n nii
Str ai n S c a n

2. 6 %

3 0. 0 1 2 0. 0 1 8
Str ai n G E 1 0. 0 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 0 9 6

A P M 1 0. 0 0 0 1 2 0. 0 0 0 1 2

E. c oli
Str ai n S c a n

3 0. 4 %

1 0. 0 0 3 5 0. 0 0 3 5
Str ai n G E 2 0. 0 0 0 8 3 0. 0 1 2

A P M 2 0. 1 2 0. 0 1 5

L. m o n o c yt o g e n e s
Str ai n S c a n

0. 0 3 %

0  N / A  N / A
Str ai n G E 0  N / A  N / A

A P M 1 0. 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 2 4

M. t u b e r c ul o si s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

B

A. b a u m a n nii
Str ai n S c a n

3 0. 1 %

1 0. 0 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 0 9 6
Str ai n G E 1 0. 0 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 0 9 6

A P M 1 0. 0 0 0 1 2 0. 0 0 0 1 2

E. c oli
Str ai n S c a n

0. 0 4 %

1 0. 2 3 0. 2 3
Str ai n G E 2 0. 1 3 0. 1 1

A P M 2 0. 1 3 0. 2 1

L. m o n o c yt o g e n e s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

M. t u b e r c ul o si s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

C

A. b a u m a n nii
Str ai n S c a n

0. 0 3 %

0  N / A  N / A
Str ai n G E 0  N / A  N / A

A P M 1 0. 0 0 2 8 0. 0 0 2 8

E. c oli
Str ai n S c a n

0. 0 %

1  N / A  N / A
Str ai n G E 1  N / A  N / A

A P M 0 0 0

L. m o n o c yt o g e n e s
Str ai n S c a n

3. 9 %

1 0. 0 0 1 1 0. 0 0 1 1
Str ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

A P M 1 0. 0 0. 0

M. t u b e r c ul o si s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

D

A. b a u m a n nii
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

E. c oli
Str ai n S c a n

2. 7 6 %

1 0. 0 0 3 5 0. 0 0 3 5
Str ai n G E 1 0. 0 0 0 8 3 0. 0 0 0 8 3

A P M 1 0. 0 0 3 5 0. 0 0 3 5

L. m o n o c yt o g e n e s
Str ai n S c a n

3 0. 0 %

2 0. 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 5 6
Str ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

A P M 1 0. 0 0. 0

M. t u b e r c ul o si s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

E

A. b a u m a n nii
Str ai n S c a n

7. 6 %

1 0. 0 0 0 3 9 0. 0 0 0 4 6
Str ai n G E 1 0. 0 0 0 0 2 4 0. 0 0 0 0 9 6

A P M 1 0. 0 0 0 1 2 0. 0 0 0 1 2

E. c oli
Str ai n S c a n

8. 8 %

2 0. 0 0 3 5 0. 0 8 9
Str ai n G E 3 0. 0 0 0 8 3 0. 0 3 4

A P M 3 0. 0 8 5 0. 0 5 9

L. m o n o c yt o g e n e s
Str ai n S c a n

9. 6 %

1 0. 0 0 1 1 0. 0 0 1 1
Str ai n G E 1 0. 0 0 1 2 0. 0 0 1 2

A P M 1 0 0

M. t u b e r c ul o si s
Str ai n S c a n

0. 0 %

0 0 0
Str ai n G E 0 0 0

A P M 0 0 0

T a bl e 4. 3: R e s ul t s f o r NI S T s a m pl e s. Tr u e a b u n d a n c e i n di c a t e s t h e p e r c e nt of t h e s a m pl e (i n cl u di n g all s p e ci e s ) t h e s t r ai n
of t h e s p e ci e s li s t e d i n t h e r o w m a k e s u p ( e. g. t h e A. b a u m a n nii s t r ai n m a k e s u p a t o t al of 2. 6 % of s a m pl e A ). N o t e t h a t
p e r c e nt a g e s n e e d n o t t o s u m t o o n e wi t hi n a s a m pl e, a s m o r e t h a n t h e li s t e d s p e ci e s a r e c o nt ai n e d i n t h e s a m pl e. # i nf e r r e d
s t r ai n s c ol u m n s h o w s t h e n u m b e r of s t r ai n s f o r t h e s p e ci e s e a c h t o ol i nf e r r e d ( o n e s t r ai n w o ul d b e o p ti m al ). M a s h di ff e r e n c e
i n di c a t e s t h e di ff e r e n c e b e t w e e n t w o M a s h di s t a n c e s. T h e fi r s t M a s h di s t a n c e i s t h e mi ni m u m of t h e di s t a n c e s b e t w e e n t h e
i nf e r r e d s t r ai n s a n d t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e. T h e s e c o n d i s t h e mi ni m u m di s t a n c e b e t w e e n t h e s t r ai n i n t h e s a m pl e a n d all
s t r ai n s i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. T h e fi r s t m e a s u r e s h o w cl o s e t o t h e i nf e r r e d s t r ai n t h e b e s t i nf e r r e d s t r ai n i s. T h e s e c o n d
m e a s u r e s t h e M a s h di s t a n c e o b t ai n e d b y t h e b e s t p o s si bl e i nf e r e n c e gi v e n t h e d a t a b a s e. A s s u c h t hi s c ol u m n m e a s u r e s h o w cl o s e
t o t h e b e s t p o s si bl e r e s ul t t h e i nf e r e n c e i s. Si mil a rl y, t h e W S D m e a s u r e s t h e s a m e di ff e r e n c e, h o w e v e r, t hi s ti m e f o r t h e W S D of
t h e i nf e r r e d p o p ul a ti o n t o t h e t r u e s t r ai n a n d t h e b e s t p o s si bl e W S D gi v e n t h e d a t a b a s e s t r ai n s. I n t hi s m a n n e r, t h e n u m b e r of
s t r ai n s i nf e r r e d i s t a k e n i nt o a c c o u nt. B ol d f o nt s i n di c a t e t h e b e s t p e rf o r mi n g m o d el f o r a m e t ri c- s a m pl e- s p e ci e s c o m bi n a ti o n.

C o n t ri b u ti o n s

F or str ai n s t h at ar e c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d at a b a s e, t h e pr e s e nt e d m o d el p erf or m s o n p ar wit h Str ai n S c a n

a n d Str ai n G E. T h e s a m e i s tr u e f or str ai n s n ot i n t h e r ef er e n c e d at a b a s e, b e si d e s w h e n c o n si d e ri n g E. c oli
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Fi g u r e 4. 1 2: Tr u e a n d f al s e p o si ti v e g e n e c all s a s w ell a s p r e ci si o n of g e n e c alli n g d e p e n di n g o n e - v al u e u s e d f o r
B L A S T s e a r c h i n P r o k k a f o r t h e i s ol a t e o r g a ni s m i n t h e s a m pl e s f o r A. b a u m a n nii , E. c oli , a n d L. m o n o c yt o g e n e s i n
NI S T m o c k m e t a g e n o mi c d a t a. N o t e t h e di ff e r e nt i n s c al e s b e t w e e n t h e fi g u r e s t o all o w f o r b e t t e r vi si bili t y.

f or w hi c h a cl e ar dr o p o ff i n p e rf or m a n c e w a s o b s er v e d. H o w e v e r, I b eli e v e t h at f u rt h er s p e ci e s- s p e ci fi c t u ni n g

of t h e A P M w o ul d pr o vi d e i m p r o v e d r e s ult s f or E. c oli . T h e A P M i s al s o hi g hl y a c c ur at e i n a n al y si n g m o c k

m et a g e n o mi c d at a, w h e r e p a rti c ul a rl y r eli a bl e p e rf or m a n c e i s d e m o n str at e d at l o w r el ati v e a b u n d a n c e s. T hi s

will e n a bl e pr a cti c al m et a g e n o mi c a n al y s e s, w h er e m a n y s a m pl e s will li k el y s h o w l o w c o v e r a g e f or t h e s p e ci e s

w e m a y b e i nt e r e st e d i n a n al y si n g. W hil e n ot al w a y s d eli v e ri n g a s hi g h a n a c c u r a c y a s t h e ot h e r t o ol s, t h e

a c c ur a c y i s still m or e t h a n s u ffi ci e nt f or m o st s p e ci e s t o c o n d u ct v al u a bl e m et a g e n o mi c r e s e ar c h, e s p e ci all y

w h e n n ot c o n si d eri n g t h e hi g h e st p o s si bl e t a x o n o mi c r e s ol uti o n, b ut r at h er c o n d u cti n g a n al y s e s at a cl a d e

or li n e a g e l e v el. F u rt h er m or e, t h e A P M pr o vi d e s b ett er i nt er pr et a bilit y a n d c u st o mi z a bilit y c o m p a r e d t o

Str ai n S c a n a n d Str ai n G E. Fir st of all, t h e di ff er e nt w ei g ht s i n t h e A P M c a n b e a dj u st e d e a sil y a n d t h e e ff e ct

of t hi s m o di fi c ati o n c a n b e pr e di ct e d a n d i nt e r pr et e d. A s s u c h, w h e n v ali d ati n g di ff e r e nt t o ol s o n a s p e ci e s

of i nt er e st pri or t o a p pli c ati o n, t h e A P M c a n b e a d a pt e d t o i n cr e a s e a c c u r a c y o r wit h a s p e ci fi c f o c u s o n

eit h er c or e o r a c c e s s or y g e n e s. F ut ur e w o r k will a d dr e s s t hi s i n m o r e d et ail. F urt h e r m or e, t h e d at a b a s e b a s e d

o n g e n e s e n a bl e s m o di fi c ati o n s of t h e A P M t o di ff e r e nt cir c u m st a n c e s. F o r e x a m pl e, a s p e ci fi c s et of g e n e s

c o ul d b e c h o s e n, b e t h at a s et of M L S T, c o r e g e n o m e M L S T, o r w h ol e g e n o m e M L S T ( w h er e t h e c h o s e n

l o ci ar e n ot c o n st r ai n e d t o g e n e s i n t h e c or e g e n o m e) l o ci or a c u st o m s et of g e n e s. T hi s t o o will n e e d t o

b e e v al u at e d i n f ut u r e r e s e ar c h, b ut t h e c or e g e n o m e b a s e d m o d el pr e s e nt e d i n C h a pt er III alr e a d y s h o w s

t h e vi a bilit y of r el yi n g o n r el ati v el y f e w c o r e g e n e s f o r st r ai n i d e nti fi c ati o n. I f u rt h er p r o p o s e d a n a p pr o a c h

t o a s si g n r e a d s t o str ai n s a n d g e n e s, wit h t hi s f u n cti o n alit y still t o b e t e st e d, w hi c h c a n b e v al u a bl e f or



1 6 2 C h a pt er I V. W h ol e G e n o m e b a s e d St r ai n I d e nti fi c ati o n i n M et a g e n o m e s

d o w n st r e a m a n al y si s, s u c h a s S N P c alli n g o r a s s e m bl y. T h e l att e r c o ul d al s o b e n e fit f r o m t h e k n o wl e d g e of

t h e n u m b er of str ai n s i n a s a m pl e t o i d e ntif y t h e p ot e nti al f or c hi m eri c a s s e m bli e s. I n a si mil ar v ei n, t h e

r ef er e n c e st r ai n s f o u n d b y t h e A P M c o ul d b e u s e d a s r ef er e n c e s f or m o r e g e n e r al r e a d a s si g n m e nt, e xt e n di n g

b e y o n d t h e g e n e s c o nt ai n e d i n t h e m o d el, e n a bli n g m or e i n- d e pt h a n al y si s of S N P s, d el eti o n s, a n d i n s erti o n s

i n t h e g e n o m e s of t h e s e str ai n s. Fi n all y, t h e A P M o ff e r s t h e f u n cti o n alit y of e sti m ati n g g e n e s, s p e ci fi c all y

c o di n g s e q u e n c e s i d e nti fi e d u si n g Pr o k k a, p r e s e nt i n a n i d e nti fi e d str ai n t h at ar e n ot p r e s e nt i n t h e i d e nti fi e d

r ef er e n c e str ai n s a n d a s si g ni n g t h e s e g e n e s t o st r ai n s b a s e d o n t h eir o b s er v e d c o v e r a g e. T hi s f u n cti o n alit y

i s, t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e, n ot o ff er e d b y a n y ot h er a v ail a bl e t o ol a n d t a c kl e s a n i m p ort a nt i s s u e i n

hi g h r e s ol uti o n m et a g e n o mi c a n al y si s. F ut u r e w o r k c o ul d a d diti o n all y e x p a n d o n t hi s, a s fr o m a t e c h ni c al

st a n d p oi nt t h e m o d el str u ct u r e all o w s f or t h e i n c or p or ati o n of a n y s e q u e n c e. T h e g e n e r e c o v e r y r e s ult s s h o w

hi g h p r e ci si o n a n d r e c all. N ot a bl y, f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n ar e a f a ct or, h o w e v er, a di sti n ct di stri b uti o n

i n c o v er a g e s f or t h e s e i s o b s er v e d, e n a bli n g t h e c h oi c e of a s e n siti vit y- s p e ci fi cit y tr a d e- o ff. Still, t h e m et h o d

i s n ot n e c e s s a ril y a p pli c a bl e t o a n y s p e ci e s, a s s e e n f o r E. c oli , a n d s p e ci e s s p e ci fi c b e n c h m a r k s s h o ul d b e

c o n d u ct e d pri or t o a p pli c ati o n. B y e xt e n di n g t h e m et h o d t o g e n e s of s p e ci al i nt er e st, s u c h a s a nti bi oti c

r e si st a n c e g e n e s, t h e A P M c o n stit ut e s a n i m p ort a nt st e p t o w ar d s o u r a bilit y t o a s si g n hi g hl y r el e v a nt g e n e s

t o str ai n s i n m et a g e n o mi c d at a a n d e v al u ati n g t h e s e p o s si biliti e s i s e s s e nti al g oi n g f o r w ar d.

Li mi t a ti o n s a n d F u t u r e W o r k

W hil e t h e m o d el pr e s e nt e d h er e c o n stit ut e s a v al u a bl e a d diti o n t o t h e li st of a v ail a bl e m et a g e n o mi c a n al y si s

t o ol s, t h er e a r e s o m e li mit ati o n s. Fir st of all, n ot e t h e d e p e n d e n c e of t h e r ef e r e n c e d at a b a s e o n t h e si z e a n d

str u ct ur e of t h e i n cl u d e d str ai n s. A s w e h a v e s e e n f or E. c oli a n d A. b a u m a n nii , t h e n u m b e r of si n gl e c o p y

c or e g e n e s d e c r e a s e s wit h t h e n u m b er of i n cl u d e d g e n o m e s. T hi s i s n ot s ur pri si n g, e s p e ci all y c o n si d eri n g t h at

o nl y si n gl e c o p y g e n e s w er e i n cl u d e d. A s s u c h t h e r e s ulti n g d at a b a s e h a s t o b e i n v e sti g at e d a n d p ot e nti all y

st e p s h a v e t o b e t a k e n t o a dj u st it. F or e x a m pl e, t h e n u m b er of i n cl u d e d E. c oli str ai n s h a d t o b e r e d u c e d

t o i n cl u d e a s u ffi ci e nt n u m b er of c or e g e n e s. O n t h e ot h er h a n d, t o o m a n y g e n e s m a y b e i d e nti fi e d r e s ulti n g

i n t o o m u c h d at a t o p r o c e s s wit h li mit e d pr o c e s si n g ti m e, r e q uiri n g e x cl u si o n of c e rt ai n g e n e s, a s h a d t o

b e d o n e f or L. m o n o c yt o g e n e s . T o a d dr e s s t h e c h oi c e of g e n e s, t w o p o s si bl e r e s e ar c h a v e n u e s e xi st. Fir st

of all, d u pli c at e g e n e s c o ul d b e i n cl u d e d. H o w e v er, t hi s m a y l e a d t o l o w q u alit y ali g n m e nt s i n t h e fir st

i n st a n c e. H e n c e, cl u st e ri n g of O R F s i d e nti fi e d fr o m P r o k k a, s u c h a s d o n e b y P a n ar o o u si n g C D- Hit, s h o ul d

b e p e rf or m e d t o gr o u p hi g hl y si mil ar O R F s t o g et h e r. H o w e v er, t hi s l e a d s t o t w o f urt h er pr o bl e m s. Fir stl y,

t h e i n cl u si o n of d u pli c at e g e n e s will t e n d t o s k e w t h e o b s er v e d p r o p orti o n s f or t h o s e g e n e s. A p o s si bl e r e m e d y

f or t hi s w o ul d b e t o a dj u st t h e r ef er e n c e str ai n s n u cl e oti d e pr o p orti o n s, f or e x a m pl e { 0 .5 , 0 .5 , 0 , 0 } m a y b e a
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p o s si bl e e ntr y f or t h e n u cl e oti d e p r o p orti o n s of { A, T, G, C } at a l o c u s. S e c o n dl y, t h e d at a b a s e si z e will li k el y

i n cr e a s e s u b st a nti all y, t h o u g h o n e m a y r e d u c e t h e n u m b er of i n cl u d e d g e n e s f or e x a m pl e b y d et er mi ni n g a s et

of g e n e s t h at o pti m all y di sti n g ui s h e s b et w e e n t h e r ef e r e n c e str ai n s b y s o m e crit eri a. F or e x a m pl e, t h e mi ni m al

s et of g e n e s t h at h a s a gi v e n mi ni m u m n u m b er of n u cl e oti d e di ff e r e n c e s b et w e e n a n y t w o str ai n s c o ul d b e

c h o s e n. A n ot h er a p pr o a c h w o ul d b e t o a n al y z e t h e c o r e g e n e M S A s, eit h e r b y m a n u al i n s p e cti o n or b a s e d o n

g e n e v ari a bilit y, a n d i n cl u d e o nl y t h e b e st s uit e d g e n e s. T h e e x a ct crit eri a h e r e will n e e d t o b e e st a bli s h e d vi a

f urt h e r e x p eri m e nt s. A s a n alt er n ati v e t o i n cl u di n g d u pli c at e g e n e s wit h si mil ar a d v a nt a g e s a n d d r a w b a c k s,

o n e c o ul d e xt e n d t h e g e n e s i n cl u d e d i n t h e d at a b a s e b e y o n d p ur e c o r e g e n e s pr e s e nt i n 1 0 0 % of str ai n s. F or

e x a m pl e, g e n e s t h at ar e p r e s e nt i n at l e a st 9 5 % of r ef e r e n c e st r ai n s c o ul d b e i n cl u d e d, o r if t hi s l e a d s t o a

d at a b a s e t h at i s t o o l ar g e, t h e c ut o ff p e r c e nt a g e c o ul d b e d e cr e a s e d u ntil a s et n u m b er of g e n e s w hi c h w e

k n o w t o b e c o m p ut ati o n all y f e a si bl e i s r e a c h e d. B e y o n d t hi s, w hil e I ai m e d t o c r e at e a m o stl y a ut o m at e d

t o ol, c ur ati o n of t h e d at a b a s e m a y b e v al u a bl e, a n d o n e m a y c o n si d e r m a n u al i n s p e cti o n of t h e r e s ulti n g

g e n e ali g n m e nt s a n d e x cl u si o n of c ert ai n g e n e s or p art s t h er e of b a s e d o n t hi s. T hi s m a y f urt h er i m pr o v e

t h e d at a b a s e, a n d h e n c e, p erf o r m a n c e of t h e A P M. A n ot h er a p p r o a c h h er e w o ul d b e t o r el y o n e s s e nti al

g e n e s, i. e. g e n e s t h at h a v e b e e n i d e nti fi e d a s e s s e nti al t o a n o r g a ni s m s s ur vi v al 1 8 7, 2 0 2 . U si n g e s s e nti al g e n e s

m a y g e n er all y b e b e n e fi ci al a s t h ei r n u m b e r will n ot d e p e n d a s str o n gl y o n s a m pli n g, a s o p p o s e d t o t h e c or e

g e n e s u s e d h er e, w h o s e d e p e n d e n c e o n s a m pli n g i s s h o w n i n Fi g ur e 4. 5. T h e s e e s s e nti al g e n e s, h o w e v e r,

m a y b e d u pli c at e d, a n d d o n ot all o w str ai g htf or w ar d a ut o m ati c e xtr a cti o n, a n d b ot h i s s u e s will n e e d t o b e

t a c kl e d i n r e s e a r c h g oi n g f o r w a r d t o all o w t h e u s a g e of e s s e nti al g e n e s i n t h e m o d el. T h e s e c o n d li mit ati o n

i s t h e f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n of g e n e s, t h o u g h o ur c o n fi d e n c e i n g e n e c all s c a n b e i n c r e a s e d t hr o u g h

i m p o si n g a mi ni m u m c o v er a g e c ut o ff. T h e a n al y si s of t h e m o c k m et a g e n o mi c d at a al s o hi g hli g ht s a g ai n t h e

v ari a bilit y i n g e n e c alli n g u si n g di ff e r e nt e - v al u e s. T h er ef or e, i d e ntif yi n g g e n e s u si n g a hi g h e - v al u e wit h p o st

h o c q u alit y a s s e s s m e nt m a y b e a n ot h e r a v e n u e t o a d dr e s s t h e i s s u e of f al s e p o siti v e g e n e i d e nti fi c ati o n s. At

t h e m o m e nt, t h e m o d el o nl y e sti m at e s t h e p r e s e n c e of a d diti o n al g e n e s, b ut n ot d el eti o n s. T hi s c a p a bilit y

c o ul d b e i ntr o d u c e d di r e ctl y i nt o t h e A P M b y e xt e n di n g t h e T s, g v ari a bl e t o i n st a n c e s w h e r e Λ s, g = 1, i. e.

t o g e n e s g c ar ri e d b y r ef er e n c e st r ai n s . H o w e v e r, t hi s i s n ot n e c e s s ar y, a s a p o st- pr o c e s si n g st e p c o ul d

b e i n c or p or at e d i n st e a d, i d e ntif yi n g g e n e s t h at a r e n ot c o v e r e d b y a n y r e a d s, si mil ar t o t h e p o st p r o c e s si n g

e m pl o y e d b y Str ai n G E. T h e A P M h a s t h e dr a w b a c k, a s d o all ot h e r a v ail a bl e t o ol s, t h at n o i nf or m ati o n o n

pl a s mi d s i s pr o vi d e d. I n g e n e r al, a s si g ni n g pl a s mi d s t o str ai n s i s a h a r d p r o bl e m, c o m pli c at e d b y t h e f a ct

t h at oft e nti m e s pl a s mi d s c a n b e s h ar e d a cr o s s s p e ci e s b o u n d ari e s 2 0 3 . N o n et h el e s s, s u b st a nti al s p e ci fi cit y of

pl a s mi d s t o t h eir h o st s r e m ai n s 4 5, 4 6 . H e n c e, i n cl u di n g pl a s mi d c ar ri e d g e n e s wit h hi g h h o st s p e ci fi cit y c o ul d

b e p o s si bl e i n t h e A P M. H o w e v er, d et er mi ni n g w hi c h pl a s mi d s di s pl a y s u c h a s p e ci fi cit y i s a h ar d pr o bl e m

i n t h e fir st pl a c e t h at d e s er v e s m o r e att e nti o n i n f ut ur e r e s e ar c h. A fi n al li mit ati o n i s t h at n o e sti m at e of
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c o n fi d e n c e i s p r o vi d e d f or t h e i nf er r e d st r ai n mi xt u r e. T hi s dr a w b a c k i s al s o pr e s e nt f or b ot h Str ai n S c a n a n d

Str ai n G E. A d dr e s si n g t hi s li mit ati o n i n f ut ur e r e s e ar c h will b e v al u a bl e.

A p pli c a ti o n s

T h e d e v el o p e d m o d el h a s a r a n g e of p o s si bl e a p pli c ati o n s. T h e i d e nti fi c ati o n of str ai n s i n e n vi r o n m e nt al

m et a g e n o mi c d at a, f or e x a m pl e fr o m w a st e w at er or t h e u r b a n mi cr o bi o m e, c a n h el p wit h t h e s ur v eill a n c e of

str ai n tr a n s mi s si o n a n d s h ari n g a cr o s s l o c ati o n s a n d e n vi r o n m e nt s. T h e d e v el o p e d m o d el c o ul d b e u s e d t o

i d e ntif y v ari ati o n i n c o r e g e n e s, w hi c h c o ul d t h e n b e u s e d a s a b a si s f o r b uil di n g a p h yl o g e n y of t h e i d e nti fi e d

str ai n s, h el pi n g t o t r a c k t h e s p r e a d of c ert ai n cl a d e s o r str ai n s, w hi c h c a n b e h u g el y b e n e fi ci al t o s ur v eill a n c e

e ff o rt s, i n p a rti c ul ar o ut b r e a k tr a c ki n g. I d e nti fi c ati o n of s h ar e d str ai n s a cr o s s e n vir o n m e nt s c o ul d i n t ur n

b e a p pli e d t o t h e pr e di cti o n of a nti bi oti c r e si st a n c e, w h er e t h e s u b- s p e ci e s l e v el t a x o n o m y a cr o s s r e gi o n s

c o ul d b e a s s o ci at e d wit h p att er n s i n t h e r e si st a n c e p r o fil e s o b s er v e d i n cli ni c s. T hi s i s a n i nt e r e sti n g ar e a f or

f ut ur e r e s e ar c h t o a d dr e s s. F u rt h e r m or e, t h e a bilit y t o i d e ntif y g e n e s c arri e d b y t h e i d e nti fi e d str ai n s pr o vi d e s

o p p o rt u niti e s t o st u d y t h e f u n cti o n al r ol e s of str ai n s wit hi n a mi c r o bi o m e. O n e a r e a of p o s si bl e r e s e ar c h w o ul d

b e t o i d e ntif y g e n e s s h ar e d b et w e e n t h e m e m b e r s of a s p e ci e s f o u n d i n si mil a r e n vi r o n m e nt s, w hi c h m a y p oi nt

t o w ar d s e c ot y p e s ( a e c ol o gi c all y di sti n ct s u b s p e ci e s 2 0 4 ) a n d g e n e s e s s e nti al i n t h e s e e n vir o n m e nt s f o r t h e gi v e n

s p e ci e s. T hi s i n t ur n c o ul d pr o vi d e i n si g ht s i nt o t h e f u n cti o n al r ol e s of s p e ci e s i n di ff er e nt e n vir o n m e nt s. T o

d at e, u n c o v eri n g f u n cti o n al r ol e s of s p e ci e s i n e n vi r o n m e nt s a n d h o w t h eir p r e s e n c e c orr e s p o n d s t o c o m m u nit y

d y n a mi c s r e m ai n s el u si v e 2 0 5 . E xt e n di n g t h e m o d el d at a b a s e t o i n cl u d e n o n- si n gl e c o p y g e n e s a n d p ot e nti all y

A R G s a n d g e n e s c ar ri e d o n pl a s mi d s c o ul d f urt h er i n cr e a s e t h e v al u e of t hi s a p p r o a c h. E s p e ci all y t h e

a s si g n m e nt of r e si st a n c e g e n e s t o str ai n s will b e of g r e at i m p ort a n c e f or e x a m pl e i n w a st e w at er s ur v eill a n c e

a n d i n r e s e ar c h a d d r e s si n g t h e r el ati o n s hi p b et w e e n cli ni c al a n d w a st e w at er a nti bi oti c r e si st a n c e pr o fil e s.

N ot a bl y, t hi s a p pli c ati o n will r e q uir e f urt h e r d e v el o p m e nt a n d t e sti n g, b ut t hi s w or k s h o w s t h at i n t h e n e a r

f ut ur e t h e s e a r e a s of a p pli c ati o n m a y b e c o m e f e a si bl e.

C o n cl u si o n

I n c o n cl u si o n, I p r e s e nt e d a n o v el m o d el f or str ai n i nf e r e n c e i n m et a g e n o mi c s a m pl e s t h at s h o w s st at e- of-t h e-

art p erf or m a n c e a n d w or k s e s p e ci all y w ell f or l o w a b u n d a n c e s a m pl e s, a s d e m o n str at e d b y t h e a n al y si s of

m o c k m et a g e n o mi c d at a. W hil e f u rt h er d e v el o p m e nt s a r e n e c e s s ar y t o e x pl oit t h e A P M’ s f ull p ot e nti al, t h e

a bilit y t o i d e ntif y g e n e a d diti o n s t o t h e i nf err e d str ai n s alr e a d y h a s p ot e nti al t o l e a d t o i m p o rt a nt di s c o v eri e s

i n mi cr o bi o m e r e s e ar c h.



C h a p t e r V

A r r a y T e s ti n g f o r P r e v al e n c e
E s ti m a ti o n

‘ W e s h o ul d n’t f e el di s a p p oi nt e d t h at t h e m a r c h of u n d e r st a n di n g r e m o v e s a n el e m e nt of m y st e r y f r o m t h e

w o rl d; w e s h o ul d b e a p p r e ci ati v e of h o w m u c h t h e r e i s t o k n o w a n d t h e e n dl e s s v a ri et y of w a y s i n w hi c h o u r

s e n si bl e u ni v e r s e c o nti n u e s t o s u r p ri s e u s. T h e v e r y f a ct t h at o u r w o rl d i s c o m p r e h e n si bl e s h o ul d fill u s wit h

w o n d e r a n d d eli g ht. T h e w o rl d i s n ot m a gi c – a n d t h at’ s t h e m o st m a gi c al t hi n g a b o ut it.’

– S e a n C ar r oll

A s p e ci al c a s e of S T D t e sti n g d e si g n s 1 2 0 i s a rr a y t e sti n g (ill u st r at e d i n Fi g ur e 1. 4). I m p ort a ntl y, f or t hi s

si m pli fi e d d e si g n s o m e a n al yti c al c o n si d er ati o n s c a n b e m a d e a b o ut t h e di ff er e nt p o s si biliti e s f o r ar ri vi n g at

a gi v e n t e st r e s ult t h at will all o w t h e e sti m ati o n of pr e v al e n c e fr o m t h e ar r a y t e sti n g d e si g n u si n g f a r f e w er

t e st s t h a n w h e n u si n g i n di vi d u al t e sti n g. G r o u p t e sti n g h a s pr e vi o u sl y b e e n u s e d f o r pr e v al e n c e e sti m ati o n,

a n d a rr a y t e sti n g h a s b e e n c o n si d e r e d f or t hi s p u r p o s e b ef o r e, e v e n if o nl y t o a li mit e d e xt e nt 1 4 5, 1 4 6, 1 4 7 .

I m p o rt a ntl y, t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e n o f ull y a n al yti c al a p p r o a c h f or t h e e sti m ati o n of pr e v al e n c e

f or ar r a y t e sti n g h a s b e e n d e v el o p e d, n o r h a s a n e x a ct d eri v ati o n of t h e li k eli h o o d f u n cti o n b e e n p erf or m e d.

A d diti o n all y, w hil e I d o n ot cl ai m t h at t h e p r e s e nt e d a p pr o a c h u si n g ar r a y t e sti n g i s t h e o pti m al g r o u p t e sti n g

d e si g n f o r p r e v al e n c e e sti m ati o n, a rr a y t e sti n g h a s b e n e fit s i n p r a cti c e, s u c h a s e a s y s et u p a n d l o w t e sti n g

ti m e, a s n o r et e sti n g i s r e q ui r e d. A d diti o n all y, it p r o vi d e s t h e o p p ort u nit y of i d e ntif yi n g p o siti v e s a m pl e s.

H er e, it i s i m p ort a nt t o k e e p i n mi n d et hi c al a n d pr a cti c al c o n si d er ati o n a b o ut r et u r ni n g f al s e p o siti v e

i d e nti fi c ati o n s. H o w e v er, arr a y t e sti n g d o e s all o w r et e sti n g if r e q uir e d a n d arr a y t e sti n g c a n b e a p pli e d if

t h er e i s a n e e d f or s ur v eill a n c e t e sti n g. I n t hi s c h a pt er, I l a y o ut a n a n al yti c al a p p r o a c h f or o bt ai ni n g t h e

pr o b a bilit y of a r a n g e of pr e v al e n c e r at e s u si n g a rr a y t e sti n g, a s w ell a s t h e m a xi m u m li k eli h o o d e sti m at e f or

1 6 5
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t h e pr e v al e n c e, a n d c o m p ar e t h e o bt ai n e d pr e v al e n c e e sti m at e s t o i n di vi d u al t e sti n g u si n g t h e s a m e n u m b e r

of t e st s.

M e t h o d s

H er e, I pr e s e nt a n e sti m at or b a s e d o n t h e n u m b er of p o siti v e r o w a n d c ol u m n t e st s. I n a di ff er e nt a p p r o a c h

o n e c o ul d u s e a d e c o d e r a n d b a s e pr e v al e n c e e sti m at e s o n t h e n u m b er of p o siti v e s a m pl e s e sti m at e d b y

t hi s d e c o d e r. H o w e v er, a p pr o a c h e d n ai v el y t hi s will l e a d t o a n o v e r e sti m ati o n of t h e pr e v al e n c e, gi v e n t h e

i n cr e a s e d f al s e p o siti v e r at e u si n g ar r a y t e sti n g. T hi s i s e v e n m or e tr u e w h e n w e att e m pt t o c o m p e n s at e f o r

s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y i n t h e d e c o d e r, f o r e x a m pl e b y u si n g N C O M P, a v ari a nt of C O M P t h at d e cl ar e s a

s a m pl e p o siti v e if all b ut o n e t e st s c o nt ai ni n g it ar e p o siti v e, a s t hi s s u b st a nti all y i n cr e a s e s t h e f al s e p o siti v e

r at e ( s e e A p p e n di x C f or a d eri v ati o n). I n c o ntr a st, a n a p pr o a c h b a s e d o n t h e n u m b er of p o siti v e r o w s a n d

c ol u m n s all o w s u s t o d et er mi n e t h e e x a ct pr o b a bilit y of a n y n u m b e r of p o siti v e s.

V ari o u s c o n si d er ati o n s n e e d t o b e m a d e w h e n e sti m ati n g p r e v al e n c e, s u c h a s t h e c h oi c e of p ri or a s w ell a s t h e

t e st s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y. I will fir st d eri v e a n e sti m at e f or t h e p r e v al e n c e a s s u mi n g p erf e ct s p e ci fi cit y

a n d s e n siti vit y, b ef o r e m o vi n g o n t o er r o r- pr o n e t e st s. T hr o u g h o ut it i s a s s u m e d t h at e a c h gr o u p t e sti n g

d e si g n h a s t h e s a m e si z e n , wit h n b ei n g t h e n u m b er of i n di vi d u al s a m pl e s t e st e d. A s t h e s a m pl e s a r e

ar r a n g e d i n a s q u ar e arr a y t h e n u m b er of r o w t e st s i s
√

n , a s i s t h e n u m b er of c ol u m n t e st s. T h er ef or e, w e

h a v e a t ot al of 2
√

n gr o u p t e st s. I n B a y e si a n t er m s, w h e n e sti m ati n g a pr e v el a n c e p w e ai m t o e sti m at e t h e

p o st e ri or di stri b uti o n P (p |d at a ). I n t h e c a s e of a rr a y t e sti n g, t h e d at a i s t h e n u m b er of p o siti v e r o w t e st s r

a n d p o siti v e c ol u m n t e st s c f o r m r o u n d s of gr o u p t e sti n g. T hi s r e m o v e s t h e n e e d f o r d e c o di n g t h e a ct u al

p o siti v e s a m pl e s. I d e n ot e t h e r e s ult s f or e a c h r o u n d of gr o u p t e sti n g a s ( r i , ci ), 1 ≤ i ≤ m , a n d all r e s ult s

t o g et h er si m pl y a s ( r, c ) = { (r 1 , c1 ), (r 2 , c2 ), . . . , (r m , cm )} . B y B a y e s t h e or e m

P (p |(r, c )) =
P (( r, c )|p )P (p )

∑︁
P (( r, c )|p )P (p )d p

. ( 5. 1)

V ari o u s c h oi c e s f or t h e pri or o n p a r e r e a s o n a bl e a n d c a n b e i nf o r m e d b y pr e vi o u s k n o wl e d g e. F or t h e c ur r e nt

w or k a si m pl e u nif or m pri or a cr o s s all pr e v al e n c e r at e s i s a s s u m e d. It will s h ortl y b e c o m e a p p ar e nt t h at t h e

i nt e gr al i s i nf e a si bl e. H e n c e, it i s a p p r o xi m at e d vi a a s u m m ati o n o v er s u ffi ci e ntl y m a n y p r e v al e n c e r at e s. I n

o ur c a s e all v al u e s of 0 ≤ p ≤ 1 i n i n cr e m e nt s of 0. 0 0 1. T h e u nif or m pri or i s t h e n r e pl a c e d b y P (p ) = 1 / 1 0 0 1

f or all p . It r e m ai n s t o fi n d a n e x pr e s si o n f or P (( r, c )|p ).

I will fir st i n v e sti g at e e a c h gr o u p t e sti n g r u n i n di vi d u all y. T o o bt ai n a n e x p r e s si o n f or P (( r i , ci )|p ) it will b e
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h el pf ul t o i ntr o d u c e t h e n u m b er of p o siti v e s a m pl e s ( or d ef e cti v e s a s oft e n r ef e rr e d t o i n t h e lit er at u r e) d .

We o bt ai n t h e e x pr e s si o n

P (( r i , ci )|p ) =
n∑︁

d = 0

P (( r i , ci )|d )P (d |p ). ( 5. 2)

H er e, P (d |p ) i s t h e pr o b a bilit y of o b s e r vi n g d p o siti v e i n di vi d u al s w h e n s a m pli n g n t ot al i n di vi d u al s gi v e n

t h e p r e v al e n c e p , w hi c h i s gi v e n b y t h e bi n o mi al di stri b uti o n f or n t e st e d s a m pl e s. We c a n t h e n d et er mi n e

P (( r i , ci )|d ) a s f oll o w s. We fi r st n e e d t o d et e r mi n e t h e n u m b er of w a y s d p o siti v e s a m pl e s c a n r e s ult i n r i

p o siti v e r o w s a n d c i p o siti v e c ol u m n s i n a n n s a m pl e a rr a y t e sti n g d e si g n, d e n ot e d b y k r i , ci , d. T h e n u m b e r

of p o siti v e r o w s a n d c ol u m n s gi v e s u s t h e m a xi m u m n u m b er of s a m pl e s t h at ar e p ot e nti all y p o siti v e, r i c i .

A s s u mi n g d p o siti v e s a m pl e s, w e h a v e
∑︁

r i c i

d

∑︁
w a y s of c h o o si n g t h e m a m o n g t h e p ot e nti al p o siti v e s. H o w e v er,

s o m e of t h e c h oi c e s w o ul d l e a d t o f e w e r p o siti v e r o w or c ol u m n t e st s t h a n o b s er v e d. F o r e x a m pl e, if all

p o siti v e s w er e ar r a n g e d i n a si n gl e r o w, w e c o ul d n ot e x pl ai n a n o b s e r v ati o n wit h t w o or m or e p o siti v e r o w

t e st s. We c a n p r o c e e d i n a r e c u r si v e m a n n er t o di s c o u nt t h e s e p o s si biliti e s b y s u btr a cti n g fr o m
∑︂

r i c i

d

∑︂
t h e

n u m b er of w a y s w e c o ul d h a v e c r e at e d f e w e r p o siti v e t e st s wit h t h e s a m e n u m b er of p o siti v e s, i. e. 1

k r i , ci , d =

∑︂
r i c i

d

∑︂

−

r i − 1∑︂

a = 0

c i − 1)︂

b = 0

∑︂
r i

a

∑︁ ∑︁
c i

b

∑︁

k a, b, d −

∑︂
r i

r i − 1

∑︂

k r i − 1 , ci , d −

∑︂
c i

c i − 1

)︃

k r i , ci − 1 , d, ( 5. 3)

w h er e

k 0 ,0 , d = k 1 ,0 , d = k 0 ,1 , d = 0 . ( 5. 4)

N ot e t h at w e i ntr o d u c e d a f a ct or a c c o u nti n g f or t h e p o s si bl e w a y s t o c h o o s e a o ut of r i r o w s a n d b o ut of c i

c ol u m n s, i. e. h o w m a n y w a y s ar e t h er e t o c h o o s e f e w e r r o w s a n d c ol u m n s t h a n w e o b s er v e d. A d diti o n all y, t o

ar ri v e at P (( r i , ci )|d ) w e n e e d t o e sti m at e t h e fr a cti o n of p o s si bl e c o n fi g ur ati o n s of d p o siti v e s a m pl e s a m o n g

all p ot e nti al p o siti v e s a m pl e s a n d t h e n u m b e r of w a y s of c h o o si n g r i r o w s a n d c i c ol u m n s o ut of t =
√

n

t e st s. S p e ci fi c all y, w e h a v e
(︁

t
r i

)︁
w a y s of c h o o si n g r i r o w s o ut of t h e t r o w t e st s, a n d si mil arl y w e h a v e

(︁
t
c i

)︁

w a y s of c h o o si n g c i c ol u m n s o ut of t h e t c ol u m n t e st s. T hi s n e e d s t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt, a s w e h a v e

pr e vi o u sl y o nl y d et er mi n e d t h e n u m b er of w a y s d p o siti v e s a m pl e s c a n b e di st ri b ut e d i n r i a n d c i p o siti v e

r o w a n d c ol u m n t e st s. H o w e v er, w e c o ul d c h o o s e s e v e r al s et s of r o w s a n d c ol u m n s a n d n e e d t o a c c o u nt f or

t h e n u m b e r of p o s si bl e w a y s t o d o t hi s. T h er ef or e,

P (( r i , ci )|d ) =

(︃
t

r i

)︃ (︃
t

c i

)︃
k r i , ci , d(︁

n
d

)︁ . ( 5. 5)

H a vi n g a n e x p r e s si o n f or P (( r i , ci )|p ) it i s str ai g htf or w ar d t o g e n er ali z e t o all o b s er v ati o n s ( r, c ) a s all

1 T hi s i s e q ui v al e nt t o a di ff e r e nt e x p r e s si o n d e ri v e d b y C a rli t z e t al. 2 0 6 a n d f u r t h e r a n al y z e d b y Ri o r d a n a n d S t ei n 2 0 7 f o r
t h e a r r a n g e m e nt s of d pi e c e s o n a r i b y c i c h e s s b o a r d wi t h n o r o w s o r c ol u m n s e m p t y.



1 6 8 C h a pt er V. Arr a y Te sti n g f or Pr e v al e n c e E sti m ati o n

P (( r i , ci )|p ) ar e c o n diti o n all y i n d e p e n d e nt gi v e n t h e p r e v al e n c e p .

P (( r, c )|p ) =
m∑︁

i = 1

P (( r i , ci )|p ). ( 5. 6)

Wit h t hi s i n h a n d w e c a n t h e n c al c ul at e t h e p o st e ri or P (p |(r, c )) a c r o s s all pr e v al e n c e r at e s w e a r e i nt er e st e d

i n.

I m p e rf e c t t e s t s

Te st s u s e d i n i nf e cti o u s di s e a s e t e sti n g a r e n e c e s s aril y i m p erf e ct. We h a v e t o d e al wit h b ot h t h e s e n siti vit y

(S e , t h e pr o b a bilit y t h at a t e st i s p o siti v e gi v e n t h at t h e s a m pl e i s p o siti v e) a n d s p e ci fi cit y (S p , t h e pr o b a bilit y

t h at a t e st i s n e g ati v e gi v e n t h at t h e s a m pl e i s n e g ati v e), b ot h of w hi c h ar e a s s u m e d t o b e k n o w n. T h e s e

c h ar a ct eri sti c s r e m ai n hi g h f o r g r o u p t e sti n g 1 1 5, 1 1 6, 1 1 7, 1 1 8 . H o w e v e r, t h e y ar e n ot p e rf e ct, a n d h e n c e n e e d

t o b e i n c o r p o r at e d i nt o t h e e sti m ati o n. I fir st d e al wit h s e n siti vit y, a g ai n ai mi n g t o e sti m at e P (( r i , ci )|d ).

H er e, w e n e e d t o a c c o u nt f or t h e p o s si bilit y t h at gi v e n a n u m b er of p o siti v e s d s h o ul d wit h p erf e ct t e sti n g

r e s ult i n a c ert ai n n u m b er of p o siti v e t e st r e s ult s ( a, b ), b ut s o m e of t h e t e st s a ct u all y t ur n o ut n e g ati v e s u c h

t h at w e o b s er v e ( r, c ) i n st e a d. We c a n c al c ul at e t h e p r o b a bilit y of a = r i + x, b = c i + y, x, y ≥ 0 p o siti v e

t e st o ut c o m e s f o r d p o siti v e s a n d x a n d y f al s e n e g ati v e s. We si m pl y d et e r mi n e t h e n u m b er of p o s si biliti e s

f or o bt ai ni n g (a, b ) p o siti v e t e st s a s b ef or e a n d i n c o r p or at e t h e p r o b a bilit y f or r i + c i t e st s of t h e a + b t e st s

t ur ni n g o ut p o siti v e, i. e.

P (( r i , ci )|(a, b ), d) =

∑︁
a + b

r i + c i

∑︁

S r i + c i
e ( 1 − S e ) a + b − r i − c i

∑︂
t

a

∑︂ ∑︂
t

b

∑︂
k a, b, d∑︂

n
d

)︂ , ( 5. 7)

We c a n t h e n a g ai n c o n si d er all p o s si bl e v al u e s of d a n d p o s si bl e t e st o ut c o m e s ( at m o st d f o r r o w s a n d

c ol u m n s, r e s p e cti v el y; t hi s i s t h e c a s e w h e n t h e d s a m pl e s ar e ar r a n g e d di a g o n all y). We c a n t h e n si m pl y s u m

o v er all d a s

P (( r i , ci )|p ) =
n∑︂

d = 0

mi n ( d, t )∑︁

a = r i

mi n ( d, t )∑︁

b = c i

P (( r i , ci )|(a, b ), d)P (d |p ). ( 5. 8)

We a g ai n o bt ai n t h e li k eli h o o d

P (( r, c )|p ) =
m∑︁

i = 1

P (( r i , ci )|p ). ( 5. 9)

F or i n c or p o r ati n g s p e ci fi cit y w e pr o c e e d a n al o g o u sl y t o a b o v e, b ut f or o b s er vi n g m or e p o siti v e t e st s t h a n
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w o ul d h a v e b e e n c a u s e d b y d p o siti v e s. It i s str ai g htf or w ar d t o s e e t h at

P (( r i , ci )|(a, b ), d) =

∑︁
2 t − a − b

(r i − a ) + ( c i − b )

∑︁

( 1 − S p ) ( r i − a ) + ( c i − b ) S 2 t − r i − c i
p

∑︁
t

a

∑︂ ∑︂
t

b

∑︂
k a, b, d∑︂

n
d

∑︂ ( 5. 1 0)

a n d

P (( r i , ci )|p ) =
n)︂

d = 0

r i∑︂

a = 0

c i∑︁

b = 0

P (( r i , ci )|(a, b ), d)P (d |p ). ( 5. 1 1)

N o w w e n e e d t o i n c o r p o r at e b ot h s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y. F or t hi s w e c a n p r o c e e d i n a si mil ar m a n n er,

h o w e v er, t h e s u m of f al s e p o siti v e a n d f al s e n e g ati v e i d e nti fi c ati o n s n e e d s t o e q u al t h e d e vi ati o n of t h e t e st

r e s ult ( a, b ) u n d e r d p o siti v e s fr o m t h e o b s er v e d t e st r e s ult s ( r i , ci ). We i ntr o d u c e t h e err or e a s t h e n u m b er

of f al s e p o siti v e r o w s a n d t h e e rr or f f or t h e n u m b er of f al s e p o siti v e c ol u m n s. T h e n gi v e n (a, b ), ( r i , ci ),

e , a n d f t h e n u m b e r of f al s e n e g ati v e r o w s m u st b e e − r i + b a n d t h e n u m b e r of f al s e n e g ati v e c ol u m n s

f − c i + b . We t h e n n e e d t o si m pl y a c c o u nt f or all p o s si bl e n u m b e r of f al s e p o siti v e, w hi c h c a n at m o st b e

a − r i a n d b − c i , r e s p e cti v el y, i. e. if all a ar e f al s e n e g ati v e, w e c a n h a v e at m o st r i f al s e p o siti v e s t o o b s er v e

r i p o siti v e s. We t h e n s u m o v er all p o s si biliti e s t o o b s e r v e r i p o siti v e r o w s a n d c i p o siti v e c ol u m n s a s

P (( r i , ci )|p ) =
n∑︁

d = 0

mi n ( d, t )∑︁

a = 0

mi n ( d, t )∑︂

b = 0

a − r i∑︂

e = 0

b − c i∑︂

f = 0
)︃

2 t − a − b

e + f

(︁

( 1 − S p ) e + f S 2 t − a − b − e − f
p

)︁
a + b

(e + a − r i ) + ( f + b − c i )

(︁

( 1 − S e ) ( e + a − r i ) + ( f + b − c i ) S r i − e + c i − f
e

)︁
t

a

(︃ )︃
t

b

(︃
k a, b, d)︃

n
d

(︁ P (d |p ).

I m pl e m e n t a ti o n

W h e n i m pl e m e nti n g t h e a b o v e e sti m at or s o m e a dj u st m e nt s c a n b e m a d e t o d e cr e a s e t h e st e p s of c o m p ut ati o n

n e c e s s ar y. Fir st of all, w e c a n p r e- c o m p ut e k a, b, d f or t h e d e si g n si z e w o r k e d o n if m o r e t h a n o n e gr o u p t e sti n g

r o u n d i s e v al u at e d. Si mil arl y, w e c a n st or e p r e vi o u sl y e n c o u nt er e d t e st o ut c o m e s ( a s w ell a s t h ei r s y m m etri c

c o u nt er p art wit h r o w s a n d c ol u m n s e x c h a n g e d) t o a v oi d h a vi n g t o c o m p ut e t h e m m ulti pl e ti m e s. S e c o n dl y, w e

c a n s ki p o v er s e v er al st e p s of t h e c o m p ut ati o n, a s w e k n o w t h e y will b e e q u al t o 0. If b ot h S e = 1 a n d S p = 1

t h e f or m ul a si m pli fi e s t o p e rf e ct t e st s. If S e = 1, w e c a n dr o p all it er ati o n s f o r w hi c h e − i + a + f − j + b ≠ 0,

a n d si mil a rl y f or S p = 1 a n d e + f ≠ 0. T h e bi n o mi al c o e ffi ci e nt s t h at ar e b ei n g e v al u at e d m a y g et v er y l ar g e,

e s p e ci all y w h e n s u m m e d o v e r m a n y it e r ati o n s. H o w e v er, u si n g t h e d ef a ult 6 4 bit i nt e g er s i n P yt h o n I di d n ot

r u n i nt o a n y i s s u e s a n d h e n c e, di d n ot i m pl e m e nt a n y a p pr o a c h e s t o miti g at e t hi s. It di d, h o w e v er, pr e cl u d e
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u s fr o m u si n g a s a m pli n g a p p r o a c h f or t h e p o st eri or e sti m ati o n s u c h a s u si n g H M C a n d i m pl e m e nti n g s u c h

a n a p pr o a c h w o ul d r e q uir e f u rt h er r e s e ar c h. Si mil a rl y, f ut ur e r e s e ar c h m a y a d dr e s s i m pl e m e nt ati o n i n a

di ff er e nt l a n g u a g e o r o pti mi zi n g c o m p ut ati o n b y p erf or mi n g c al c ul ati o n s i n l o g- s p a c e. We c a n al s o i g n or e t h e

e vi d e n c e i n t h e f or m ul ati o n,
∑︁

P (( r, c )|p )P (p )d p , w hi c h s er v e s si m pl y a s a s c ali n g t er m, b ut will n ot a ff e ct t h e

o v er all s h a p e of t h e p o st e ri or. T hi s will t h e n e n a bl e t h e d et e r mi n ati o n of t h e m a xi m u m li k eli h o o d e sti m at e

( M L E) f or t h e p r e v al e n c e. S p e ci fi c all y, f or n = 2 5 6, i m pr a cti c al r u n ti m e s w er e o b s er v e d a n d t h er ef or e M L E

e sti m ati o n w a s i m pl e m e nt e d f or t hi s gr o u p t e sti n g si z e. U n d er t h e a s s u m pti o n t h at t h e li k eli h o o d i s l o c all y

m o n ot o n o u s wit h a si n g ul a r m o d e w e c a n st art b y c o n si d eri n g a n i niti all y r e a s o n a bl e g u e s s f or t h e pr e v al e n c e.

Fir st, I c h o s e t h e l ar g e st p r e v al e n c e p t o a pr e ci si o n of 1 / 1 0 0 0 n ot bi g g er t h a n

1
m

∑︁ m
i = 1 r i c i

4 n
. ( 5. 1 2)

w hi c h e m piri c all y pr o v e d t o b e a g o o d i niti al e sti m at e. A st e p si z e α = 0 .0 0 1 c a n t h e n b e pi c k e d t o c o m p ut e

t h e li k eli h o o d of p , p + α a n d p − α . T h e hi g h e st o n e of t h e s e will b e t h e n e w e sti m at e of p . If t h e li k eli h o o d

of p i s t h e hi g h e st, a m a xi m u m i s o bt ai n e d, w hi c h i s b y o ur a s s u m pti o n s t h e M L E a n d t h e s e a r c h c a n b e

t er mi n at e d.

I n di vi d u al T e s ti n g

F or i n di vi d u al t e sti n g w e c a n utili z e a str ai g htf or w a r d e sti m at o r, si mil ar t o t h e o n e d e s cri b e d a b o v e. F o r a

gi v e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y t h e li k eli h o o d i s

P (x |p ) =
n∑︁

d = 0

d − x∑︂

e = 0

∑︂
n − d

e

∑︂

( 1 − S p ) e S 2 t − d − e
p

∑︂
d

e + d − x

∑︂

( 1 − S e ) e + d − x S x − e
e P (d |p ), ( 5. 1 3)

wit h x b ei n g t h e o b s e r v e d n u m b e r of p o siti v e s a m pl e s. T h e r e st of t h e f or m ul ati o n i s a n al o g o u s t o t h e o n e

pr e s e nt e d f o r arr a y t e sti n g, wit h t h e t e st r e s ult s ( r, c ) b ei n g r e pl a c e d b y x .

E x t e n si o n t o hi g h e r di sj u n c t d e si g n s

O n e mi g ht w a nt t o e xt e n d t h e a b o v e t o hi g h er di sj u n ct d e si g n s. H o w e v er, a q ui c k a n al y si s of a 2- di sj u n ct

S T D d e si g n s s h o w s t h at t h e s a m e a p pr o a c h c a n n ot w o r k. D eri vi n g t h e a b o v e e x a ct e x pr e s si o n f o r a gi v e n

n u m b er of p o siti v e c ol u m n, r o w, a n d di a g o n al ( b ott o m l eft t o t o p ri g ht, a s i n Fi g ur e 1. 5) t e st s f ail s a s c a n
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b e s e e n b y t h e t w o p o s si bl e c o n fi g ur ati o n s (f or m or e t h a n 3 r o w s a n d c ol u m n s)

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1 0 1

0 1 1

1 1 0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

a n d

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1 0 1

0 1 0

1 0 1

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

( 5. 1 4)

b ot h l e a di n g t o 3 p o siti v e r o w, c ol u m n, a n d di a g o n al t e st s, b ut wit h a di ff er e nt n u m b e r of t ot al p o s si bl e

p o siti v e s a m pl e s ( 6 a n d 5, r e s p e cti v el y). H e n c e, t hi s a p pr o a c h w o ul d r e q ui r e d e c o di n g e a c h p o s si bl e t e st

o ut c o m e, w hi c h it i s n ot str ai g htf or w ar d t o d e ri v e a n a n al yti c al e x p r e s si o n f o r.

R e s ul t s

T o i n v e sti g at e t h e p e rf or m a n c e of a rr a y t e sti n g f o r pr e v al e n c e e sti m ati o n s e v er al si m ul ati o n s w er e r u n. Fir st,

l et u s c o m p ar e p erf o r m a n c e t o t h at of i n di vi d u al t e sti n g, a s s u mi n g a fi x e d n u m b e r of 3 6 0 t e st s. F or t h e

gr o u p t e sti n g d e si g n I c h o s e n = 8 1, a s t hi s will r e s ult i n a gr o u p si z e of t = 9, w hi c h will still d eli v e r

r eli a bl e t e st r e s ult s w hil e at t h e s a m e ti m e gr e atl y r e d u ci n g t h e r e q uir e d n u m b e r of t e st s. Wit h 3 6 0 t e st s, 2 0

r o u n d s of gr o u p t e sti n g c a n b e r u n, e q ui v al e nt t o 1 6 2 0 t e st e d s a m pl e s. P erf or m a n c e w a s t e st e d at pr e v al e n c e

r at e s of 0. 0 0 1, 0. 0 0 2 5, 0. 0 0 5, 0. 0 1, 0. 0 2 5, 0. 0 5, a n d 0. 1. F or e a c h p r e v al e n c e l e v el 1 0 0 si m ul ati o n s w er e r u n. I

g e n er at e d all 1 6 2 0 s a m pl e s f o r e a c h r o u n d, d et er mi ni n g s a m pl e p o siti vit y i.i. d. gi v e n t h e p r e v al e n c e. T h e fir st

3 6 0 s a m pl e s g e n e r at e d c o n stit ut e d t h e i n di vi d u al s a m pl e s. F al s e p o siti v e s a n d f al s e n e g ati v e s f or i n di vi d u al

t e sti n g w er e d et e r mi n e d i.i. d. gi v e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y. F or t h e gr o u p t e sti n g a p pr o a c h t h e gr o u p t e st

o ut c o m e s w e r e c o m p ut e d fir st a n d t h e n t h e f al s e p o siti v e a n d f al s e n e g ati v e t e st s w er e d et er mi n e d i.i. d. at

t h e l e v el of t h e t e st s. I t e st e d f o ur p air s of v al u e s f o r s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y:

1. S e = 1 , Sp = 1

2. S e = 0 .9 9 , Sp = 0 .9 9

3. S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 9

4. S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5

T h e r e s ult s a r e s h o w n i n Fi g u r e 5. 1. T hr o u g h o ut, t h e gr o u p t e sti n g d e si g n s h o w s b ett er e sti m at e s, t h o u g h t h e

a d v a nt a g e of g r o u p t e sti n g d e cr e a s e s a s pr e v al e n c e i n cr e a s e s. E s p e ci all y at l o w p r e v al e n c e r at e s i n di vi d u al

t e sti n g s h o w s l ar g e er r o r s i n m a n y of t h e si m ul ati o n s. O n e m a y al s o c o n si d e r t h at gr o u p t e sti n g mi g ht



1 7 2 C h a pt er V. Arr a y Te sti n g f or Pr e v al e n c e E sti m ati o n

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

0. 0 2 0

0. 0 2 5

0. 0 3 0

A
b
s

ol
ut

e 
Er

r
or

( A ) P r e v al e n c e 0. 0 0 1

S e n si ti vi t y a n d S p e cifi ci t y

( 1. 0, 1. 0)

( 0. 9 9, 0. 9 9)

( 0. 9 5, 0. 9 9)

( 0. 9 5, 0. 9 5)

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

0. 0 2 0

0. 0 2 5

0. 0 3 0

( B ) P r e v al e n c e 0. 0 0 2 5

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

0. 0 2 0

0. 0 2 5

0. 0 3 0

0. 0 3 5

( C ) P r e v al e n c e 0. 0 0 5

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

0. 0 2 0

0. 0 2 5

A
b
s

ol
ut

e 
Er

r
or

( D ) P r e v al e n c e 0. 0 1

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0 0

0. 0 0 5

0. 0 1 0

0. 0 1 5

0. 0 2 0

0. 0 2 5

0. 0 3 0

0. 0 3 5

( E ) P r e v al e n c e 0. 0 2 5

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

0. 0 4

0. 0 5

0. 0 6

0. 0 7
( F ) P r e v al e n c e 0. 0 5

G r o u p T e s ti n g I n di vi d u al t e s ti n g
0. 0 0

0. 0 2

0. 0 4

0. 0 6

0. 0 8

0. 1 0

0. 1 2

A
b
s

ol
ut

e 
Er

r
or

( G ) P r e v al e n c e 0. 1

0. 0 0 0. 0 2 0. 0 4 0. 0 6 0. 0 8 0. 1 0
P r e v al e n c e

0. 0 0 0

0. 0 0 2

0. 0 0 4

0. 0 0 6

0. 0 0 8

0. 0 1 0

0. 0 1 2

0. 0 1 4

( H )

G r o u p T e s ti n g

I n di vi d u al t e s ti n g

Fi g u r e 5. 1: ( A - G ) A b s ol u t e e r r o r of e s ti m a t e d p r e v al e n c e f r o m t r u e p r e v al e n c e f o r e a c h t r u e p r e v al e n c e f o r g r o u p
si z e 9 a r r a y t e s ti n g a n d i n di vi d u al t e s ti n g wi t h a t o t al of 3 6 0 t e s t s a t v a r yi n g s e n si ti vi ti e s a n d s p e ci fi ci ti e s. Li n e
i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m
t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. ( H ) M e a n a b s ol u t e e r r o r b e t w e e n
t r u e a n d e s ti m a t e d p r e v al e n c e f o r a r r a y t e s ti n g a n d i n di vi d u al t e s ti n g a g g r e g a t e d a c r o s s di ff e r e nt s e n si ti vi ti e s a n d
s p e ci fi ci ti e s. Li n e s h o w s t h e m e a n a n d s h a d e d a r e a t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.

d e cr e a s e t h e s e n siti vit y of t h e t e st s u s e d. E v e n c o n si d e ri n g t hi s w e c a n s e e t h at t h e v ari a bilit y i n r e s ult s f or

gr o u p t e sti n g i s l o w e r e v e n w h e n c o m p ari n g S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5 t o p e rf e ct s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y f or

i n di vi d u al t e sti n g. I nt e r e sti n gl y, s o m e o utli e r s a r e o b s er v e d f or gr o u p t e sti n g wit h S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 9. T hi s

m a y b e d u e t o t h e i m b al a n c e d t e st c h a r a ct eri sti c s. H o w e v er t h e s p e ci fi c r e a s o n s f or t hi s ar e n ot cl e ar a n d

r e q uir e f u rt h e r i n v e sti g ati o n i n t h e f ut ur e. L a stl y, it i s w o rt h n oti n g t h at t h e c h o s e n ar r a y t e sti n g d e si g n

i s o nl y g u ar a nt e e d t o pr o d u c e n o f al s e p o siti v e i nf er e n c e s ( a s s u mi n g p e rf e ct t e st s) f or 1 o ut of 8 1 s a m pl e s

( 1. 2 %). F or m or e t h a n o n e p o siti v e s a m pl e t h e p r o b a bilit y of o bt ai ni n g n o f al s e p o siti v e s d e cr e a s e s s h ar pl y

( Fi g ur e C 1). N o n et h el e s s, e sti m ati n g pr e v al e n c e f r o m gr o u p t e st s u si n g t h e pr e s e nt e d e sti m at or p r o vi d e s

hi g hl y a c c ur at e r e s ult s e v e n at 1 0 % pr e v al e n c e, w hi c h c or r e s p o n d s t o o b s e r vi n g 8 p o siti v e s a m pl e s p er gr o u p



R e s ult s 1 7 3

t e sti n g r o u n d o n a v er a g e, f ar b e y o n d t h e d e si g n li mit ati o n s of t h e u n d e rl yi n g g r o u p t e sti n g s c h e m e. T hi s

s h o w s t h e i m p r e s si v e r o b u st n e s s of t h e pr e s e nt a p pr o a c h t o p r e v al e n c e e sti m ati o n i n di ff er e nt s c e n ari o s.

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g

− 0. 0 3

− 0. 0 2

− 0. 0 1

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

Er
r
or

( A ) P r e v al e n c e 0. 0 0 1

S e n si ti vi t y a n d S p e cifi ci t y

( 0. 9 9, 0. 9 9)

( 0. 9 5, 0. 9 5)

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g

− 0. 0 3

− 0. 0 2

− 0. 0 1

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

( B ) P r e v al e n c e 0. 0 0 2 5

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g
− 0. 0 4

− 0. 0 3

− 0. 0 2

− 0. 0 1

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

0. 0 4
( C ) P r e v al e n c e 0. 0 0 5

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g

− 0. 0 2

− 0. 0 1

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

Er
r
or

( D ) P r e v al e n c e 0. 0 1

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g
− 0. 0 4

− 0. 0 3

− 0. 0 2

− 0. 0 1

0. 0 0

0. 0 1

0. 0 2

0. 0 3

0. 0 4
( E ) P r e v al e n c e 0. 0 2 5

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g

− 0. 0 4

− 0. 0 2

0. 0 0

0. 0 2

0. 0 4

( F ) P r e v al e n c e 0. 0 5

G r o u p t e s ti n g 
 Wr o n g e s ti m a t e

G r o u p t e s ti n g 
 C o r r e c t e s ti m a t e

I n di vi d u al t e s ti n g

− 0. 0 4

− 0. 0 2

0. 0 0

0. 0 2

0. 0 4

Er
r
or

( G ) P r e v al e n c e 0. 1

0. 0 0 1 0. 0 0 2 5 0. 0 0 5 0. 0 1 0. 0 2 5 0. 0 5 0. 1
P r e v al e n c e

- 1 5 0

- 1 0 0

- 5 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

3 0 0

Bi
a
s 

(
%)

( H )

G r o u p T e s ti n g: Tr u e = ( 0. 9 9, 0. 9 9), E s ti m a t e d = ( 0. 9 5, 0. 9 5)

G r o u p T e s ti n g: Tr u e = ( 0. 9 5, 0. 9 5), E s ti m a t e d = ( 0. 9 9, 0. 9 9)

G r o u p T e s ti n g: Tr u e = ( 0. 9 9, 0. 9 9), E s ti m a t e d = ( 0. 9 9, 0. 9 9)

G r o u p T e s ti n g: Tr u e = ( 0. 9 5, 0. 9 5), E s ti m a t e d = ( 0. 9 5, 0. 9 5)

Fi g u r e 5. 2: ( A - G ) A b s ol u t e e r r o r of e s ti m a t e d p r e v al e n c e f o r g r o u p t e s ti n g wi t h w r o n g s e n si ti vi t y a n d s p e ci fi ci t y
e s ti m a t e, a s w ell a s g r o u p t e s ti n g a n d i n di vi d u al t e s ti n g wi t h c o r r e c t s e n si ti vi t y a n d s p e ci fi ci t y e s ti m a t e. F o r t h e w r o n g
e s ti m a t e s, e s ti m a t e s w e r e S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5 f o r t h e t r u e v al u e s S e = 0 .9 9 , Sp = 0 .9 9 a n d S e = 0 .9 9 , Sp = 0 .9 9
f o r S e = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 5. Li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o
i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s. ( H )
P e r c e nt bi a s of g r o u p t e s ti n g e s ti m a t o r s wi t h c o r r e c t a n d i n c o r r e c t s e n si ti vi t y a n d s p e ci fi ci t y e s ti m a t e s f o r di ff e r e nt
u n d e rl yi n g p r e v al e n c e r a t e s. N o t e t h a t t h e m a xi m u m n e g a ti v e bi a s i s 1 0 0 % d u e t o t h e l o w e r li mi t of a p r e v al e n c e of
0. Li n e s h o w s t h e m e a n a n d s h a d e d a r e a t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.

W hil e t e st c h ar a ct e ri sti c s f o r P C R t e st s f or m a n y i nf e cti o u s di s e a s e s c a n b e e sti m at e d w ell, i n pr a cti c e, it i s

p o s si bl e t o a s s u m e wr o n g t e st c h a r a ct eri sti c s. T o i n v e sti g at e t hi s, I r er a n t h e si m ul ati o n s f o r S p = 0 .9 9 , Se =

0 .9 9, a s s u mi n g a s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y of 0. 9 5. Si mil a rl y, I r e r a n t h e si m ul ati o n s f o r S p = 0 .9 5 , Se = 0 .9 5,

a s s u mi n g s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y at 0. 9 9. T h e r e s ult s f or t hi s si m ul ati o n s h o w t h e e x p e ct e d o ut c o m e s

( Fi g ur e 5. 2). W h e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y ar e u n d er e sti m at e d, t h e n s o i s t h e pr e v al e n c e, a n d si mil arl y

f or t h e c a s e w h e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y a r e o v er e sti m at e d s o i s t h e pr e v al e n c e, i. e. t h e e sti m at or s h o w s
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a bi a s. T hi s bi a s i s r e d u c e d, or e v e n a b s e nt, at hi g h er pr e v al e n c e r at e s. A d diti o n all y, f o r t h e n u m b er of t e st s

pr e s e nt e d h er e, t h e a b s ol ut e d e vi ati o n of gr o u p t e sti n g i s still l o w e r t h a n f or i n di vi d u al t e sti n g, t h o u g h at

a hi g h er n u m b e r of t e st s t h e d e vi ati o n of i n di vi d u al t e sti n g will b e r e d u c e d a n d t h e bi a s will b e of pri m a r y

c o n c er n. H o w e v er, t h e s h o w n pr e v al e n c e e sti m at e s f or i n di vi d u al t e sti n g ar e o bt ai n e d a s s u mi n g t h e c o rr e ct

s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y a n d r e s ult s f r o m i n di vi d u al t e sti n g will s u ff e r a si mil ar bi a s u n d er mi s e sti m at e d t e st

c h ar a ct eri sti c s. E v e n wit h mi s e sti m ati o n of t h e t e st c h ar a ct eri sti c s, w hil e a bi a s i s o b s er v e d, t h e e sti m at e s

ar e still wit hi n a r e a s o n a bl e r a n g e of t h e t r u e pr e v al e n c e.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5

1 0 − 6

1 0 − 5

1 0 − 4

1 0 − 3

1 0 − 2

1 0 − 1

1 0 0

P
o
st

er
i

or
 

V
ar

i
a

n
c

e

( A )

Tr u e P r e v al e n c e

0. 0 0 1

0. 0 0 2 5

0. 0 0 5

0. 0 1

0. 0 2 5

0. 0 5

0. 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4 2 5
N u m b e r of G r o u p T e s ti n g R o u n d s

0. 0 0

0. 0 2

0. 0 4

0. 0 6

0. 0 8

0. 1 0

0. 1 2

0. 1 4

A
b
s

ol
ut

e 
Er

r
or

( B )

Fi g u r e 5. 3: G r o u p t e s ti n g p e rf o r m a n c e a c r o s s di ff e r e nt p r e v al e n c e r a t e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r of g r o u p t e s ti n g
r o u n d s. E a c h g r o u p t e s ti n g r o u n d w a s o n e a r r a y t e s ti n g d e si g n wi t h 1 8 t e s t s a n d 8 1 s a m pl e s. ( A ) V a ri a n c e of t h e
p o s t e ri o r di s t ri b u ti o n. ( B ) A b s ol u t e e r r o r f r o m t h e t r u e p r e v al e n c e. I n b o t h pl o t s li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x
t h e 2 5 % a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5
ti m e s t h e i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s.

F urt h e r m o r e, t h e e sti m at or pr o vi d e s a n e sti m at e of t h e p o st eri or di stri b uti o n of t h e p r e v al e n c e i n st e a d of

si m pl y a p oi nt e sti m at e. T o pr o vi d e a n i d e a of t h e e vi d e n c e or n u m b e r of gr o u p t e sti n g r o u n d s r e q uir e d f o r

a c o n fi d e nt e sti m at e I g e n er at e d 2 5 gr o u p t e sti n g r o u n d s, b ut r a n t h e c o m p ut ati o n 2 5 ti m e s st a rti n g wit h

o n e i n cl u d e d gr o u p t e sti n g r o u n d a n d it er ati v el y i n cl u di n g o n e m o r e d at a p oi nt at a ti m e. I a g ai n r e p e at e d

t hi s p r o c e d ur e 1 0 0 ti m e s f o r e a c h pr e v al e n c e. T h e n, t h e v a ri a n c e ar o u n d t h e m e a n f or e a c h r u n of t h e
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0. 0 0 1 0. 0 0 2 5 0. 0 0 5 0. 0 1 0. 0 2 5 0. 0 5 0. 1
Tr u e P r e v al e n c e

1 0 − 3

1 0 − 2

1 0 − 1

E
st

i
m

at
e

d 
Pr

e
v

al
e

n
c

e
( A )

0. 0 0 1 0. 0 0 2 5 0. 0 0 5 0. 0 1 0. 0 2 5 0. 0 5 0. 1
Tr u e P r e v al e n c e

1 0 − 4

1 0 − 3

1 0 − 2

1 0 − 1

1 0 0

A
b
s

ol
ut

e 
Er

r
or

( B )

n = 1 6     N = 6 4 0    T = 3 2 0

n = 6 4     N = 1 2 8 0  T = 3 2 0

n = 2 5 6   N = 2 5 6 0  T = 3 2 0

n = 8 1     N = 1 6 2 0  T = 3 6 0

Fi g u r e 5. 4: C o m p a ri s o n of p r e v al e n c e e s ti m a ti o n a c r o s s di ff e r e nt a r r a y t e s ti n g d e si g n s of si z e 1 6, 6 4, a n d 2 5 6
wi t h 3 2 0 t e s t s i n t o t al. N i n di c a t e s t o t al n u m b e r of s a m pl e s t e s t e d. a n d T t h e n u m b e r of t e s t s. Al s o s h o w n i s
N = 8 1 , T = 3 6 0 , Se = 0 .9 5 , Sp = 0 .9 9 f o r c o m p a ri s o n of p r e vi o u s r e s ul t s. ( A ) E s ti m a t e d v e r s u s t r u e p r e v al e n c e. ( B )
A b s ol u t e e r r o r b e t w e e n t h e e s ti m a t e d a n d t r u e p r e v al e n c e. I n b o t h pl o t li n e i n di c a t e s m e di a n, e d g e s of b o x t h e 2 5 %
a n d 7 5 % q u a r til e, a n d w hi s k e r s e x t e n d t o i n cl u d e t h e d a t a p oi nt f u r t h e s t f r o m t h e m e di a n t h a t i s wi t hi n 1. 5 ti m e s t h e
i nt e r q u a r til e r a n g e. D o t s a r e o u tli e r s.

pr e v al e n c e e sti m at or w a s c o m p ut e d ( Fi g ur e 5. 3 A). T h e v a ri a n c e r e d u c e s q ui c kl y wit h t h e n u m b er of i n cl u d e d

gr o u p t e sti n g r o u n d s i n di c ati n g t h at e v e n wit h f e w g r o u p t e sti n g r o u n d s w e c a n o bt ai n c o n fi d e nt e sti m at e s.

T hi s i s i m p o rt a nt t o k n o w, a s a c a s e m a y o c c ur w h er e gr o u p t e sti n g i s i m pl e m e nt e d a s p r e v al e n c e e sti m ati o n

str at e g y, b ut f e w e r t h a n e x p e ct e d s a m pl e s a r e c oll e ct e d. N ot a bl y, v ari a n c e i n cr e a s e s wit h pr e v al e n c e, h o w e v er

t hi s i s t o b e e x p e ct e d gi v e n t h at a l ar g e p art of t h e ar r a y t e sti n g f or m ali s m r eli e s o n bi n o mi al di st ri b uti o n s,

w hi c h h a s m a xi m u m v ari a n c e at a p ar a m et e r of 0. 5. A n ot h e r m e a s ur e f or t h e a c c ur a c y of t h e e sti m at e s aft e r

a gi v e n n u m b e r of g r o u p t e sti n g r o u n d i s pr o vi d e d b y t h e d e vi ati o n t o t h e tr u e pr e v al e n c e. T h e a b s ol ut e

d e vi ati o n d e cr e a s e s q ui c kl y, wit h t h e l a r g e st d e c r e a s e o b s er v e d f or t h e fir st f e w i n c or p or at e d gr o u p t e sti n g

r o u n d s ( Fi g ur e 5. 3 B). I m p o rt a ntl y, t h e n u m b er of o utli er s d e c r e a s e s n ot a bl y wit h m o r e gr o u p t e sti n g r o u n d s

i n cl u d e d, i n di c ati n g t h at f or 2 0 r o u n d s o n w ar d ( o r 1 6 2 0 t e st e d s a m pl e s) t h e e sti m at e s cl u st er cl o s el y a r o u n d

t h e tr u e pr e v al e n c e a n d c a n b e tr u st e d r eli a bl y. H o w e v e r, e v e n at o nl y 8 t e sti n g r o u n d s 7 5 % of t h e ti m e t h e

d e vi ati o n at a tr u e p r e v al e n c e of 0. 1 i s l e s s t h a n 0. 0 2 ( M e di a n = 0. 0 1). F o r a t r u e pr e v al e n c e of 0. 0 1 a m e di a n

d e vi ati o n of 0. 0 0 3 wit h 1 0 i n cl u d e d r o u n d s i s o b s er v e d, s h o wi n g a m a xi m u m d e vi ati o n of 0. 0 1 a n d t h e r e b y

pr o vi di n g r eli a bl e e sti m at e s wit h o nl y 8 1 0 s a m pl e s t e st e d a n d 1 8 0 t e st s u s e d.

L a stl y, a pr a cti c al gr o u p t e sti n g d e si g n n e e d s t o b e d et er mi n e d. T o t hi s e n d, I c o m p a r e d t hr e e di ff er e nt

d e si g n s, o n e wit h 1 6 s a m pl e s, o n e wit h 6 4, a n d o n e wit h 2 5 6, c or r e s p o n di n g t o gr o u p si z e s of 4, 8, a n d 1 6.

H er e, I d e ci d e d t o gi v e a t e st b u d g et of 3 2 0 t e st s, i. e. 4 0, 2 0, a n d 1 0 t e sti n g r o u n d s, t e sti n g a t ot al of 6 4 0,

1 2 8 0, a n d 2 5 6 0 s a m pl e s, r e s p e cti v el y. H o w e v er, di ff e r e nt t e st c h a r a ct eri sti c s f o r t h e di ff er e nt d e si g n s w er e

a s s u m e d. A v ail a bl e r e s e ar c h s u g g e st s a c o n s er v ati v e e sti m at e of ar o u n d 9 0 % s e n siti vit y f or a gr o u p si z e of
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1 6 1 1 5, 1 1 6, 1 1 7, 1 1 8 . B a s e d o n t hi s, I c h o s e a s e n siti vit y of 0. 9 9 f or a g r o u p si z e of 4, a n d 0. 9 5 f or a gr o u p si z e of 8.

1 0 0 si m ul ati o n s at e a c h pr e v al e n c e w er e p e rf or m e d ( Fi g ur e 5. 4, al s o s h o wi n g n = 8 1 d e si g n f o r c o m p a ri s o n).

F or n = 2 5 6, o nl y M L E e sti m at e s w e r e c o m p ut e d d u e t o e xt e n si v e p r o c e s si n g ti m e. T h e e sti m at e s d o i m pr o v e

g oi n g f r o m n = 1 6 t o n = 6 4, i. e. d o u bli n g t h e t ot al a m o u nt of t e st e d p e o pl e ( Fi g u r e 5. 4). H o w e v e r, t h e

i m pr o v e m e nt s a r e s m all er t h a n e x p e ct e d, e s p e ci all y at hi g h e r pr e v al e n c e r at e s. T hi s i s li k el y d u e t o t h e

i n h er e nt li mit ati o n s of ar r a y t e sti n g at hi g h er p r e v al e n c e r at e s. I n d e p e n d e nt of t h e s p e ci fi c ar r a y t e sti n g si z e,

a si mil a r n u m b er of p o siti v e t e st s f or t h e s a m e n u m b e r of p o siti v e s a m pl e s will b e o b s e r v e d. H o w e v er, f o r

l ar g er d e si g n s, t h e n u m b er of p o siti v e s a m pl e s p er d e si g n will b e hi g h e r. T hi s will l e a d t o m a n y m or e p o s si bl e

u n d erl yi n g p o siti v e s a m pl e c o n fi g ur ati o n s b ei n g a bl e t o c a u s e t h e o b s e r v e d t e st r e s ult s. I n t ur n, p r e v al e n c e i s

p ot e nti all y m or e li k el y t o b e o v er e sti m at e d, t h o u g h t hi s i s b al a n c e d b y t h e i n cr e a s e i n t e st e d s a m pl e s. I n li n e

wit h t hi s ar g u m e nt n o i n cr e a s e i n a c c u r a c y i s o b s er v e d f or n = 2 5 6, e v e n w hil e a g ai n d o u bli n g t h e n u m b e r of

t e st e d s a m pl e s. H o w e v er, a n ot h er c o n si d e r ati o n t h at n e e d s t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt i s t h at a l ar g e p art of t h e

p o p ul ati o n s h o ul d b e t e st e d t o o bt ai n r e pr e s e nt ati v e r e s ult s w hil e u si n g a s f e w t e st s a s p o s si bl e. E s p e ci all y

at l o w pr e v al e n c e r at e s t hi s m a y b e i m p o rt a nt. T h er ef or e, e s p e ci all y at l o w pr e v al e n c e r at e s l a r g er g r o u p

t e sti n g d e si g n s will b e pr ef err e d if a c c ur at e a n d r eli a bl e e sti m at e s f or t h e t e st s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y c a n

b e o bt ai n e d.

Di s c u s si o n

I pr e s e nt e d t h e a n al yti c al d eri v ati o n of t h e li k eli h o o d f u n cti o n f o r pr e v al e n c e e sti m ati o n u si n g a rr a y t e sti n g.

T o t h e b e st of m y k n o wl e d g e, n o pr e vi o u s st u d y h a s d eri v e d t h e li k eli h o o d f u n cti o n f o r arr a y t e sti n g. I n st e a d,

si m ul ati o n s f or e sti m ati o n of p r e v al e n c e r at e s w e r e u s e d f or arr a y t e sti n g d e si g n s. I s h o w t h e f e a si bilit y of

ar r a y t e sti n g a s a m e a n s of pr e v al e n c e e sti m ati o n. Wit h t h e n = 8 1 a rr a y d e si g n w e c a n s a v e al m o st 8 0 % of

t e st s c o m p a r e d t o i n di vi d u al t e sti n g. I f u rt h er m or e s h o w e d t h at wit h t h e s a m e n u m b e r of t e st s t h e e sti m at or

c o n si st e ntl y o ut p erf o r m s i n di vi d u al t e sti n g, e v e n w h e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y ar e l o w er. T hi s i s i m p ort a nt,

a s, w hil e gr o u p t e sti n g h a s b e e n s h o w n t o n ot s u b st a nti all y i m p a ct s e n siti vit y 1 1 5, 1 1 6, 1 1 7 , s o m e r e s e ar c h e r s still

r e p ort a n e ff e ct t h at n e e d s t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt 1 1 8 . F urt h er m or e, I s h o w t h at t h e err or i n t h e pr e v al e n c e

e sti m at e d e cli n e s q ui c kl y wit h t h e i n cl u si o n of m o r e g r o u p t e sti n g r o u n d s. T hi s will al s o m a k e m or e s m all

s c al e p r e v al e n c e e sti m ati o n s, s u c h a s i n l o c al c o m m u niti e s, f e a si bl e. L a stl y, p r e v al e n c e e sti m ati o n i s r el ati v el y

u n a ff e ct e d b y t h e si z e of t h e gr o u p t e sti n g d e si g n.

S e v er al a v e n u e s f o r f ut ur e w or k e xi st. Fir st of all, I a s s u m e d t h at t h e s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y of t h e t e st ar e

k n o w n. W hil e t hi s will b e oft e n t h e c a s e i n pr a cti c e, it m a y b e p o s si bl e t o e sti m at e s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y
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t o g et h er wit h t h e pr e v al e n c e wit hi n a B a y e si a n fr a m e w or k. T hi s li k el y p r e s e nt s a f airl y si m pl e e xt e n si o n

of t h e m o d el, h o w e v er, t h e c al c ul ati o n m a y b e m o r e r e a dil y a c hi e v a bl e b y i m pl e m e nti n g a n a p p r o xi m ati o n

a p pr o a c h, s u c h a s s a m pli n g of t h e p o st eri o r vi a M ar k o v c h ai n M o nt e C arl o a p pr o a c h e s. F urt h er m or e, it

will b e w ort h w hil e t o d et er mi n e t h e a bilit y t o tr a c k pr e v al e n c e d u ri n g a n o ut br e a k. T hi s c o ul d b e a c hi e v e d

eit h er b y si m ul ati n g a p a n d e mi c a ki n t o t h e st u d y p erf o r m e d b y Cl e ar y et al. 2 0 8 , or b y s u b s a m pli n g t e st

r e s ult s fr o m r e al d at a. T hi s m a y gi v e i n si g ht s i nt o t h e t e m p or al d e p e n d e n c e b et w e e n e sti m at e s, a n d t h e

a bilit y of t h e fr a m e w or k t o a c c o u nt f or q ui c k c h a n g e s i n pr e v al e n c e r at e s. S u c h a st u d y c o ul d al s o i n v e sti g at e

t h e p o s si bilit y of i n cl u di n g r et e sti n g of p ot e nti al p o siti v e s t o pr e v e nt t h e r e p orti n g of f al s e p o siti v e t e st

r e s ult s t o p ati e nt s a n d it s i m pli c ati o n s, a n d e v al u at e t h e b e st a v ail a bl e gr o u p t e sti n g str at e g y f o r p r e v al e n c e

e sti m ati o n. E xt e n di n g t h e pr e s e nt e d a p pr o a c h t o m ulti pl e x t e sti n g b y i n cl u di n g c o-i nf e cti o n pr o b a biliti e s i s

a n ot h er a v e n u e f o r f ut ur e r e s e ar c h. Pr e vi o u sl y, W a r a si et al. 1 5 0 e sti m at e d pr e v al e n c e r at e s i n a m ulti pl e x

s c e n ari o. W hil e t h e a p pr o a c h pr e s e nt e d h e r e will w or k f or m ulti pl e x e d t e sti n g a n d m a y pr o vi d e g o o d r e s ult s,

W ar a si et al. 1 5 0 al s o c o n si d er t h e pr o b a bilit y of c o-i nf e cti o n. H e n c e, t h ei r a p pr o a c h m a y b e m or e s uit a bl e

f or s o m e sit u ati o n s, t h o u g h t h ei r m et h o d i s n ot s p e ci ali z e d f or arr a y t e sti n g a n d t hi s n e e d s t o b e e v al u at e d

i n m or e d et ail i n f ut ur e r e s e ar c h.

I n c o n cl u si o n, I d e m o n st r at e t h e p ot e nti al of a rr a y t e sti n g f or pr e v al e n c e e sti m ati o n. It s e a s e of s et u p

wit h o ut n e e d f o r r et e sti n g m a k e s it a n i d e al c a n di d at e f o r pr e v al e n c e e sti m ati o n, e s p e ci all y at l o w pr e v a-

l e n c e r at e s, w h er e it cl e arl y o ut p e rf or m s i n di vi d u al t e sti n g. T o f a cilit at e u pt a k e i n t h e r e s e a r c h a n d cli ni c al

c o m m u nit y, t h e e sti m at o r w a s m a d e r e a dil y a v ail a bl e a s P yt h o n s c ri pt ( h t t p s : / / g i t h u b .c o m / l a h u n r u h /

a r r a y p r e v a l e n c e ). I n r e s o ur c e c o n st r ai n e d s etti n g s t h e s a vi n g s i n t e st s will e n a bl e m or e a c c ur at e e sti-

m at e s. E sti m ati n g p r e v al e n c e i n t h e s e s etti n g s i s of s p e ci al i m p o rt a n c e, a s m or e a c c ur at e e sti m at e s will

f a cilit at e t h e i m pl e m e nt ati o n of t h e c orr e ct m e a s ur e s t o c ur b t h e s pr e a d of a n i nf e cti o u s di s e a s e. D uri n g

t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c, t hi s w a s a p p a r e nt a cr o s s Afri c a, w h e r e t h e W H O i n di c at e d t e sti n g g o al of 1 0 p er

1 0 0 0 0 p e o pl e c o ul d n ot b e m et i n m a n y c o u nt ri e s, i n hi biti n g a c c ur at e s ur v eill a n c e a n d e sti m ati o n of c a s e

n u m b er s 7 . G r o u p t e sti n g c a n a d dr e s s t hi s i s s u e g oi n g f or w ar d, b e it f or C o vi d- 1 9 o r ot h er i nf e cti o u s di s-

e a s e s. T h er e ar e h o w e v er still a f e w h ur dl e s. I n g e n er al, t h e et hi c al i m pli c ati o n s of u si n g n o n- a d a pti v e gr o u p

t e sti n g f o r i d e nti fi c ati o n of p o siti v e s a m pl e s n e e d t o b e di s c u s s e d i n t h e r e s e a r c h c o m m u nit y a n d b e y o n d, a s

e ff e cti v e s ur v eill a n c e will n ot o nl y d eli v er a pr e v al e n c e e sti m at e, b ut at t h e s a m e ti m e d eli v er t e st o ut c o m e s

t o t h e s a m pl e d p o p ul ati o n. F urt h er m or e, i m pl e m e nt ati o n of g r o u p t e sti n g i n l a b o r at o ri e s n e e d s t o b e m a d e

str ai g htf or w ar d. T hi s r e q uir e m e nt m a k e s ar r a y t e sti n g a g o o d c h oi c e a m o n g n o n- a d a pti v e gr o u p t e sti n g d e-

si g n s, a s t h e gri d str u ct ur e i s str ai g ht f o r w ar d t o u n d er st a n d a n d e a s y t o s et u p i n l a b or at ori e s. Alt o g et h er,

m y r e s e ar c h a d d s t o a b o d y of e vi d e n c e cl e a rl y s h o wi n g t h e n e e d f o r p oli c y m a k er s t o c o n si d e r wi d e s pr e a d

https://github.com/lahunruh/array_prevalence
https://github.com/lahunruh/array_prevalence
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i m pl e m e nt ati o n of g r o u p t e sti n g, wit h t h e r e s e ar c h pr e s e nt e d h er e pr o vi di n g a str o n g a r g u m e nt f or ar r a y

t e sti n g t o b e a p art of t h e c o n v e r s ati o n.



C h a p t e r V I

P r eli mi n a r y S t u d y o n n o n- bi n a r y
G r o u p T e s ti n g f o r R e s pi r a t o r y
I nf e c ti o n s

‘ W e s h o ul d r e si st s u c h i n e rti al t hi n ki n g; i n d e e d, w e s h o ul d u r g e it s o p p o sit e – d e e p ti m e a s a r a di c al p e r s p e cti v e,

p r o v o ki n g u s t o a cti o n n ot a p at h y. F o r t o t hi n k i n d e e p ti m e c a n b e a m e a n s n ot of e s c a pi n g o u r t r o u bl e d

p r e s e nt, b ut r at h e r of r e-i m a gi ni n g it; c o u nt e r m a n di n g it s q ui c k g r e e d s a n d f u ri e s wit h ol d e r, sl o w e r st o ri e s of

m a ki n g a n d u n m a ki n g. At it s b e st, a d e e p ti m e a w a r e n e s s mi g ht h el p u s s e e o u r s el v e s a s p a rt of a w e b of gift,

i n h e rit a n c e a n d l e g a c y st r et c hi n g o v e r milli o n s of y e a r s p a st a n d milli o n s t o c o m e, b ri n gi n g u s t o c o n si d e r

w h at w e a r e l e a vi n g b e hi n d f o r t h e e p o c h s a n d b ei n g s t h at will f oll o w u s.’

– R o b e rt M a cf arl a n e

H er e, I pr e s e nt a B a y e si a n a p p r o a c h c o m bi n e d wit h si m ul at e d a n n e ali n g f or d e c o di n g of si n gl e pl e x e d P C R

gr o u p t e sti n g r e s ult s, utili zi n g t h e q u a ntit ati v e n at ur e of P C R t e st r e s ult s. T hi s a p p r o a c h ai m s t o i m pr o v e

d e c o di n g o v er si m pl y u si n g bi n a r y t e st o ut c o m e s. A d diti o n all y, t h e r e s e ar c h ai m s t o b e a b a si s f o r a d dr e s si n g

m ulti pl e x e d P C R t e sti n g f o r m ulti pl e r e s pir at or y i nf e cti o n s i n t h e f ut ur e. W hil e t h e c ur r e nt a p p r o a c h d o e s

n ot y et i n c or p or at e c o-i nf e cti o n p r o b a biliti e s a cr o s s di ff er e nt di s e a s e s, I a m c o n fi d e nt t h at t h e B a y e si a n m o d el

pr o vi d e s a p ot e nti al b a si s t h at c o ul d i n c o r p o r at e c o-i nf e cti o n p r o b a biliti e s wit h f urt h e r d e v el o p m e nt. T h e

d e c o d er alr e a d y s h o w s r eli a bl e r e s ult s i n si n gl e pl e xi n g t e sti n g. T hi s w a s v ali d at e d b ot h i n sili c o a n d, t o g et h er

wit h Mi c h a el A. Cr o n e a n d P a ul S. Fr e e m o nt, i n vitr o u si n g vi r u s-li k e p a rti cl e s of s e v er e a c ut e r e s pir at o r y

s y n dr o m e c or o n a vir u s ( S A R S- C o V- 2). S A R S- C o V- 2 i s a p ri m e t ar g et of gr o u p t e sti n g v ali d ati o n, wit h S A R S-

C o V- 2 b ei n g t h e c a u s ati v e a g e nt of t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c. S A R S- C o V- 2 i s a si n gl e- str a n d e d R N A vir u s

c a u si n g r e s pir at o r y i nf e cti o n 2 0 9 . Si n c e it s e m e r g e n c e i n 2 0 1 9 o v er 7 milli o n d e at h s d u e t o C o vi d- 1 9 h a v e b e e n

r e p ort e d 2 1 0 . S ur v eill a n c e h a s b e e n k e y d uri n g t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c a n d gr e atl y e x p a n d e d o ur k n o wl e d g e
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a b o ut t h e di s e a s e a n d it s s pr e a d 2 1 1 . E s p e ci all y l o w a n d mi d dl e i n c o m e c o u ntri e s h a v e c o nti n u o u sl y str u g gl e d

wit h li mit e d h e alt h c ar e c a p a citi e s 2 1 2 a n d c o nti n u e d s ur v eill a n c e will h el p t a c kl e t h e s p r e a d of S A R S- C o V- 2

g oi n g f o r w a r d. Gr o u p t e sti n g i s a g r e at o pti o n t o a d dr e s s t e sti n g i n s etti n g s wit h li mit e d r e s o ur c e s. H e n c e,

p erf or mi n g a gr o u p t e sti n g st u d y o n S A R S- C o V- 2 i s pr o mi si n g. N ot a bl y, w e al s o c o n d u ct e d m ulti pl e x e d

e x p eri m e nt s i n vitr o, w hi c h t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e i s a fir st i n t h e r e s e ar c h lit er at u r e. T hi s v ali d ati o n

i s e s s e nti al f or a p pl yi n g gr o u p t e sti n g i n a m ulti pl e x e d s etti n g i n p r a cti c e. H o w e v er, f or t h e di s c u s si o n of

t h e n o v el d e c o d e r, t h e m ulti pl e x e d s etti n g i s n ot r el e v a nt a n d t h e e x p e ri m e nt s ar e n ot d e s cri b e d h er ei n. T h e

i nt er e st e d r e a d er c a n r ef er t o U nr u h et al. 1 .

M e t h o d s

R e mi n di n g o ur s el v e s b ri e fl y of t h e f or m ali s m of gr o u p t e sti n g, w e h a v e n p o siti v e o r n e g ati v e s a m pl e s X j .

We w a nt t o i nf e r t h e bi n ar y st at u s ( p o siti v e or n e g ati v e) of t h e s e s a m pl e s. E a c h s a m pl e i s s plit i nt o k p art s

a n d pl a c e d i nt o k gr o u p t e st s. T h e gr o u p t e st s a s a m pl e i s pl a c e d i n i s d et er mi n e d b y a d e si g n m atri x

M ∈ { 0 , 1 } m × n , wit h m t h e t ot al n u m b er of g r o u p t e st s. If M i, j = 1, s a m pl e X j i s pl a c e d i nt o t e st i.

C o n v er s el y, if M i, j = 0 s a m pl e X j i s n ot pl a c e d i nt o t e st i. T h e t e st o ut c o m e s ar e d e n ot e d b y t h e v e ct or Y

wit h Y i b ei n g t h e t e st o ut c o m e of t e st i, d et er mi n e d i n bi n a r y gr o u p t e sti n g vi a

Y i =
∑︁

j ∈ [ 1, n]

M i, j ∧ X j . ( 6. 1)

A c c or di n g t o t hi s, if at l e a st o n e s a m pl e X j pl a c e d i n t e st i i s p o siti v e ( 1), t h e t e st will b e p o siti v e a n d

Y i = 1. Gi v e n M a n d Y t h e g o al of a d e c o d er i s t o i nf er t h e st at u s of e a c h s a m pl e, p o siti v e or n e g ati v e. F or

t h e pr e s e nt r e s e ar c h, t h e d - di sj u n ct s hift e d t r a n s v er s al d e si g n 1 2 0 ( S T D) w a s c h o s e n t o d et e r mi n e t h e d e si g n

m atri x M . T h e s hift e d t r a n s v e r s al d e si g n e x p a n d s o n t h e si m pl e i d e a of a rr a y t e sti n g d e s c ri b e d i n C h a pt er I.

S p e ci fi c all y, w e u s e a v er si o n of S T D d e s cri b e d i n T ä uf e r 2 1 3 c all e d m ulti p o ol t e sti n g. W hil e I will r ef er t o

S T D t h r o u g h o ut, a s it i s t h e m or e g e n e r al d e fi niti o n of t h e t e sti n g d e si g n, t h e d e fi niti o n gi v e n b y T ä uf e r 2 1 3

i s ill u str ati v e of s o m e k e y pr o p erti e s. T h e d e fi niti o n, r e pr o d u c e d v er b ati m ( wit h n ot ati o n a d a pt e d t o t h e o n e

u s e d i n t hi s t h e si s) fr o m T ä uf e r 2 1 3 , i s

D e fi ni ti o n V I. 1. ( M ulti p o ol s ) L et a p o p ul ati o n (X 1 , . . . , Xn ) of si z e n , a p o ol si z e g , a n d a m ulti pli cit y k

b e gi v e n, a n d a s s u m e t h at n k i s a m ulti pl e of g . W e c all a c oll e cti o n of s u b s et s / p o ol s of { X 1 , . . . , Xn } a n

( n, g, k )- m ulti p o ol, o r si m pl y m ulti p o ol, if all t h e f oll o wi n g t h r e e c o n diti o n s h ol d:

( M 1 ) E v e r y p o ol c o n si st s of e x a ctl y g el e m e nt s.
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( M 2 ) E v e r y s a m pl e X j i s c o nt ai n e d i n e x a ctl y k p o ol s.

( M 3 ) F o r a n y t w o di ff e r e nt s a m pl e s X i 1
, Xi 2

t h e r e e xi st s at m o st o n e p o ol w hi c h c o nt ai n s b ot h X i 1
a n d X i 2

.

T h e cr e at e d d e si g n s will b e ( k − 1)- di sj u n ct. A n S T D d e si g n c a n t h e n b e c o n str u ct e d f or n = g 2 a n d g a

pri m e, b ut al s o f or s o m e ot h er n u m b er s of t e st e d s a m pl e s a n d di sj u n ct n e s s v al u e s, f or e x a m pl e it i s p o s si bl e

t o cr e at e a ( 8 1 , 9 , 4)- m ulti p o ol u si n g t h e S T D m et h o d. T h e a ct u al c o n str u cti o n c a n b e a c hi e v e d b y a rr a n gi n g

all s a m pl e s i n a n g × g s q u ar e a n d t e sti n g al o n g r o w s, c ol u m n s, a n d a d diti o n all y k − 2 sl o p e s of di ff e r e nt

st e e p n e s s, a s ill u st r at e d i n Fi g ur e 6. 1. M or e f or m all y, a s l ai d o ut b y T hi err y- Mi e g 1 2 0 , w e cr e at e M fr o m t h e

c o n c at e n ati o n of k l a y er s. E a c h l a y er i s a m atri x c o m p o s e d of n c ol u m n s of si z e g × 1 of t h e f o r m

C i, j = π s ( i, j ) C 0 ,0 ( 6. 2)

f or 1 ≤ j ≤ k a n d 1 ≤ i ≤ n , wit h

C 0 ,0 =

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1

0

...

0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 3)

π s ( i, j ) i s t h e s (i, j ) ti m e s a p pli e d c y cli c s hift f u n cti o n i d e ntif yi n g e a c h el e m e nt of C 0 ,0 at p o siti o n i wit h a

n e w p o siti o n i + 1 if i < g a n d p o siti o n 1 if i = g . T o d et e r mi n e t h e n u m b er of s hift s f or e a c h C i, j w e h a v e

s (i, j ) =
2∑︁

c = 0

j c

∑︁
i

g c

∑︁

( 6. 4)

f or i < g a n d

s (n, j ) =

∑︂
i

g 2

∑︂

. ( 6. 5)

H er e, ⌊ i
g 2 ⌋ i s t h e l a r g e st i nt e g e r n ot bi g g er t h a n i

g 2 . Fr o m t h e g c ol u m n s w e c r e at e a g × n s u b m at ri x M j f or

e a c h 0 ≤ j ≤ k − 1. St a c ki n g t h e s e m atri c e s t h e n gi v e s u s o u r fi n al t e sti n g k g × n t e sti n g m atri x M a c c or di n g

t o S T D.

T o ill u str at e t hi s pr o c e s s, w e c a n l o o k at a s m all 2- di sj u n ct d e si g n (i. e. k = 3) wit h n = 9 a n d g = 3. T hi s
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Fi g u r e 6. 1: Ill u s t r a ti o n of a ( 4 9, 7, 4 )- m ul ti p o ol. E a c h c ell i s o n e i n di vi d u al s a m pl e. C ell s c ol o r e d i n o n e c ol o r i n di c a t e
m e m b e r s hi p i n t h e s a m e g r o u p. T o p r o w di s pl a y s g r o u pi n g s al o n g r o w s, wi t h all s a m pl e s i n o n e r o w g r o u p e d i nt o
o n e g r o u p t e s t ( t o g e t h e r, t h e r o w g r o u pi n g s c o r r e s p o n d t o t h e g × N s u b m a t ri x of M f o r j = 1 ). S e c o n d r o w di s pl a y s
g r o u p t e s t a g ai n s t t h e fi r s t di a g o n al a n d t h e t hi r d r o w g r o u p t e s t s al o n g t h e s e c o n d di a g o n al. N o t e t h e a c ti o n of t h e
c y cli c s hif t, w hi c h c o r r e s p o n d s t o t h e g r o u p t e s t m e m b e r s hi p of t h e s a m pl e s b ei n g s hif t e d ri g ht, w r a p pi n g a r o u n d t o
t h e l ef t si d e of t h e a r r a y. T h e f o u r t h r o w i n di c a t e s g r o u pi n g of s a m pl e s i nt o g r o u p t e s t s al o n g c ol u m n s. T a ki n g o nl y
r o w a n d c ol u m n t e s t s c o r r e s p o n d s t o a r r a y t e s ti n g. S a m pl e s a r e g r o u p e d i nt o o n e r o w, o n e c ol u m n, a n d o n e of t h e
di a g o n al t e s t s e a c h, ill u s t r a t e d i n t h e e x a m pl e of o v e rl ai d g r o u p s. H e r e, e a c h c ell c ol o r e d i n t h e s a m e c ol o r i n di c a t e s
t h e s a m e t e s t wi t h m ul ti pl e c ol o r s i n di c a ti n g m e m b e r s hi p i n t w o o r m o r e of t h e ill u s t r a t e d t e s t s. T h e o t h e r g r o u p s
a r e c r e a t e d b y s hif ti n g t h e s h o w n g r o u p s h o ri z o nt all y ( o r v e r ti c all y f o r t h e o r a n g e g r o u p ), a n d c ell s w r a p pi n g a r o u n d
g o t o t h e fi r s t (l ef t ) c ol u m n w h e n t h e y w o ul d p a s s b e y o n d t h e l a s t ( ri g ht ) c ol u m n a s ill u s t r a t e d i n t h e fi r s t f o u r r o w s
of t h e fi g u r e.
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m e a n s w e n e e d t o cr e at e 3 s u b m atri c e s. T h e fir st s u b m atri x f or j = 0 i s cr e at e d b y c y cli c all y s hifti n g

C 0 ,0 =

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1

0

0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 6)

T h e fir st c ol u m n st a y s a s C 0 ,0 . T h e s e c o n d c ol u m n C 1 ,0 h a s t h e c y cli c s hift f u n cti o n a p pli e d o n c e, a s

s ( 1, 0) =
∑︁ 2

c = 0 0 c ⌊ 1
3 c ⌋ = 1. Si mil a rl y, s (i, 0) = i, a n d w h e n i = g t h e c y cli c s hift f u n cti o n i s a p pli e d g ti m e s

a n d C 3 ,0 = C 0 ,0 . T h er ef or e, a p pl yi n g t h e pr o c e s s i s e q ui v al e nt t o a p pl yi n g t h e c y cli c s hift f u n cti o n i m o d g

ti m e s. B y t hi s pr o c e s s w e o bt ai n t h e s u b m atri x

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1 0 0 1 0 0 1 0 0

0 1 0 0 1 0 0 1 0

0 0 1 0 0 1 0 0 1

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 7)

F or t h e s e c o n d s u b m atri x ( j = 1), C 0 ,1 a g ai n st a y s t h e s a m e a s C 0 ,0 . F or C 1 ,1 a n d C 2 ,1 w e ar ri v e at t h e s a m e

n u m b er of s hift s a s f or j = 0. T h e fir st di ff e r e n c e o c c u r s at i = 3. H er e, s ( 3, 1) = 1 0 ⌊ 3
3 0 ⌋ + 1 1 ⌊ 3

3 1 ⌋ + 1 2 ⌊ 3
3 2 ⌋ =

3 + 1 + 0 = 4 ( or e q ui v al e ntl y s (i, 1) = ( i m o d g ) + 1) a n d t h e c ol u m n C 3 ,1 i s gi v e n a s

C 0 ,0 =

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

0

1

0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 8)

We pr o c e e d i n a si mil ar m a n n er. F o r i ≥ 6, w e e ff e cti v el y h a v e s (i, 1) = ( i m o d g ) + 2, s o t h e t hr e e l a st

c ol u m n s ar e s hift e d t wi c e c o m p a r e d t o t h e fir st t hr e e c ol u m n s. T h e t ot al s u b m atri x i s t h e n gi v e n a s

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1 0 0 0 0 1 0 1 0

0 1 0 1 0 0 0 0 1

0 0 1 0 1 0 1 0 0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 9)
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B y a si mil a r pr o c e s s w e o bt ai n t h e c ol u m n s f o r j = 2 a n d a rri v e at t h e c o m pl et e e x a m pl e t e sti n g m atri x

M =

⎡

⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎢
⎣

1 0 0 1 0 0 1 0 0

0 1 0 0 1 0 0 1 0

0 0 1 0 0 1 0 0 1

1 0 0 0 0 1 0 1 0

0 1 0 1 0 0 0 0 1

0 0 1 0 1 0 1 0 0

1 0 0 0 1 0 0 0 1

0 1 0 0 0 1 1 0 0

0 0 1 1 0 0 0 1 0

⎤

⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎥
⎦

. ( 6. 1 0)

H er e, it al s o b e c o m e s a p p a r e nt t h at w e n e e d t o c h o o s e n s u ffi ci e ntl y l a r g e ( n > k g ) t o a c hi e v e a s a vi n g i n

t e st s.

P C R t e s t

I n or d er t o d e si g n a d e c o d e r t h at utili z e s q u a ntit ati v e P C R t e st r e s ult s, it i s fir st n e c e s s a r y t o d e fi n e t h e

n at ur e of t h e s e r e s ult s. R u n ni n g a P C R t e st r e s ult s i n a Ct v al u e, w h o s e m a g nit u d e r el at e s t o t h e vi r al l o a d

( V L) i n t h e t e st e d g r o u p. S p e ci fi c all y, w e a s s u m e t h at gi v e n t h e V L of t h e j t h s a m pl e V j t h e Ct v al u e f or

t h e it h t e st i s g e n e r at e d b y

Y i = K − l o g2

⎛

⎝ B
∑︁

j

M i, j V j

g i

⎞

⎠ + e r r o r, ( 6. 1 1)

w h er e K i s a li n e a r o ff s et a n d B a s c ali n g f a ct o r, b ot h of w hi c h w e e sti m at e d fr o m d at a a v ail a bl e i n t h e st u d y

of V o g el s et al. 1 2 4 ( s e e i n sili c o d at a g e n er ati o n). g i i s t h e si z e of gr o u p i, i. e. g i =
∑︁ n

j = 0 M i, j , a n d t h e er r o r

i s a n oi s e t er m n e c e s sit at e d b y t h e f a ct t h at P C R t e st o ut c o m e s a r e st o c h a sti c. We a s s u m e t h at t h e e rr or

i s d r a w n fr o m a n o r m al di st ri b uti o n N ( 0, e). If g o o d l a b or at or y d at a i s a v ail a bl e, o n e c a n al s o o bt ai n a n

e sti m at e ϵ f o r e . H o w e v e r, a s t hi s mi g ht n ot al w a y s b e p o s si bl e i n p r a cti c e w e s et ϵ = 0 .5 a s a n e sti m at e i n a

r e ali sti c r a n g e ( s e e C h a pt er I). N ot e t h e a b u s e of n ot ati o n, w h er e Y i i n E q u ati o n 6. 1 r ef e rr e d t o bi n ar y t e st

o ut c o m e s, w hil e h e r e it c orr e s p o n d s t o P C R t e st o ut c o m e s.
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Si m ul a ti n g G r o u p T e s ti n g E x p e ri m e n t s

I n or d er t o t u n e a n d t e st t h e m o d el, w e n e e d t o g e n er at e si m ul at e d d at a. T hi s r e q uir e s a f e w c o n si d er ati o n s.

Fir st of all, w e st a rt wit h a p o p ul ati o n of n s a m pl e s a n d d et er mi n e a s et n u m b er of p o siti v e s a m pl e s at

r a n d o m. T h e n, w e n e e d t o d et er mi n e t h e V L V of e a c h of t h e p o siti v e s a m pl e s. F o r t hi s, w e a d o pt t h e

a p pr o a c h fr o m Cl e ar y et al. 2 0 8 . H er e, e a c h p o siti v e i n di vi d u al st a rt s of wit h a V L V = 1 at ti m e 0, wit h t h e

V L e x p o n e nti all y i n cr e a si n g u p u ntil ti m e tm a x , at w hi c h p oi nt it i s at it s m a xi m u m of 2α . Aft er t hi s p oi nt,

t h e V L d e cr e a s e s e x p o n e nti all y u p u ntil ti m e te n d , at w hi c h p oi nt t h e V L att ai n s it mi ni m u m of V = 1 a g ai n.

S p e ci fi c all y, t h e V L V at ti m e t i s

V (t) =

⎧
⎪⎪⎨

⎪⎪⎩

2
a

t m a x
t if 0 ≤ t ≤ tm a x

2 a

2
a

t e n d − t m a x
( t − t m a x ) if tm a x < t ≤ te n d .

( 6. 1 2)

We u s e d t h e p a r a m et er s p r e s e nt e d i n Cl e ar y et al. 2 0 8 , i. e. a = 7 .9 8, tm a x = 3, a n d te n d = 1 7 .6 2. T o o bt ai n

a V L f o r a n y s a m pl e w e t h e n pi c k a ti m e p oi nt 0 < t < t e n d u nif or ml y at r a n d o m. N ot a bl y, t hi s ti m e p oi nt t

m a y b e m or e r e stri ct e d i n a cli ni c al s a m pl e, a s p e o pl e w o ul d oft e n g et t e st e d w hil e s y m pt o m s ar e s h o wi n g.

H o w e v er, i n s u r v eill a n c e t e sti n g t h e a s s u m pti o n of t b ei n g pi c k e d at r a n d o m oft e n h ol d s. T o c o n v ert t h e s e

i n di vi d u al V L s t o gr o u p t e sti n g Ct v al u e s w e si m pl y i n s e rt t h e m i nt o E q u ati o n 6. 1 1, wit h t h e er r or b ei n g

dr a w n fr o m a n or m al di stri b uti o n c e nt er e d at 0 wit h st a n d ar d d e vi ati o n e = 0 .5. We u s e d K = 3 7 a n d

B = 1 0 0 t o g e n er at e o ur d at a, w hi c h w e e sti m at e d fr o m t h e d at a pr o vi d e d i n V o g el s et al. 1 2 4 .

g t M A P d e c o d e r

O ur o v er all g o al i s t o e sti m at e a st at u s v e ct or ω of l e n gt h n . E a c h e nt r y of ω c orr e s p o n d s t o o n e s a m pl e,

wit h e ntri e s 0 a n d 1 f or n e g ati v e a n d p o siti v e s a m pl e s, r e s p e cti v el y. T o i nf er t h e st at u s v e ct or, w e ar e gi v e n

t h e t e sti n g m atri x M a n d t h e g r o u p t e st r e s ult s Y . N ot e t h at t hi s pr o bl e m i s u n d er s p e ci fi e d, m e a ni n g t h at

i n g e n e r al t h e r e i s m o r e t h a n o n e s e n si bl e s ol uti o n f or ω t h at c o ul d g e n er at e t h e o b s er v e d Ct v al u e s. T h e

ai m i s t o c o n str u ct a m o d el t o e sti m at e ω t h at i n c or p o r at e s h o w i n di vi d u al V L s c o m bi n e d wit h t h e t e sti n g

m atri x a n d n oi s e g e n e r at e t h e o b s er v e d t e st o ut c o m e s. I n t h e m o d el pr e s e nt e d h e r e, w e ai m t o e sti m at e ω

vi a a si m ul at e d a n n e ali n g p r o c e d ur e. At e a c h st e p of t h e si m ul at e d a n n e ali n g pr o c e d ur e ( d e s c ri b e d f urt h e r

b el o w) w e e v al u at e o n e st at u s v e ct o r ω . Gi v e n t hi s st at u s v e ct or i n w hi c h s a m pl e s i f or w hi c h ω i = 1 ar e s ai d

t o b e p o siti v e, w e w a nt t o e sti m at e i n di vi d u al Ct v al u e s f o r t h e p o siti v e s a m pl e s (t h e Ct v al u e t h at w o ul d

h a v e b e e n o bt ai n e d h a d w e t e st e d t h e s a m pl e i n di vi d u all y i n st e a d of i n a gr o u p) a n d e v al u at e h o w cl o s el y
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t h e gr o u p t e st r e s ult s e sti m at e d gi v e n t h e s e i n di vi d u al Ct v al u e s m at c h t h e o b s er v e d gr o u p t e sti n g r e s ult s.

We d o t hi s t hr o u g h m a xi m u m a p o st eri ori ( M A P) o pti mi z ati o n.

T o b e s p e ci fi c, w e ai m t o g e n er at e p r e di ct e d Ct v al u e s f o r t h e g r o u p t e st s Ŷ a n d c o m p a r e t h e m t o t h e o b s e r v e d

t e st r e s ult s Y , a n d u s e t h e d e vi ati o n b et w e e n Y a n d Ŷ a s e v al u ati o n m e a s ur e f o r t h e di ff er e nt p o s si bl e st at e s

of t h e st at u s v e ct or ω . A s e v al u ati o n m e a s ur e t h e s q u ar e d e rr o r i s u s e d

E =
t∑︁

i = 1

(Y i − Ŷ i )
2 . ( 6. 1 3)

T o g e n er at e t h e e sti m at e d gr o u p t e st Ct v al u e s, E q u ati o n 6. 1 1 i s u s e d. H o w e v er, w e r e pl a c e t h e V L V j of

s a m pl e j wit h t h e i n di vi d u al Ct v al u e s Γ j (t h e Ct v al u e t h at w o ul d h a v e b e e n o bt ai n e d h a d w e t e st e d t h e

s a m pl e i n di vi d u all y i n st e a d of i n a gr o u p) of t h e s a m pl e s, a s t h e s e ar e e sti m at e d i n o u r m o d el. T h e i n di vi d u al

Ct v al u e s c a n b e tr a n sf or m e d i nt o V L s vi a V j = 2 Γ j . T h er ef or e, t h e t e st o ut c o m e Ŷ i f or t e st i i s

Ŷ i = κ − l o g2

⎛

⎝ β
n∑︁

j = 1

M i, j 2
Γ j

g i

⎞

⎠ , ( 6. 1 4)

w h er e κ a n d β ar e e sti m at e s f or K a n d B i n E q u ati o n 6. 1 1. H o w t h e s e p ar a m et er s ar e o bt ai n e d will b e

d e s c ri b e d b el o w. T hi s e q u ati o n cl e arl y st at e s t h at w e r e q uir e t h e i n di vi d u al t e st o ut c o m e s Γ j f or e a c h s a m pl e

0 ≤ j ≤ n . T h e s e ar e o bt ai n e d t hr o u g h a M A P o pti mi z ati o n i m pl e m e nt e d i n St a n u si n g it s i nt erf a c e R St a n 2 1 4

i n R.

T h e m o d el i m pl e m e nt e d i n St a n i s gi v e n t h e d at a ω , M , a n d Y . We ai m t o m a xi mi z e

P ( Γ|Y ) = P (Y |Γ) P ( Γ) , ( 6. 1 5)

wit h Γ t h e v e ct or of i n di vi d u al Ct v al u e s. We d e fi n e t h e li k eli h o o d P (Y |Γ) a s f oll o w s.

P (Y |Γ) =
t∑︁

i = 0

P (Y i |Ŷ i ) ( 6. 1 6)

wit h

Ŷ i = κ − l o g2

⎛

⎝ β
n∑︂

j = 1

ω j M i, j 2
κ − Γ j

g i

⎞

⎠ . ( 6. 1 7)

N ot e t h e a d diti o n of ω j c o m p a r e d t o E q u ati o n 6. 1 1. T hi s i s d o n e t o o nl y c o n si d er p o siti v e s a m pl e s i n t h e

gr o u p t e sti n g r e s ult s, a s n e g ati v e s a m pl e s will c o nt ri b ut e n o V L. H o w e v er, 2 κ − I j c a n n e v er b e 0, h e n c e t h e

i n cl u si o n of t h e bi n ar y i n di c at o r ω j i s r e q uir e d. F u rt h er, n ot e t h at t h e i n di vi d u al Ct v al u e I j i s s u btr a ct e d
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fr o m t h e e sti m at e d Ct v al u e b a s eli n e κ , a s 2κ − I j w hi c h r e pl a c e s t h e V L V i n E q u ati o n 6. 1 1. F or a n y p o siti v e

i n di vi d u al t e st r e s ult I j < κ , t hi s V L s h o ul d b e gr e at er t h a n 1. T h e li k eli h o o d i s t h e n o bt ai n e d vi a a n or m al

di st ri b uti o n

P (Y i |Ŷ i ) ∼ N (Y i |Ŷ i , ϵ), ( 6. 1 8)

w h er e ϵ i s a p ar a m et e r t h at i s pr o vi d e d t o t h e m o d el a n d a n e sti m at e f or t h e er r o r e ar o u n d t h e Ct v al u e

d et er mi n ati o n i n E q u ati o n 6. 1 1. T h e pri or o v er t h e i n di vi d u al Ct v al u e s I i s gi v e n b y

I j ∼ N (µ, σ ), ( 6. 1 9)

f or t h e j ’t h s a m pl e, w h er e µ a n d σ c a n b e e sti m at e d f r o m cli ni c al d at a or t hr o u g h a c o m p ut ati o n al r o ut e (t h e

l att er w a s c h o s e n h e r e, s e e P ar a m et e r T u ni n g). N ot e t h at t h e p ri or i s o nl y a d d e d t o t h e p o st eri or d e n sit y f or

s a m pl e s wit h ω j = 1. A M A P o pti mi z ati o n i s p erf or m e d u si n g t h e r s t a n : : o p t i m i z i n g ( s t a n m o d e l , d a t a )

f u n cti o n, w h er e s t a n m o d e l i s t h e St a n i m pl e m e nt ati o n of t h e a b o v e m o d el, a n d d a t a i s M, Y, ω, µ, σ, ϵ, κ ,

a n d β . N ot e h er e, t h at it i s al s o p o s si bl e t o e sti m at e t h e h y p er p ar a m et e r s µ, σ, ϵ, κ a s p a rt of t h e M A P

o pti mi z ati o n. I i n v e sti g at e d t hi s p o s si bilit y f o r t h e e r r or ϵ wit h a pri or ϵ ∼ N ( 0, 1), h o w e v er, n o n ot a bl e

di ff er e n c e t o pr o vi di n g a fi x e d p a r a m et er w a s o b s e r v e d a n d t h e p o s si bilit y of i n cl u di n g t h e s e p ar a m et e r s i n

t h e e sti m ati o n i s l eft f or f ut u r e r e s e ar c h.

T hr o u g h t h e a b o v e M A P o pti mi z ati o n w e o bt ai n e sti m at e s f o r t h e i n di vi d u al Ct v al u e s Γ gi v e n a st at u s

v e ct or ω . We n o w n e e d t o c o n si d er h o w t o e sti m at e ω . A s a fir st st e p, w e p er m a n e ntl y s et all e ntri e s of ω t o

0 t h at ar e d e fi nit e n e g ati v e s. D e fi nit e n e g ati v e s a r e d et er mi n e d u si n g C O M P 1 2 1 . T h e r e m ai ni n g e nt ri e s of ω

ar e tr e at e d a s p ot e nti al p o siti v e s a n d w e ai m t o i d e ntif y t h e t r u e p o siti v e s a m o n g t h e m. N e xt, w e c a n m a k e

u s e of t h e f a ct t h at w e o bt ai n Γ a n d t h er e b y Ŷ f o r a n y st at u s v e ct or t hr o u g h t h e M A P o pti mi z ati o n. H e n c e,

e v er y st at u s v e ct or h a s a n a s s o ci at e d e v al u ati o n m e a s ur e E ( E q u ati o n 6. 1 3). T hr o u g h t hi s w e c a n e sti m at e

t h e fit of a si n gl e st at u s v e ct or ω vi a t h e a b o v e M A P o pti mi z ati o n a n d a n i d e al st at u s v e ct or s h o ul d mi ni mi z e

E . T h e q u e sti o n t h at r e m ai n s i s h o w t o c h o o s e t h e st at u s v e ct o r s t h at w e w a nt t o e v al u at e. O n e a v e n u e

f or c h o o si n g st at u s v e ct o r s i s t o u s e si m ul at e d a n n e ali n g ( s e e Fi g ur e 6. 2 f or a n ill u st r ati o n). S p e ci fi c all y, w e

st art wit h a r a n d o ml y i niti ali z e d st at u s v e ct or of 0 s a n d 1 s. T hi s st at u s v e ct or i s t h e n e v al u at e d t o o bt ai n

t h e c ur r e nt e v al u ati o n m e a s ur e E c . T h e n w e pr o p o s e a r a n d o m c h a n g e t o t h e st at u s v e ct or ( s wit c hi n g a 0 t o

a 1 a m o n g t h e p ot e nti al p o siti v e s, o r vi c e v er s a) a n d e v al u at e t h e n e w st at u s v e ct o r E n . We c a n o bt ai n t h e

di ff er e n c e i n e v al u ati o n m e a s ur e s a s

∆ E = E n − E c . ( 6. 2 0)
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We t h e n eit h er a c c e pt or r ej e ct t h e n e w st at u s v e ct o r a c c or di n g t o a n a c c e pt a n c e pr o b a bilit y

P a c c e p t =

⎧
⎪⎪⎨

⎪⎪⎩

1 if ∆ E ≤ 0

e − ∆ E / T ( c ) ot h er wi s e ,

( 6. 2 1)

wit h T (c ) b ei n g t h e s o- c all e d t e m p er at u r e at t h e c u rr e nt t e m p e r at ur e it er ati o n c . I n si m ul at e d a n n e ali n g,

t hi s t e m p er at u r e d et er mi n e s t h e a c c e pt a n c e p r o b a bilit y. We st art of wit h a hi g h t e m p e r at ur e i n t h e fi r st

t e m p er at ur e it er ati o n c = 1 f or s e v e r al it e r ati o n s o v er t h e st at u s v e ct or. T hi s hi g h t e m p e r at ur e l e a d s t o t h e

a c c e pt a n c e of n e arl y all p r o p o s e d st at u s v e ct o r s. I n e a c h t e m p e r at ur e it er ati o n c t h e t e m p er at ur e i s t h e n

l o w e r e d a c c or di n g t o a t e m p e r at ur e d e cli n e f u n cti o n. T hi s l o w er t e m p er at u r e l e a d s t o a l o w er a c c e pt a n c e

pr o b a bilit y of st at u s v e ct o r s t h at w o ul d i n cr e a s e ∆ E . I n e a c h t e m p er at ur e it er ati o n w e it er at e o v er m ulti pl e

pr o p o s e d st at u s v e ct or c h a n g e s - i n o ur c a s e 1 0 w a s c h o s e n a s t h e n u m b er of pr o p o s e d c h a n g e s it er at e d o v e r

- w hil e t h e t ot al n u m b e r of t e m p e r at ur e it er ati o n s w a s c h o s e n a s c m a x = 5 0. T h e s e n u m b er s of it er ati o n s

w er e c h o s e n t o a c hi e v e a b al a n c e b et w e e n p erf o r m a n c e a n d c o m p ut ati o n al s p e e d. We e v al u at e d a r a n g e of

fr e q u e ntl y e m pl o y e d t e m p e r at ur e d e cli n e f u n cti o n s wit h t h e b e st p e rf o r mi n g o n e b ei n g

T (τ ) =
T 0

1 + c 2 α
. ( 6. 2 2)

H er e, T 0 i s t h e t e m p er at u r e i n t h e fi r st t e m p er at u r e it e r ati o n a n d α i s a p ar a m et er c h o s e n s u c h t h at w e h a v e

T (c m a x ) = 1. T o d et er mi n e t h e i niti al t e m p er at u r e w e e v al u at e 1 0 r a n d o m c h a n g e s fr o m t h e i niti al st at u s

v e ct or a n d t h e n eit h e r d o u bl e o r h al v e t h e t e m p e r at ur e u ntil t h e a c c e pt a n c e r at e f o r t h e s e c h a n g e s i s b et w e e n

0. 7 a n d 0. 9.

N ot a bl y, t h e a b o v e o pti mi z ati o n pr ot o c ol h a s a r a n d o m c o m p o n e nt ( w h et h e r a n e w st at u s v e ct or i s a c c e pt e d

or r ej e ct e d a c c or di n g t o t h e a c c e pt a n c e pr o b a bilit y), a n d s u c c e s si v e r u n s c a n pr o vi d e di ff e r e nt r e s ult s. T hi s

i s al s o d u e t o t h e f a ct t h at t h e o pti mi z ati o n l a n d s c a p e h a s m ulti pl e, p ot e nti all y v e r y si mil a r, mi ni m a. T o

ill u str at e t hi s, I w a nt t o gi v e a si m pl e e x a m pl e. C o n si d er t h e 1- di sj u n ct S T D d e si g n ( e q ui v al e nt t o arr a y

t e sti n g). H e r e, w e c o ul d h a v e a sit u ati o n i n w hi c h f o ur di ff er e nt s a m pl e s, ar r a n g e d i n a s q u ar e h a v e V L s of

t h e t y p e ⎡

⎢
⎣

a 0

0 a

⎤

⎥
⎦ ( 6. 2 3)

r e s ulti n g i n t e st o ut c o m e s K − l o g (a + 0) f or t h e fir st r o w a n d c ol u m n, a n d si mil a rl y K − l o g ( 0 + a ) f o r

t h e s e c o n d r o w a n d c ol u m n ( h e r e t h e e q u ati o n f o r t h e Ct v al u e of t h e t e st s i s si m pli fi e d t o e n a bl e a cl e ar er
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( A )

( B )

Fi g u r e 6. 2: ( A ) Ill u s t r a ti o n of a d e c o di n g i t e r a ti o n. I n e a c h i t e r a ti o n i a s t a t u s v e c t o r ω i i n di c a ti n g p o si ti vi t y of
t h e i n di vi d u al s a m pl e s i s r a n d o ml y c h a n g e d i n o n e p o si ti o n f r o m p o si ti v e ( 1 ) t o n e g a ti v e ( 0 ), o r vi c e v e r s a. T h e
r e s ul ti n g s t a t u s v e c t o r ω i + 1 i s u s e d a s b a si s f o r a m a xi m u m a p o st e ri o ri o p ti mi z a ti o n of t h e i n di vi d u al C t v al u e s
( h e r e, t h e p a r a m e t e r s of a r e d e n o t e d i n t h e g e n e r al f o r m Θ ). B a s e d o n t h e s e i n di vi d u al C t v al u e s, e x p e c t e d g r o u p
t e s t r e s ul t s a r e p r e di c t e d a n d w e o b t ai n a m e a n s q u a r e d e r r o r b e t w e e n t h e s e e x p e c t e d t e s t r e s ul t s a n d t h e o b s e r v e d
o n e s. B a s e d o n t hi s m e a n s q u a r e d e r r o r s’ di ff e r e n c e t o t h e m e a n s q u a r e d e r r o r i n t h e p r e vi o u s i t e r a ti o n a s w ell a s a
t e m p e r a t u r e t h a t d e cli n e s wi t h e v e r y i t e r a ti o n w e d e t e r mi n e t h e p r o b a bili t y of a c c e p ti n g t h e p r o p o s e d s t a t u s v e c t o r
ω i + 1 o r r ej e c ti n g i t a n d c o nti n ui n g wi t h t h e c u r r e nt s t a t u s v e c t o r ω i . T h e d e cli ni n g t e m p e r a t u r e a t e v e r y i t e r a ti o n
e ff e c ti v el y c a u s e s t h e f u n c ti o n of t h e a c c e p t a n c e p r o b a bili t y t o b e c o m e s t e e p e r, s u c h t h a t w e a c c e p t al m o s t all
p r o p o s al s i n t h e b e gi n ni n g, b u t a r e m o r e s t ri c t i n t h e e n d, a c c e p ti n g o nl y i m p r o v e m e nt s i n t h e m e a n s q u a r e d e r r o r
( n e g a ti v e di ff e r e n c e s, f o r w hi c h t h e f u n c ti o n i s al w a y s e q u al t o 1 ). T h e s t a t u s v e c t o r af t e r 5 0 0 i t e r a ti o n s ( wi t h 1 0
i t e r a ti o n s a t e a c h t e m p e r a t u r e ) i s t h e n u s e d t o i nf e r t h e p o si ti v e s a m pl e s. ( B ) C h a n g e i n a c c e p t a n c e p r o b a bili ti e s
f o r di ff e r e nt t e m p e r a t u r e s wi t h t e m p e r a t u r e d e c r e a si n g f r o m l ef t t o ri g ht pl o t s. Fi g u r e a n d c a p ti o n t a k e n f r o m
U n r u h e t al. 1 .
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ill u str ati o n). T h e s a m e t e st r e s ult s w o ul d al s o b e o bt ai n e d b y t h e arr a n g e m e nt of p o siti v e s a m pl e s

⎡

⎢
⎣

a / 2 a / 2

a / 2 a / 2

⎤

⎥
⎦ ( 6. 2 4)

r e s ulti n g i n t e st o ut c o m e s K − l o g (a / 2 + a / 2) = K − l o g a . A d diti o n all y, t h e Ct v al u e s o bt ai n e d ar e n oi s y

m e a s u r e m e nt s, e xt e n di n g t h e p o s si biliti e s of sit u ati o n s s u c h a s t hi s o n e o c c urri n g. I n g e n e r al, t h e p r o bl e m

i s u n d e r s p e ci fi e d, w hi c h pr e vi o u sl y i n s pir e d t h e a p pli c ati o n of c o m p r e s s e d s e n si n g t e c h ni q u e s t o g r o u p t e st-

i n g 1 2 2 . H o w e v er, w e c a n t a k e t h e v ari a bilit y i n t h e o pti m al s ol uti o n s o bt ai n e d t hr o u g h r e p e at e d si m ul at e d

a n n e ali n g r u n s i nt o a c c o u nt a n d i m pr o v e o u r i nf er e n c e. We m a k e t h e a s s u m pti o n t h at t h er e ar e s o m e s a m-

pl e s t h at ar e n e c e s s ar y t o b e e sti m at e d a s p o siti v e. E xt e n di n g t hi s, w e a s s u m e t h at o n r e p e at e d r u n s t h e

pr o b a bilit y f or a n y gi v e n p o siti v e s a m pl e t o b e i d e nti fi e d a s p o siti v e i s hi g h e r t h a n f o r a n e g ati v e s a m pl e. We

c a n u s e t hi s a s s u m pti o n b y r u n ni n g t h e si m ul at e d a n n e ali n g a n u m b er of ti m e s, 2 0 i n o ur c a s e. We c a n t h e n

i ntr o d u c e a d e ci si o n t hr e s h ol d, d e fi n e d a s t h e pr o p orti o n s of r u n s a n it e m n e e d s t o b e i d e nti fi e d a s p o siti v e

i n t o b e d e cl ar e d p o siti v e i n t h e e n d. O u r i n sili c o si m ul ati o n s s u g g e st t h at t hi s i s a s e n si bl e a p pr o a c h a s

t h e di stri b uti o n s f or p o siti v e i nf e r e n c e s o n n e g ati v e a n d p o siti v e s a m pl e s cl e arl y di ff e r. S etti n g t hi s d e ci si o n

t hr e s h ol d will e n a bl e u s t o c o ntr ol t h e tr a d e- o ff b et w e e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y.

F oll o wi n g t h e si m ul at e d a n n e ali n g, w e ar e l eft wit h a s et of p o siti v e a n d n e g ati v e s a m pl e s. H o w e v e r, d u e t o

t h e l o g arit h mi c n at ur e of Ct v al u e s s a m pl e s wit h a l o w V L mi g ht b e o b s c ur e d if t h e y ar e i n t e st s t o g et h e r

wit h s a m pl e s wit h hi g h e r V L. S p e ci fi c all y, t h e y d o n ot d e c r e a s e t h e Ct v al u e s u ffi ci e ntl y t o b e di sti n g ui s h a bl e

fr o m n oi s e. We e m pl o y a n a p pr o a c h t o i d e ntif y t h e s e s a m pl e s i n s pi r e d b y W a n g et al. 1 2 3 . T hi s a p p r o a c h i s

b e st ill u str at e d b y e x a m pl e, a s s h o w n i n Fi g ur e 6. 3. I n g e n er al, w e fi r st t a k e t h e i nf er r e d t e st o ut c o m e s Ŷ .

We t h e n it e r at e o v er t h e s a m pl e s d e cl ar e d a s n e g ati v e b y t h e si m ul at e d a n n e ali n g d e c o di n g pr o c e s s a n d s et

e a c h o n e s e p ar at el y a s p o siti v e wit h a mi ni m u m Ct v al u e t h at i s a p ar a m et er t o t h e m o d el. C all t h e s a m pl e

t h at i s s et a s p o siti v e s a m pl e m . We t h e n p r e di ct t h e t e st o ut c o m e s a g ai n u si n g E q u ati o n 6. 1 7 b a s e d o n t h e

n e w i n di vi d u al Ct v al u e s (t h e o n e s i nf e rr e d f r o m si m ul at e d a n n e ali n g a n d o n e of t h e ot h er s a m pl e s s et t o t h e

mi ni m u m Ct v al u e). We c o m p a r e t h e n e w p r e di ct e d t e st o ut c o m e s t o t h e p r e vi o u sl y o bt ai n e d Ŷ . If t h e n e w

t e st o ut c o m e s d e vi at e b y l e s s t h a n ϵ fr o m a n y of t h e p r e vi o u sl y o bt ai n e d t e st o ut c o m e s i n Ŷ , s a m pl e m i s

i nf er r e d a s p o siti v e. ϵ w a s c h o s e n a s it i s o ur e sti m at e f or t h e st a n d ar d d e vi ati o n of E q u ati o n 6. 1 1. H e n c e, w e

ar e i nt er e st e d i n w h et h e r t e st r e s ult s ar e c h a n g e d b y m o r e t h a n o n e st a n d ar d d e vi ati o n. T h e i nt uiti o n b e hi n d

t h e a p pr o a c h h e r e i s t h at t h e ot h er p o siti v e s a m pl e s c o ul d hi d e s a m pl e m d u e t o t h ei r hi g h c o nt ri b uti o n t o

t h e g r o u p t e st s V L. H e n c e, if w e c a n a s s u m e t h at s a m pl e m h a s s o m e l o w Ct v al u e a n d w o ul d n ot n ot a bl y

c o ntri b ut e t o t h e gr o u p t e st o ut c o m e s t h e n it m a y b e p o siti v e, b ut n ot d et e ct a bl e. T h e r ef o r e, w e i nf e r it a s
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p o siti v e t o a v oi d i nt r o d u ci n g f al s e n e g ati v e s.

Fi g u r e 6. 3: Ill u s t r a ti o n of t h e a p p r o a c h of s e t ti n g e a c h n e g a ti v el y i nf e r r e d i t e m t o a mi ni m u m C t v al u e t o c h e c k
w h e t h e r a l o w C t v al u e m a y b e o b s c u r e d b y hi g h e r o t h e r C t v al u e s. Fi r s t, t h e si m ul a t e d a n n e ali n g p r o c e s s i nf e r s t h e
p o si ti v e s f r o m t h e p o t e nti al p o si ti v e s t h a t a r e i n p o si ti v e r o w a n d c ol u m n t e s t s ( s a m pl e s A, B, C, a n d D ). I n t hi s
e x a m pl e, s a m pl e A i s i nf e r r e d wi t h a n i n di vi d u al C t v al u e of 2 1 a n d s a m pl e D i s i nf e r r e d wi t h a n i n di vi d u al C t v al u e
of 2 4 ( m a r k e d i n r e d ). We al s o o b t ai n p r e di c t e d t e s t o u t c o m e s Ŷ 1 . I n t h e n e x t s t a g e, t h e s a m pl e s n o t i nf e r r e d a s
p o si ti v e ( s a m pl e s B a n d C ) a r e i n di vi d u all y s e t t o a C t v al u e of 3 0. F o r e x a m pl e, i n t h e l ef t mi d dl e p a n el, s a m pl e B
i s s e t t o a C t v al u e of 3 0. We a g ai n i nf e r t h e p r e di c t e d t e s t o u t c o m e s Ŷ 2 , n o w a s s u mi n g s a m pl e B i s p o si ti v e wi t h a n
i n di vi d u al C t v al u e of 3 0. H e r e, w e o b s e r v e t h a t t h e n e w p r e di c t e d t e s t o u t c o m e s di ff e r m o r e t h a n ϵ f r o m t h e
i ni ti all y i nf e r r e d o n e s (i. e. |Ŷ 2 − Ŷ 1 | > ϵ ). H e n c e, s a m pl e B c o ul d n o t h a v e b e e n hi d d e n b y s a m pl e s A a n d B a n d i s
i nf e r r e d a s n e g a ti v e. We a g ai n d o t h e s a m e f o r s a m pl e C, di s pl a y e d i n t h e ri g ht p a n el. N o t e t h a t h e r e s a m pl e B i s
a g ai n a s s u m e d t o b e n e g a ti v e. We a g ai n e s ti m a t e t h e n e w t e s t o u t c o m e s Ŷ 3 a n d o b s e r v e t h a t |Ŷ 3 − Ŷ 1 | ≤ ϵ . H e n c e,
w e i nf e r t h a t if s a m pl e C h a d a l o w i n di vi d u al C t v al u e i t c o ul d b e hi d d e n b y t h e hi g h e r C t v al u e s of A a n d B a n d
w e i nf e r i t a s p o si ti v e. Al t o g e t h e r, w e t h e n a r ri v e a t t h e fi n al i nf e r e n c e, w h e r e s a m pl e s A, C, a n d D a r e i nf e r r e d a s
p o si ti v e, b u t s a m pl e B i s i nf e r r e d a s n e g a ti v e.
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P a r a m e t e r T u ni n g

F or t u ni n g of t h e p ar a m et e r s i n v ol v e d i n s etti n g u p gt M A P w e r a n i n sili c o si m ul ati o n s t h at c o n si st e d of o n e

t h o u s a n d r u n s of a 3- di sj u n ct S T D d e si g n wit h 1 2 1 s a m pl e s f o r e a c h of 3 t o 8 p o siti v e s a m pl e s. We c h o s e 1 2 1

h er e i n st e a d of 8 1 f or o ur i n sili c o a n d i n vit r o v ali d ati o n ( s e e b el o w) t o a v oi d o v erl y t u ni n g t h e m o d el t o a

p arti c ul ar g r o u p t e sti n g si z e, a n d e n a bl e t e sti n g of w h et h er r e s ult s g e n e r ali z e. Fi r stl y, t h e m o d el u n d erl yi n g

gt M A P r eli e s o n c h o o si n g a t e m p er at u r e d e cli n e f u n cti o n. We a rri v e d at t h e o pti m al o n e b y i n sili c o t e sti n g

of t h r e e di ff er e nt f u n cti o n s 2 1 5

T (c ) = T 0 − α c, ( 6. 2 5)

a s w ell a s

T (c ) = a c T 0 , ( 6. 2 6)

a n d

T (c ) =
T 0

1 + α c 2
. ( 6. 2 7)

F u n cti o n 6. 2 7 w a s d et e r mi n e d t o b e t h e b e st p e rf or mi n g t e m p er at ur e d e cli n e f u n cti o n. A d diti o n all y, w e

al s o c o m p ar e d u si n g a u nif or m or a n or m al p ri or f o r t h e i n di vi d u al Ct v al u e s. T h e s e w er e fitt e d t o a s et of

1 0 0 0 0 Ct v al u e s g e n e r at e d i n sili c o t o d et e r mi n e t h eir p ar a m et e r s. H er e, t h e n o r m al pri o r o ut p erf o r m e d t h e

u nif or m o n e. N ot e t h at t h e a ct u al di st ri b uti o n will li k el y b e cl o s e t o a c o n v ol uti o n of a n o r m al a n d a u nif or m

di st ri b uti o n. T hi s c a n b e s e e n fr o m t a ki n g t h e l o g of t h e V L m o d el ( E q u ati o n 6. 1 2) w hi c h will h a v e a li n e a r

r el ati o n s hi p wit h Ct v al u e s. T h e r e s ulti n g pi e c e wi s e li n e ar f u n cti o n t h e n l e a d s t o u nif or ml y di stri b ut e d Ct

v al u e s. If w e a s s u m e n or m all y di st ri b ut e d n oi s e ar o u n d t h e a ct u al Ct v al u e w e ar ri v e at a c o n v ol uti o n of a

u nif or m a n d n or m al di stri b uti o n a s Ct v al u e di stri b uti o n. T hi s m oti v at e d o ur c h oi c e of t h e n or m al a n d t h e

u nif or m di st ri b uti o n s a s pri or di stri b uti o n s. U si n g t h e c o n v ol ut e d di stri b uti o n i n R St a n pr o v e d t o b e t o o

c o m p ut ati o n all y e x p e n si v e.

Wit h t h e b a si c str u ct u r e of o ur m o d el s et, w e f urt h e r n e e d t o d et er mi n e f o u r ot h er p ar a m et er s. All of t h e s e

p ar a m et er s etti n g s w e r e t e st e d o n t h e s a m e d at a s et a s b ef or e ( n = 1 2 1 i n a 3- di sj u n ct d e si g n, c o nt ai ni n g

b et w e e n 3 a n d 8 p o siti v e s a m pl e s). Fir stl y, w e n e e d e d t o d et er mi n e t h e b e st e sti m at e s f or κ a n d β . We

e v al u at e d b ot h κ = 5 0 a n d β = 1, a s w ell a s κ = 3 7 a n d β = 1 0 0 (t h e s a m e p a r a m et e r s a s u s e d f or si m ul at e d

d at a g e n e r ati o n). T h e fir st of t h e s e o pti o n s will all o w t h e e sti m at e d Ct v al u e s t o v a r y o v e r a wi d er r a n g e.

κ = 5 0 a n d β = 1 s h o w e d t h e b ett er p e rf or m a n c e a n d w er e c h o s e n f or t h e m o d el. A d diti o n all y, w e n e e d e d

t o s et ϵ , t h e e sti m at e d er r o r st a n d ar d d e vi ati o n of e q u ati o n 6. 1 1. F or t hi s w e t o o k a n a g n o sti c a p pr o a c h,

s etti n g it t o 0. 5. We f urt h er n e e d t o s et t h e mi ni m u m Ct v al u e f o r hi d d e n s a m pl e d et e cti o n. H e r e w e t e st e d
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Ct v al u e c ut o ff s of 2 5, 3 0, a n d 3 5, wit h 2 5 d eli v eri n g t h e b e st r e s ult s. L a stl y, a d e ci si o n t hr e s h ol d n e e d s t o

b e s et. T hi s c a n b e s et d e p e n di n g o n t h e d e si r e d s p e ci fi cit y- s e n siti vit y tr a d e- o ff. B a s e d o n o u r si m ul ati o n s

w e s et t h e d e ci si o n t hr e s h ol d t o 0. 5, w hi c h s h o w e d a g o o d tr a d e- o ff b et w e e n s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y.

L a b o r a t o r y M e t h o d s

H er e, I gi v e a b ri ef s u m m a r y of t h e i n vitr o m et h o d s. T h e i n vitr o e x p e ri m e nt s w e r e p erf o r m e d b y Mi c h a el

A. Cr o n e a n d a m o r e d et ail e d d e s c ri pti o n of t h e l a b or at or y pr ot o c ol s c a n b e f o u n d i n U n r u h et al. 1 . Bri e fl y,

f or si n gl e pl e xi n g of S A R S- C o V- 2 w e u s e d M S 2 vir u s-li k e p a rti cl e s ( V L P s) p a c k a g e d wit h t h e N- g e n e R N A

of S A R S- C o V- 2. T h e s e c a n b e d et e ct e d wit h t h e C D C 2 0 1 9- N o v el C o r o n a vi r u s R T- P C R di a g n o sti c p a n el.

O ur l a b or at or y s et u p f o r t e sti n g utili z e d 3 8 4- w ell pl at e s. W hil e i n st a n d ar d cli ni c al pr a cti c e 9 6- w ell pl at e s

ar e m o r e c o m m o nl y u s e d, 3 8 4- w ell pl at e s a r e b e n e fi ci al f o r hi g h-t h r o u g h p ut t e sti n g a n d m et h o d v ali d ati o n.

N o n et h el e s s w e ai m e d at si m ul ati n g 9 6- w ell pl at e s b y s u b di vi di n g e a c h 3 8 4- w ell pl at e i nt o 4 p a rt s ( all o wi n g

f or t w o 3 6 t e st gr o u p t e sti n g d e si g n s t o b e pl a c e d i n e a c h s u b- pl at e, s e e b el o w).

R e s ul t s

I n Sili c o V ali d a ti o n

F or t e sti n g of o u r fi ni s h e d m o d el w e u s e d a 3- di sj u n ct S T D d e si g n wit h 8 1 s a m pl e s, a s w e ai m e d t o u s e

t h e s a m e s et u p f or i n vit r o v ali d ati o n. T h e s a m pl e s w er e ar r a n g e d i nt o 3 6 gr o u p s wit h 9 s a m pl e s e a c h.

gt M A P’ s r e s ult s w er e t h e n c o m p ar e d t o r e s ult s o bt ai n e d u si n g C O M P. F or e a c h of 3 t o 8 p o siti v e s a m pl e s

w e r a n 1 0 0 0 gr o u p t e sti n g r o u n d s. T h e r e s ult s ar e s h o w n i n Fi g u r e 6. 4. I m p ort a ntl y, w e i m pr o v e t h e o v er all

cl a s si fi c ati o n a c c ur a c y a s w ell a s t h e b al a n c e d a c c u r a c y ( s p e c i f i c i t y + s e n s i t i v i t y
2 ) u si n g gt M A P c o m p a r e d t o

C O M P. N at ur all y, w e o b s er v e l o w er s e n siti vit y, a s C O M P i s d e si g n e d t o cr e at e n o f al s e n e g ati v e s. H o w e v e r,

t hi s i s b al a n c e d b y a n i n cr e a s e d s p e ci fi cit y a n d p o siti v e pr e di cti v e v al u e ( P P V). E s p e ci all y t h e P P V i s of

hi g h i m p ort a n c e w h e n c o n si d eri n g gr o u p t e sti n g d e si g n s, a s i n p o p ul ati o n t e sti n g, m o st i n di vi d u al s a r e li k el y

n e g ati v e. T hi s i n t u r n r ai s e s t h e n u m b er of c orr e ct cl a s si fi c ati o n s o v e r all si g ni fi c a ntl y. Fi g u r e 6. 5 A s h o w s

t h e i n c r e a s e i n f al s e p o siti v e s a n d f al s e n e g ati v e s d e p e n di n g o n t h e n u m b e r of p o siti v e s a m pl e s i n a gr o u p

t e sti n g r o u n d. I n t hi s s e n siti vit y a n al y si s, w e a g ai n o b s er v e t h e r e d u c e d n u m b e r of f al s e p o siti v e s a n d t h e

i n cr e a s e d n u m b er of f al s e n e g ati v e s w h e n u si n g gt M A P, s h o wi n g t h e m ai n di ff e r e n c e b et w e e n gt M A P a n d

C O M P o c c ur s f or 6 or m o r e p o siti v e s a m pl e s.
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Fi g u r e 6. 4: P e rf o r m a n c e c h a r a c t e ri s ti c s of C O M P a n d g t M A P f o r i n sili c o si m ul a ti o n s f o r a 3- di sj u n c t g r o u p
t e s ti n g d e si g n ( n = 8 1 ) wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of p o si ti v e s a m pl e s. P P V i s t h e p o si ti v e p r e di c ti v e v al u e
( t r u e p o si ti v e s

t r u e p o si ti v e s +f al s e p o si ti v e s
) a n d N P V t h e n e g a ti v e p r e di c ti v e v al u e ( t r u e n e g a ti v e s

t r u e n e g a ti v e s +f al s e n e g a ti v e s
). A c c u r a c y i s d e fi n e d a s

t r u e p o si ti v e s + t r u e n e g a ti v e s
p o si ti v e s + n e g a ti v e s

, i. e. t h e t o t al n u m b e r of p o si ti v e i d e nti fi c a ti o n s o u t of all s a m pl e s.

F oll o wi n g o ur p ar a m et e r t u ni n g, w e c h o s e a d e ci si o n t h r e s h ol d of 0. 5. It i s i m p o rt a nt t o v ali d at e t h at t hi s

c h oi c e i s r e a s o n a bl e. H e n c e, w e a g ai n r a n t h e d e c o d er f or d e ci si o n t h r e s h ol d s b et w e e n 0. 0 5 a n d 0. 9 5 a n d

pl ott e d t h e r e s ulti n g R O C c ur v e s f or e a c h n u m b e r of p o siti v e s a m pl e s ( Fi g u r e 6. 5 B). O ur r e s ult s s h o w t h at

t h e d e ci si o n t hr e s h ol d of 0. 5 i s still a g o o d c h oi c e f o r a d e si g n of a di ff er e nt si z e ( n = 8 1 i n st e a d of n = 1 2 1

u s e d f or p ar a m et er t u ni n g). H e n c e, w e i m pl e m e nt e d it a s s u c h i n t h e c ur r e nt v er si o n of t h e gt M A P p a c k a g e

a v ail a bl e at h t t p s : / / g i t h u b .c o m / l a h u n r u h / g t M A P .

I n Vi t r o V ali d a ti o n

F or t h e si n gl e pl e xi n g e x p eri m e nt s w e c h o s e t h e s a m e 3- di sj u n ct S T D d e si g n a s f o r i n sili c o v ali d ati o n. We

t e st e d 4 d e si g n s wit h 3, 4, 5, o r 6 p o siti v e s a m pl e s i n r a n d o m w ell s. T h e s e w e r e p e rf or m e d wit h 3 t e c h ni c al

r e pli c at e s a s w ell a s 3 i n d e p e n d e nt, bi ol o gi c al o n e s. T h e V L s of t h e i n di vi d u al s a m pl e s w er e b et w e e n 0 a n d

1 4 0 0 0 c o pi e s / ml c h o s e n u nif or ml y at r a n d o m. A d diti o n all y, w e c o n st r ai n e d t h e i n di vi d u al V L s s u c h t h at n o

gr o u p t e st w o ul d h a v e a V L a b o v e 1 7 0 0 c o pi e s / r e a cti o n. T hi s w a s d o n e t o e n a bl e t e sti n g cl o s e t o t h e l o w er

li mit of d et e cti o n. T o d et e r mi n e t h e vi a bilit y of o ur n o v el d e c o d er i n vitr o w e a g ai n p erf o r m e d a c o m p ari s o n

of gt M A P t o C O M P. I n si n gl e pl e xi n g t h e s a m e p erf o r m a n c e w a s o bt ai n e d b y gt M A P a n d C O M P. N ot a bl y,

a n y d e si g n wit h 3 p o siti v e s a m pl e s di d n ot i n c u r eit h er f al s e p o siti v e s or f al s e n e g ati v e s. F or m or e t h a n 3

p o siti v e s a m pl e s w e n e v er o b s er v e d m o r e t h a n o n e f al s e p o siti v e a n d n o f al s e n e g ati v e s. W hil e t h e s e ar e

https://github.com/lahunruh/gtMAP
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Fi g u r e 6. 5: ( A ) S e n si ti vi t y a n al y si s s h o wi n g n u m b e r of f al s e p o si ti v e s a n d f al s e n e g a ti v e s p e r 1 0 0 p o si ti v e a n d n e g a ti v e
s a m pl e s, r e s p e c ti v el y, f o r C O M P a n d g t M A P d e p e n di n g o n t h e n u m b e r of p o si ti v e s a m pl e s i n a g r o u p t e s ti n g r o u n d. ( B )
R O C c u r v e s f o r g t M A P d e c o di n g u si n g di ff e r e nt d e ci si o n t h r e s h ol d s (i n c r e a si n g f r o m l ef t t o ri g ht ) a n d di ff e r e nt n u m b e r of
p o si ti v e s. Bl a c k ‘ +’ i n di c a t e a d e ci si o n t h r e s h ol d of 0. 5.

g o o d r e s ult s, t h e y d o n ot all o w f o r a n i n- d e pt h e v al u ati o n of m o r e c o m pli c at e d s c e n a ri o s, a n d ar e li k el y d u e

t o f a v or a bl e c o n fi g ur ati o n s o bt ai n e d i n t h e r a n d o m pl a c e m e nt of p o siti v e s a m pl e s. N o n et h el e s s, t h e r e s ult s

s h o w o n c e a g ai n t h at g r o u p t e sti n g i s a vi a bl e st r at e g y f or t e sti n g of S A R S- C o V- 2 a n d f u rt h er t h at gt M A P

i s a vi a bl e d e c o di n g str at e g y.

Di s c u s si o n a n d F u t u r e W o r k

O ur m o d el al r e a d y s h o w s hi g h p e rf or m a n c e i n si n gl e pl e x e d gr o u p t e sti n g e x p eri m e nt s b ot h i n sili c o a n d i n

vitr o, v ali d ati n g f u rt h er r e s e ar c h i nt o it s d e v el o p m e nt, wit h t h e e v e nt u al g o al of i nt e g r ati n g m ulti pl e x e d gr o u p

t e sti n g r e s ult s. H o w e v er, t h e r e a r e still m a n y o p e n a v e n u e s b ot h f o r i m pr o vi n g a n d e x p a n di n g t h e c urr e nt

m o d el, or f or r e pl a ci n g it wit h a si mil ar f o r m ul ati o n. Fi r stl y, m or e i nf or m ati o n a b o ut t h e o ut br e a k t h at i s

i n v e sti g at e d c o ul d b e i n c or p o r at e d. A pri or e n c o m p a s si n g t h e i nf e cti o n pr o b a bilit y or pr e v al e n c e c o ul d b e

i n cl u d e d, e s s e nti all y a bi n o mi al di stri b uti o n of t h e e x p e ct e d n u m b er of s a m pl e s e sti m at e d a s p o siti v e. Fir st

e x p eri m e nt s wit h t hi s i n c or p or at e d w er e c o n d u ct e d, h o w e v er, i n cl u di n g t h e pr e v al e n c e pri or di d n ot l e a d t o

s u b st a nti all y di ff er e nt r e s ult s. H e n c e, t o i m pr o v e m o d el si m pli cit y, t h e p ri or w a s n ot i n cl u d e d i n t h e fi n al

m o d el. I n f ut u r e m o d el s i n c o r p or ati o n of t hi s p ri or c o ul d b e r e- e v al u at e d. F urt h er m or e, t e st s e n siti vit y a n d

s p e ci fi cit y c o ul d b e i n cl u d e d. H o w e v er, t h e m o d el c o m pl e xit y w o ul d p ot e nti all y e x c e e d r e a s o n a bl e c o m p ut a-

ti o n al li mit ati o n s. N ot a bl y, a p pr o a c h e s t o i n c or p or at e i m p e rf e ct s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y i n gr o u p t e sti n g

e xi st, s u c h a s N C O M P, w hi c h d e cl ar e s all t h o s e s a m pl e s a s p o siti v e f or w hi c h at l e a st all b ut o n e gr o u p t e st
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c o nt ai ni n g t h e m ar e d e cl ar e d p o siti v e. H o w e v er, t hi s will l e a d t o m a n y m o r e f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s

( s e e A p p e n di x Fi g ur e C 1). T h e r ef o r e, i n c or p or ati n g s e n siti vit y a n d s p e ci fi cit y i nt o t h e d e c o di n g p r o c e s s will

r e q uir e m or e i n- d e pt h r e s e a r c h g oi n g f o r w a r d. B e y o n d i m p r o vi n g t h e m o d el, t h e e sti m at e d i n di vi d u al Ct v al-

u e s, w hi c h c a n b e tr a n sf or m e d t o i n di vi d u al V L s, c o ul d b e u s ef ul. S p e ci fi c all y, w e e x p e ct t o o b s er v e di ff er e nt

di st ri b uti o n s of Ct v al u e s at di ff er e nt st a g e s of a p a n d e mi c 2 0 8 . A s s u c h, e sti m at e d V L s c o ul d p r o vi d e i nf o r-

m ati o n a b o ut t h e st a g e of a n o ut br e a k, i. e. w h et h er i nf e cti o n s ar e i n cr e a si n g or d e cr e a si n g. C o n v e r s el y, if t hi s

i nf or m ati o n i s a v ail a bl e, it c o ul d b e i n c o r p o r at e d i nt o t h e m o d el b y a dj u sti n g t h e p ri or o v er t h e i n di vi d u al

Ct v al u e s. B ot h a p pr o a c h e s ar e w ort h i n v e sti g ati n g i n f ut ur e w or k. Fi n all y, r e s e a r c h i nt o i nt e gr ati n g t h e

st at u s v e ct or e sti m ati o n i nt o t h e B a y e si a n m o d el i s pr o mi si n g. I n t h e c ur r e nt w or k, t hi s i nt e gr ati o n di d n ot

l e a d t o a m o d el t h at c o n v er g e d. H o w e v er, f ut ur e w or k c o ul d f u rt h er e x pl or e t hi s, f or e x a m pl e b y i n cl u di n g a

pr o bit-li n k f u n cti o n t h at r el at e s t h e i n di vi d u al Ct v al u e s t o t h e g r o u p t e sti n g o ut c o m e ( e. g. g r o u p Ct v al u e s

a b o v e 4 0 ar e c o n si d er e d t o b e n e g ati v e). T hi s w o ul d e n a bl e t h e e sti m ati o n of all Ct v al u e s, i n st e a d of j u st

t h e o n e s f or w hi c h ω i = 1. H o w e v er, t hi s a p pr o a c h will a g ai n r e q uir e f ut u r e w or k t o d eli v e r a u s a bl e m o d el.

A n ot h er a p pr o a c h w o ul d b e t o dr o p t h e st at u s v e ct o r d uri n g e sti m ati o n a n d i n st e a d e sti m at e Ct v al u e s f o r

all i n di vi d u al s u bj e ct s, p o siti v e a n d n e g ati v e. T hi s a p pr o a c h i s l ai d o u r i n m or e d et ail h er e.

U ni fi e d B a y e si a n F o r m ul a ti o n

T h e d e c o d e r i n it s c ur r e nt f or m e m pl o y s a mi xt u r e of M A P o pti mi z ati o n a n d si m ul at e d a n n e ali n g. H o w e v e r, a

si n gl e B a y e si a n m o d el m a y b e pr ef er a bl e i n m a n y sit u ati o n s. We c a n a c hi e v e t hi s t hr o u g h t h e f oll o wi n g m o d el.

T h e v ali d ati o n of t h e m o d el i s l eft f o r f ut ur e r e s e ar c h. I m p o rt a ntl y, a b o v e a s a m pl e wit h a n i n di vi d u all y

n e g ati v e t e st o ut c o m e ( ω i = 0) w a s n ot c o n si d er e d i n t h e e sti m ati o n of t h e li k eli h o o d. I n a w orl d wit h o ut

m e a s u r e m e nt n oi s e, a n e g ati v e s a m pl e w o ul d n e v e r c r o s s t h e t h r e s h ol d u s e d i n P C R t e sti n g, a n d h e n c e, w o ul d

h a v e n o Ct v al u e t h at c o ul d s e n si bl y b e a s si g n e d t o it. H o w e v er, a s u ffi ci e ntl y l ar g e Ct v al u e c a n e ff e cti v el y b e

c o n si d er e d a s n e g ati v e, a n d w e c a n u s e t hi s o b s er v ati o n t o g e n e r at e o u r m o d el. Fir stl y, w e a s s u m e t h at a n y

n e g ati v e P C R t e st n o w h a s a Ct v al u e t h at i s s u ffi ci e ntl y f ar a b o v e t h e t e st o ut c o m e s e x p e ct e d f or p o siti v e

t e st s, s a y f or e x a m pl e C m a x = 5 0. We c a n t h e n i n c o r p or at e n e g ati v e s a m pl e s i nt o o u r f or m ul ati o n, u si n g t h e

li k eli h o o d

P ( Γ|Y ) = P (Y |Γ) P ( Γ) , ( 6. 2 8)

wit h Γ t h e v e ct or of i n di vi d u al Ct v al u e s. We d e fi n e P (Y |Γ) a s f oll o w s.

P (Y |Γ) =
t∑︁

i = 0

P (Y i |Ŷ i ) ( 6. 2 9)
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wit h

Ŷ i = κ − l o g2

⎛

⎝ β
n∑︁

j = 1

M i, j 2
κ − Γ j

g i

⎞

⎠ . ( 6. 3 0)

N ot e ω n ot a p p e a ri n g i n t hi s f o r m ul ati o n. A n y i n di vi d u al Ct v al u e t h at c a n b e c o n si d e r e d a s t e sti n g n e g ati v e

h er e will h a v e t h e e ff e ct t h at 2 κ − Γ j < 1, a n d will t h e r ef o r e h a v e n e gli gi bl e i m p a ct o n t h e gr o u p t e st o ut c o m e.

I n t hi s w a y w e h a v e i n c or p o r at e d n e g ati v e a n d p o siti v e s a m pl e s i nt o a si n gl e f or m ul ati o n. It r e m ai n s t o d e fi n e

a pri or o v e r i n di vi d u al Ct v al u e s t h at e n c a p s ul at e s t h at m o st s a m pl e s will b e n e g ati v e (i. e. t h e y h a v e a n

i n di vi d u al Ct v al u e of C m a x ), wit h t h e r e m ai ni n g p o siti v e i n di vi d u al Ct v al u e s f alli n g p ri m aril y i n t h e r a n g e

0 ≤ Γ j ≤ 4 0. T o a c hi e v e t hi s w e c a n e m pl o y a mi xt ur e of t w o n or m al di st ri b uti o n s t o o bt ai n t h e pri or

Γ j ∼ p N (µ, σ ) + ( 1 − p )N (C m a x , σ2 ), ( 6. 3 1)

w h er e µ a n d σ ar e t h e p a r a m et er s f o r t h e pri or o v er p o siti v e i n di vi d u al Ct v al u e s a s i n E q u ati o n 6. 1 9 a n d

σ 2 i s a s u ffi ci e ntl y s m all v al u e f o r t h e st a n d ar d d e vi ati o n o v e r t h e Ct v al u e s of n e g ati v e i n di vi d u al s a m pl e s.

p i s a w ei g hti n g f a ct o r b et w e e n t h e t w o di stri b uti o n s a n d c a n b e c h o s e n t o e q u al o ur e x p e ct e d pr e v al e n c e

( or c o ul d al s o b e e sti m at e d a s p ar a m et er i n t h e m o d el). T h r o u g h t hi s m o d el w e c a n o bt ai n t h e p o st e ri or

m ar gi n al di st ri b uti o n s f or P ( Γ j |Y, M ). We c a n t h e n o bt ai n t h e st at u s v e ct or ω b y s etti n g ω j = 1 if t h e m e a n

of t h e p o st eri o r of Γ j i s s m all e r t h a n C m a x .

T u ni n g a n d e v al u ati o n of t hi s m o d el i s l eft f or f ut u r e w o r k. Fi r st r e s ult s s u g g e st t h at o n e m aj or i s s u e i s

n o n c o n v e r g e nt c h ai n s i n t h e H M C e sti m ati o n. T hi s i s n ot s ur pri si n g, a s a g r o u p t e sti n g pr o bl e m li k el y

h a s m ulti pl e v ali d s ol uti o n s. Si mil a r b e h a vi or i s al r e a d y s h o w n i n t h e si m ul at e d a n n e ali n g pr o c e s s, w h er e

w e o bt ai n di ff er e nt r e s ult s o n e a c h r u n. We i n c or p o r at e d t hi s f a ct i nt o o u r e sti m ati o n t h r o u g h c o n d u cti n g

m ulti pl e r u n s of t h e m o d el a n d i d e ntif yi n g o nl y t h o s e s a m pl e s a s p o siti v e t h at w e r e i nf er r e d a s p o siti v e i n

m or e t h a n a s et n u m b er of r u n s. A si mil a r a p pr o a c h c o ul d al s o b e u s e d h e r e t hr o u g h i n s p e cti o n of t h e

p o st e ri or di stri b uti o n s a c r o s s t h e di ff er e nt c h ai n s of t h e i n di vi d u al Ct v al u e s.

M ul ti pl e x e d T e s ti n g

O n e f urt h er pr o mi si n g a v e n u e f or f ut ur e w or k i s t o e x p a n d t hi s m o d el t o a m ulti pl e x e d s etti n g, c o n si d e ri n g c o-

i nf e cti o n pr o b a biliti e s. S u c h a n a p p r o a c h h a s, t o t h e b e st of m y k n o wl e d g e, n ot b e e n d e v el o p e d. O n e a p pr o a c h

t o i n c o r p or at e m ulti pl e vir u s e s i nt o t h e gt M A P m o d el pr e s e nt e d i n t hi s c h a pt er i s t o e sti m at e m ulti pl e st at u s

v e ct or s ω [ 1], ω[ 2], . . . , ω[r ], w h e r e r i s t h e n u m b er if r e s pi r at o r y vir u s e s c o n si d e r e d. F or e x a m pl e, i n o u r i n

vitr o v ali d ati o n of m ulti pl e x e d gr o u p t e sti n g w e c o n si d er e d S A R S- C o V- 2, R S V, I n fl u e n z a A, a n d I n fl u e n z a
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B 1 . We c o ul d t h e n a d d t h e l o g pr o b a biliti e s e n c o m p a s si n g P (ω
[a ]
j |ω

[b ]
j ) f o r di s e a s e s a a n d b a n d s a m pl e j t o

t h e p o st e ri or d e n sit y. T h e e x a ct f or m ul ati o n f or t hi s, h o w e v e r, r e m ai n s t o b e i n v e sti g at e d a n d v ali d at e d. O n e

a p pr o a c h f or i n c o r p or ati n g c o-i nf e cti o n pr o b a biliti e s i n t h e u ni fi e d B a y e si a n m o d el w o ul d b e t o u s e a p r o bit-

li n k f u n cti o n f or o bt ai ni n g ω [k ]. I n t h e m o d el c u rr e ntl y i m pl e m e nt e d i n gt M A P, utili zi n g M A P o pti mi z ati o n

a n d si m ul at e d a n n e ali n g, w e c o ul d si mil arl y p a s s t h e c o m pl et e st at u s v e ct or s t o t h e M A P o pti mi z ati o n a n d

a g ai n i n c or p o r at e a s e n si bl e c h oi c e f o r P (ω
[a ]
j |ω

[b ]
j ). F u rt h er m or e, t h e u p d ati n g of ω i n t h e si m ul at e d a n n e ali n g

pr o c e d ur e w o ul d n e e d t o b e a d a pt e d t o m ulti pl e st at u s v e ct o r s. H er e, o n e st r ai g htf o r w a r d a p pr o a c h i s t o

r a n d o ml y c h o o s e o n e of t h e st at u s v e ct o r s a n d c h a n g e a r a n d o m e nt r y of it. E v al u ati o n of t hi s m et h o d i s a n

o bj e cti v e of f ut u r e w or k.

C o n cl u si o n

O v er all, gt M A P, w hi c h I v ali d at e d o n si m ul at e d a n d i n vitr o d at a of S A R S- C o V- 2, s h o w s r eli a bl e p erf or m a n c e

a n d a l ot of pr o mi s e f or d e v el o p m e nt i n gr o u p t e sti n g. W hil e n at ur all y, a n y a p p r o a c h t h at i s n ot C O M P

will s h o w at l e a st a s m a n y f al s e n e g ati v e s, gt M A P s h o w s a hi g h er p o siti v e pr e di cti v e v al u e. W h e n m o stl y

n e g ati v e s a m pl e s ar e t e st e d, a s will oft e n b e t h e c a s e i n pr a cti c al a p pli c ati o n s s u c h a s s ur v eill a n c e t e sti n g, t hi s

f e at ur e will b e hi g hl y v al u a bl e, a n d will l e a d t o a si g ni fi c a nt r e d u cti o n i n f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s. T h e

a p pli c ati o n of t h e n o v el d e c o d er t o i n vitr o d at a wit hi n t h e w or k fl o w al s o f urt h er s e r v e s t o s h o w c a s e gt M A P’ s

r eli a bl e p erf o r m a n c e. gt M A P l e v er a g e s P C R t e st r e s ult s, e n a bli n g u s a g e of q u a ntit ati v e t e st o ut c o m e s a s

o p p o s e d t o si m pl y t e st p o siti vit y a n d n e g ati vit y. T hi s i s e s p e ci all y u s ef ul w h e n t h e gr o u p t e sti n g d e si g n’ s

er r o r-f r e e c a p a cit y i s e x c e e d e d, a s s e e n i n t h e r e s ult s o n si m ul at e d d at a f or m o r e t h a n t hr e e p o siti v e s a m pl e s

i n a t e st d e si g n.

I n f ut u r e r e s e a r c h, t h e a p pli c ati o n of o ur w or k fl o w a p pli e d h e r e t o v ali d at e gt M A P i n vitr o a n d d e s c ri b e d i n

m or e d et ail i n U nr u h et al. 1 t o di ff er e nt d e c o d er s a n d gr o u p t e sti n g d e si g n s will pr o v e v al u a bl e. E s p e ci all y i n

vitr o c o m p a ri s o n of di ff er e nt str at e gi e s will b e vit al a n d c a n h a v e a n i m p o rt a nt e ff e ct o n p oli c y g oi n g f o r w a r d.

P oli c y d e ci si o n s n e e d t o t a k e i nt o a c c o u nt t h e vi a bilit y of g r o u p t e sti n g. Di s c u s si o n s a r o u n d i m pl e m e nt ati o n

str at e g y n e e d t o f o c u s o n t h e b e st g r o u p t e sti n g d e si g n t o i m pl e m e nt. F or t h e d e si g n c h o s e n a s b a si s of t h e

c ur r e nt r e s e ar c h, S T D, t w o f a ct or s t o c o n si d er w h e n d et er mi ni n g t h e s p e ci fi c s of t h e i m pl e m e nt e d d e si g n a r e

gr o u p si z e s a n d p r e v al e n c e r at e s. I n g e n er al, l a r g er g r o u p si z e s h a v e t h e e ff e ct of r e d u ci n g t h e pr o p orti o n

of t e st s r e q uir e d c o m p ar e d t o i n di vi d u al t e st s f urt h e r. H o w e v er, t h e y al s o i n cr e a s e dil uti o n s, p ot e nti all y

r e d u ci n g s e n siti vit y, a n d t hi s n e e d s t o b e t a k e n i nt o a c c o u nt. Hi g h e r p r e v al e n c e r at e s c a n i n c r e a s e t h e

n u m b er of f al s e i d e nti fi c ati o n s, i n p a rti c ul ar f al s e p o siti v e s. H o w e v er, i n S T D t hi s c a n b e c o m b at e d e a sil y
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b y i n cr e a si n g t h e di sj u n ct n e s s of t h e d e si g n a s pr e v al e n c e i n cr e a s e s, eli mi n ati n g f al s e i d e nti fi c ati o n s i n m a n y

c a s e s. N ot a bl y, str at e gi e s f or pr e v al e n c e e sti m ati o n c a n h el p i n d eli v eri n g f a st u p d at e s c h a n gi n g pr e v al e n c e

r at e s, a n d t h e st r at e g y pr e s e nt e d i n C h a pt er V c a n b e a p pli e d t o a n y S T D d e si g n, a s arr a y t e sti n g i s al w a y s

c o nt ai n e d i n S T D. D e v el o pi n g a vi a bl e str at e g y t o c o m bi n e d e c o di n g a n d pr e v al e n c e e sti m ati o n will r e q uir e

f urt h e r r e s e ar c h, b ut m a y b e a p r o mi si n g a p pr o a c h. A n ot h e r h u r dl e t o e ff e cti v e i m pl e m e nt ati o n i s h o w t o

b e st e n a bl e gr o u p t e sti n g i n l a b or at ori e s. P o oli n g i n vi r ol o g y l a b s will r e q ui r e cl e ar i n str u cti o n s f or t h e p e o pl e

s etti n g u p t h e t e st s. W h e n a ut o m at e d m a c hi n e s ar e u s e d, cr e ati n g p o oli n g i n str u cti o n s i s str ai g htf or w ar d.

F or t h e c a s e w h e r e p o oli n g i s c o n d u ct e d b y h u m a n s, cl o s e c oll a b or ati o n wit h vi r ol o g y l a b s will b e e s s e nti al

t o d et er mi n e t h e b e st a p pr o a c h t o g u ar a nt e ei n g e rr or-f r e e p o oli n g pr o c e d ur e s. H er e, cl e a r i n st r u cti o n s a n d

e ff e cti v e p r ot o c ol s ar e e s s e nti al t o r e d u c e h u m a n er r or. H o w e v er, a m o n g n o n- a d a pti v e a p p r o a c h e s, S T D i s a

pri m e c a n di d at e f o r e a s y i m pl e m e nt ati o n d u e t o it s u n d e rl yi n g gri d str u ct u r e.

T h e w or k d o n e h e r e c o ul d b e e x p a n d e d t o ot h er di s e a s e s a n d m ulti pl e x e d t e sti n g. L a stl y, it m a y b e v al u a bl e t o

i n v e sti g at e t h e i d e al i m pl e m e nt ati o n str at e g y f o r m ulti pl e x e d g r o u p t e sti n g. F or e x a m pl e, D e c k ert et al. 2 1 6

pr o p o s e c o nt e xt s e n siti v e p o oli n g of s a m pl e s. T hi s w or k c o ul d b e e x p a n d e d t o m ulti pl e x e d t e sti n g wit h

m ulti pl e cir c ul ati n g r e s pi r at o r y p at h o g e n s b y c o n si d eri n g t h e i n di vi d u al p r e v al e n c e r at e s a n d t h e pr o b a bilit y

of c o- o c c urri n g i nf e cti o n s. Fi n all y, it i s w ort h e m p h a si zi n g t h at a q u a ntit ati v e d e c o d e r li k e gt M A P al s o

r et ur n s i n di vi d u al Ct v al u e s, w hi c h c a n b e tr a n sf or m e d i nt o i n di vi d u al V L s. Utili zi n g t hi s i nf o r m ati o n m a y

pr o v e v al u a bl e, a s d uri n g o ut br e a k s t h e di stri b uti o n of V L s i n i nf e ct e d i n di vi d u al s d e p e n d s o n t h e st a g e of

t h e o ut br e a k 2 0 8 . Gr o u p t e sti n g utili zi n g q u a ntit ati v e P C R t e st r e s ult s m a y p r o vi d e i n si g ht s i nt o t h e st a g e of

a n o ut br e a k g oi n g f or w ar d. Si mil arl y, if t h e st a g e of a n o ut br e a k i s k n o w n, t hi s i nf or m ati o n c o ul d p ot e nti all y

b e i n c or p or at e d i nt o t h e d e c o d er, f or e x a m pl e vi a a c h a n g e d p ri or o v er Ct v al u e s.

I n c o n cl u si o n, gr o u p t e sti n g c a n i n c r e a s e t e sti n g c a p a cit y b y r e q ui ri n g f a r f e w er r e s o ur c e s t h a n i n di vi d u al

t e sti n g. At t h e s a m e ti m e, t e sti n g a c c ur a c y i s n ot m aj orl y r e d u c e d. O n e m aj or ar e a of a p pli c ati o n i s t e sti n g f or

r e pr e s e nt ati v e s a m pli n g s ur v eill a n c e. T h e C o r o n a vi r u s ( C O VI D- 1 9) I nf e cti o n S u r v e y 2 1 7 p ut i nt o e ff e ct b y t h e

O ffi c e f or N ati o n al St ati sti c s h a d c o st s of ar o u n d £ 3 9 0 milli o n. T hi s l ar g e c o st m a k e s it pr o hi biti v el y e x p e n si v e

f or r e s o ur c e- c o n str ai n e d a p pli c ati o n s, b ut g r o u p t e sti n g c a n r e d u c e t h e s e c o st s si g ni fi c a ntl y. A n ot h er ar e a

of a p pli c ati o n i s g e n o mi c s ur v eill a n c e, w hi c h h a s r e pr e s e nt ati v e s a m pli n g a s a n i m p o rt a nt pill ar 1 3 9 , a n d

w h er e a l a r g e g a p c a n b e o b s er v e d c o m p ari n g hi g h t o l o w i n c o m e c o u ntri e s 1 4 0 . A g ai n, g r o u p t e sti n g will

r e d u c e t hi s g a p b y e x p a n di n g t h e c a p a cit y f o r t e st s i n l o w i n c o m e c o u ntri e s. M ulti pl e x e d t e sti n g c a n al s o

i n cr e a s e o ur c a p a citi e s b y f a cilit ati n g t e sti n g d uri n g p ar all el o ut br e a k s of m or e t h a n o n e i nf e cti o u s a g e nt s.

T h e ri si n g d e m a n d o n h e alt h s y st e m s d u e t o m ulti pl e c o- cir c ul ati n g r e s pir at or y vi r u s e s c a n b e all e vi at e d b y

t h e a p pli c ati o n of m ulti pl e x e d g r o u p t e sti n g. F urt h e r m o r e, t o g et h er wit h m y c oll a b or at or s w e s h o w e d t h e
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vi a bilit y of m ulti pl e x e d g r o u p t e sti n g i n vit r o 1 . H e n c e, d e v el o pi n g a d e c o d e r f or m ulti pl e x e d gr o u p t e sti n g i s a

pri m e t a r g et f or r e s e ar c h g oi n g f or w ar d. Fi n all y, w hil e gr o u p t e sti n g s a v e s a l ot of r e s o ur c e s, t h e r e ar e et hi c al

i s s u e s s u rr o u n di n g it, f or e x a m pl e w h e n r e p o rti n g a p ati e nt a s p o siti v e e v e n t h o u g h t h e y a r e n e g ati v e. T h e

i n cr e a s e d f al s e p o siti v e r at e of g r o u p t e sti n g c o m p ar e d t o i n di vi d u al t e sti n g m a y b e a n i s s u e h er e. H o w e v e r,

t h e S T D d e si g n c a n b e a d a pt e d t o hi g h er pr e v al e n c e r at e s a n d w h e n t h e n u m b er of i nf e rr e d p o siti v e s e x c e e d s

t h e di sj u n ct n e s s of t h e d e si g n w e k n o w t h at a n e rr or m a y h a v e o c c u r e d. T hi s i n t ur n c o ul d p r o m pt s e c o n d

r o u n d r e-t e sti n g if r e q ui r e d. O v e r all, p oli c y m a k e r s n e e d t o w ei g h u p t h e o v er all c o st s a n d b e n e fit s, b ot h

et hi c all y a n d f o c u s e d o n p o p ul ati o n h e alt h a n d h e alt h c a r e c o st, t o i m pl e m e nt cl e ar g ui d eli n e s a n d r e g ul ati o n s

g oi n g f or w ar d. T hi s will b e n e fit t h e t ar g et e d d e v el o p m e nt of gr o u p t e sti n g m et h o d s f ul filli n g t h e s et c rit e ri a.



C h a p t e r V I I

Di s c u s si o n

‘ D a st e h´ i c h n u n, i c h a r m e r T o r! U n d bi n s o kl u g, al s wi e z u v o r.’

– J o h a n n W olf g a n g v o n G o et h e

T hi s w or k st a rt e d o ut wit h t h e ai m t o d e v el o p n o v el a p p r o a c h e s t o i m pr o v e di a g n o si s a n d s ur v eill a n c e of

di ff er e nt p at h o g e n s. I p r e s e nt e d n o v el t o ol s f o r hi g h-r e s ol uti o n b a ct eri al i d e nti fi c ati o n a n d gr o u p t e sti n g,

b ot h of w hi c h s h o w hi g h q u alit y r e s ult s, wit h o n e of t h e l att er m et h o d s b ei n g v ali d at e d i n vit r o. Still, a s i s

al w a y s t h e c a s e i n s ci e n c e, a l ot of w o r k r e m ai n s t o b e d o n e a n d t h e p r e s e nt e d r e s e ar c h h a s hi g hli g ht e d s e v e r al

o p e n i s s u e s i n t h e fi el d. H er e, I will fir st gi v e a bri ef s y n o p si s of t h e m ai n r e s ult s, b ut m o r e i m p ort a ntl y, t hi s

s e cti o n will s e r v e t o p ut t h e fi n di n g s i nt o t h e br o a d er c o nt e xt of r e s e a r c h i n t h e fi el d. I t a k e a wi d e r vi e w a n d

di s c u s s m et a g e n o mi c m et h o d s, hi g h-r e s ol uti o n t a x o n o mi c r e s e ar c h, a n d gr o u p t e sti n g n o w a n d i n t h e f ut u r e,

a n d hi g hli g ht a p pli c ati o n s a s w ell a s t h eir m e a ni n g f or r e s e ar c h a n d p oli c y.

2 0 1
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S y n o p si s of R e s ul t s

I st art e d o ut b y e v al u ati n g di ff e r e nt a v ail a bl e t o ol s f or str ai n-l e v el t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n i n m et a g e n o mi c s.

Of t h e t o ol s I a n al y z e d, t w o cl e arl y st o o d o ut i n p e rf or m a n c e, Str ai n G E a n d Str ai n S c a n. W hil e b ot h h a v e

a l ot of p ot e nti al t o b e a p pli e d i n m et a g e n o mi c a n al y si s, t h e pr e s e nt e d r e s e ar c h s h o w s t h at t h e c h oi c e f or

a s p e ci fi c t o ol d e p e n d s o n b ot h t h e s p e ci e s t h at i s t o b e i n v e sti g at e d a n d t h e d e sir e d t a x o n o mi c r e s ol uti o n.

I hi g hli g ht t h e n e e d t o p e rf or m a b e n c h m a r k p ri or t o a p pli c ati o n of eit h e r of t h e s e t o ol s, a n d a m c u rr e ntl y

w or ki n g t o m a k e a n e a s y t o u s e v er si o n of t h e b e n c h m ar ki n g pi p eli n e a v ail a bl e t o t h e r e s e ar c h c o m m u nit y.

M y i n v e sti g ati o n al s o hi g hli g ht e d s o m e s h ort c o mi n g s of p r e vi o u sl y d e v el o p e d a p pr o a c h e s. Of c o ur s e, a c c u r a c y

i s al w a y s a m ai n c o n c er n, b ut m or e i m p ort a ntl y, t h e a v ail a bl e hi g h p e rf or mi n g m et h o d s l a c k i nt e r pr et a bilit y

a n d a r e i n di ff e r e nt t o t h e a n al yti c al g o al s of t h e r e s e a r c h e r e m pl o yi n g t h e m. I ai m e d t o a d dr e s s t h e s e

s h ort c o mi n g s b y d e v el o pi n g a n o v el t o ol, utili zi n g t h e b e n e fit s of mi x e d i nt e g er li n e ar pr o g r a m mi n g. Mi x e d

i nt e g er li n e ar pr o g r a m mi n g h a s t h e a d v a nt a g e t h at it i s f ai rl y str ai g htf or w ar d t o d e v el o p i nt er p r et a bl e m o d el s

f or c o m pl e x bi ol o gi c al pr o bl e m s, wit h e ffi ci e nt s ol v er s b ei n g r e a dil y a v ail a bl e. Fir st, I d e v el o p e d s e v e r al m o d el s

a d dr e s si n g str ai n i d e nti fi c ati o n wit h a f o c u s o n t h e c o r e g e n o m e. W hil e a l ot of ti m e a n d r e s o u r c e s w e r e

i n v e st e d i nt o d e v el o pi n g a m o d el b a s e d o n r e a d t o st r ai n a s si g n m e nt, t hi s a p pr o a c h di d n ot s h o w p r o mi si n g

r e s ult s. Si mil a rl y, d e n o v o e sti m ati o n of n u cl e oti d e s e q u e n c e s di d n ot b e ar fr uit. O n t h e ot h er h a n d, a m u c h

si m pl er a p pr o a c h, b a s e d o n e sti m ati n g a mi xt ur e of r ef er e n c e st r ai n s vi a n u cl e oti d e pr o p o rti o n s, s h o w e d v e r y

pr o mi si n g r e s ult s a n d g o o d a c c ur a c y e v e n o n a w h ol e g e n o m e l e v el c o n si d e ri n g t h at o nl y t h e c o r e g e n o m e w a s

t a k e n i nt o a c c o u nt. T h e p ot e nti al f o r f u rt h er e x p a n si o n b y e xt e n si o n of t h e m o d el t o c o n si d er i nf or m ati o n

b e y o n d t h e s h ar e d g e n o m e of a s p e ci e s b e c a m e cl e ar a n d I pr o c e e d e d b y d e v el o pi n g t w o m o d el s t a ki n g i nt o

c o n si d er ati o n a c c e s s o r y g e n e s. T h e fi n al A P M m o d el I p r e s e nt e d i n d et ail i n t h e e n d s h o w s st at e- of-t h e- art

p erf or m a n c e o n s e v e r al m et a g e n o mi c d at a s et s. A d diti o n all y, b y r el yi n g o n a g e n e r at h e r t h a n a k - m e r b a si s

t h e e sti m ati o n of g e n e s n ot p r e vi o u sl y f o u n d i n t h e i d e nti fi e d r ef e r e n c e st r ai n s i s e n a bl e d. W hil e t h er e ar e

s e v er al d e sir a bl e i m p r o v e m e nt s t o t hi s f u n cti o n alit y, it c a n f a cilit at e i n- d e pt h a n al y si s of t h e g e n eti c m a k e u p

of b a ct eri al st r ai n s f o u n d i n mi cr o bi o m e s. M or e o v er, t h e m o d el I p r e s e nt e d h a s s e v er al t u n a bl e p ar a m et er s

wit h cl e a r i nt er p r et ati o n s, n a m el y t h e d e si r e d s p ar sit y a s w ell a s t h e i m p ort a n c e of t h e c or e a n d t h e a c c e s s or y

g e n o m e i n t h e m o d el. A s n o t o ol i s p erf e ct f or e v e r y s p e ci e s of i nt er e st, t hi s t u n a bilit y will b e v al u a bl e w h e n

a p pl yi n g t h e t o ol t o a n e w s p e ci e s. F u rt h e r m o r e, t h e t u n a bilit y will s er v e r e s e ar c h er s w h e n i n v e sti g ati n g

s p e ci fi c q u e sti o n s. F or e x a m pl e, s o m e a n al y si s m a y b e b ett e r s er v e d b y o nl y c o n si d e ri n g t h e c or e g e n o m e.

O n e e x a m pl e w h er e t hi s m a y b e t r u e, b ut r e m ai n s t o b e t e st e d, i s t h e i nf e r e n c e of hi g hl y r e c o m bi n e d str ai n s.

A l a r g e r e c o m bi n ati o n e v e nt m a y pr e cl u d e p r e ci s e a n al y si s u si n g ot h er t o ol s. H o w e v er, t h e c or e g e n o m e

m a y still r e fl e ct t h e ori gi n al li n e a g e of t h e st r ai n w ell a n d a s s u c h e n a bl e b ett e r i nf e r e n c e. Fi n all y, c o m pl et e
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g e n e s w er e t h e m ai n f o c u s of t h e pr e s e nt e d r e s e ar c h. H o w e v e r, t h er e i s al s o a pl a c e f or wit hi n g e n e v ari ati o n.

E s p e ci all y t h e i d e nti fi c ati o n of c o n s e r v e d i n d el s wit hi n g e n e s c o ul d b e v al u a bl e i n i nf e rri n g p h yl o g e ni e s fr o m

m et a g e n o m e s. C o n s e r v e d i n d el s ar e i n d el s wit hi n a g e n e pr e s e nt i n s o m e i n di vi d u al s b ut n ot i n ot h er s t h at ar e

i n b et w e e n c o n s er v e d r e gi o n s. T h e s e i n d el s c a n p r o vi d e i n di c ati o n s t o w a r d s w h e n t w o s u b gr o u p s of or g a ni s m s

di v er g e d 2 1 8 . T h e a p pr o a c h p r e s e nt e d h er e e n a bl e s t h e e x pl o r ati o n of c o n s er v e d i n d el s wit h littl e f urt h er w or k

b y i d e ntif yi n g c o n s er v e d i n d el s i n t h e g e n e M S A s a n d it i s d e fi nit el y a n a v e n u e w ort h e x pl ori n g. Alt o g et h er,

m y r e s e ar c h o n st r ai n i d e nti fi c ati o n i n m et a g e n o m e s s u g g e st s t h at a m ulti- m et h o d a p p r o a c h will b e b e st

s uit e d f o r e xtr a cti n g u s ef ul i nf or m ati o n. N o n e of t h e a v ail a bl e t o ol s ar e p erf e ct, b ut di ff er e nt a p pr o a c h e s,

i n cl u di n g t h e o n e d e v el o p e d h e r e, pr o vi d e di ff e r e nt b e n e fit s a n d a n gl e s of a n al y si s, w hi c h all m a y h a v e t h eir

p art d e p e n di n g o n t h e r e s e a r c h i nt e r e st s of a n y o n e e m pl o yi n g t h e s e t o ol s.

N e xt, I m o v e d o n t o gr o u p t e sti n g a s a n ot h er i m p ort a nt t o ol i n t h e s ur v eill a n c e of i nf e cti o u s di s e a s e s. O ur

w or k h e r e p r e s e nt s al m o st a n a ntit h e si s t o t h e w o r k o n m et a g e n o mi c s, wit h P C R t e sti n g b ei n g b ot h hi g hl y

s e n siti v e a n d s p e ci fi c f or di sti n ct pi e c e s of R N A. I n C h a pt er V, I a d dr e s s e d t h e pr e v al e n c e e sti m ati o n pr o bl e m

i n gr o u p t e sti n g. I c a r ef ull y d e v el o p e d a hi g hl y a c c ur at e t h e or eti c al f r a m e w o r k f or e sti m ati o n of p r e v al e n c e

fr o m ar r a y t e sti n g r e s ult s. Gi v e n t h e e a s e of i m pl e m e nt ati o n of ar r a y t e sti n g a n d t h e a b s e n c e of a n e e d f or

r et e sti n g, it i s a g r o u p t e sti n g d e si g n w ort h y of str o n g c o n si d e r ati o n f or a p pli c ati o n i n s u r v eill a n c e t e sti n g.

A g ai n, e s p e ci all y l o w r e s o ur c e s etti n g s will b e n e fit gr e atl y fr o m t h e s a vi n g s i n t e st s, a n d it will o p e n u p t h e

p o s si bilit y t o e x p a n d t e sti n g t o a l a r g er p orti o n of t h e p o p ul ati o n. I n C h a pt er VI, I pr e s e nt e d a n o v el m et h o d

f or d e c o di n g of g r o u p t e sti n g r e s ult s b a s e d o n q u a ntit ati v e P C R t e st o ut c o m e s. T hi s d e c o d e r pr o vi d e s hi g hl y

a c c ur at e r e s ult s, r e d u ci n g t h e n u m b e r of f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s c o m p ar e d t o d e c o di n g b a s e d o n bi n ar y

t e st r e s ult s. It hi g hli g ht s t h e p ot e nti al f o r f u rt h er d e v el o p m e nt s i n t hi s a r e a, i n cl u di n g d e si g ni n g a d e c o d er

t h at i n c o r p o r at e s c o-i nf e cti o n pr o b a biliti e s i n a m ulti pl e x e d gr o u p t e sti n g s etti n g. N ot wit h st a n di n g t h e n e e d

f or f u rt h er r e s e ar c h, t h e a p pli c ati o n of o u r a p pr o a c h, wit h it s v ali dit y s h o w n i n i n vit r o e x p eri m e nt s, c o ul d

alr e a d y h el p s a v e l ar g e q u a ntiti e s of t e sti n g r e s o ur c e s, a h u g el y i m p ort a nt f a ct or i n m e a s uri n g, a n d h e n c e,

c o ntr olli n g t h e s pr e a d of i nf e cti o u s di s e a s e s, e s p e ci all y i n l o w r e s o ur c e s etti n g s.

M e t a g e n o mi c s i n C o n t e x t

E n vir o n m e nt al s a m pli n g h a s b e c o m e m or e wi d e s pr e a d a n d w a st e w at er s a m pli n g i s a c o m m o n pr a cti c e t h at

h a s l e d t o r e s e a r c h t h at dir e ctl y i n fl u e n c e d m y r e s e ar c h ai m s 1 0, 5 3, 5 4 . T h e M et a S U B c o n s orti u m h a s c o n st a ntl y

b e e n p u s hi n g t h e b o u n d a ri e s i n s a m pli n g of t h e u r b a n mi cr o bi o m e. A s of 2 0 2 4, t h ei r d at a b a s e c o nt ai n s al-

r e a d y o v er 2 0 0 0 0 0 s a m pl e s f r o m all fi v e c o nti n e nt s ( h t t p s : / / p o r t a l .g e o s e e q .c o m / ). S e v er al i m p a ctf ul w or k s
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of r e s e ar c h ar e al r e a d y b a s e d o n t hi s d at a. I n a l a n d m ar k p a p er, D a n k o et al. 2 1 9 d e s c ri b e d t h e u r b a n mi-

cr o bi al l a n d s c a p e i n 6 0 c o u nt ri e s a n d pr o vi d e a n a n al y si s of a nti bi oti c r e si st a n c e a cr o s s t h e di ff er e nt s a m pl e

sit e s. F urt h er, Z h a n g et al. 2 2 0 att e m pt e d t o r e c o v er s a m pl e o ri gi n b a s e d o n mi cr o bi al si g n at u r e s. T h e s e

st u di e s hi g hli g ht t h e i n si g ht s w e c a n g ai n f r o m m et a g e n o mi c d at a fr o m v ari o u s l o c ati o n s a n d e n vir o n m e nt s

a n d a r e a pr o mi si n g st e p t o w ar d s t h e utili z ati o n of m et a g e n o mi c s i n s u r v eill a n c e str at e gi e s. I d e nti fi c ati o n a n d

tr a c ki n g of s p e ci fi c mi cr o b e s, a n d wit h t h at pr e ci si o n m et a g e n o mi c s, will pl a y a n i m p ort a nt p art i n e n a bli n g

s u c h s ur v eill a n c e. M o r e o v er, w hil e t h er e h a v e b e e n att e m pt s t o a s si g n a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s t o b a ct eri al

g e n er a 5 4 t h e s e ar e still li mit e d i n t h e i nf o r m ati o n t h e y pr o vi d e. I n a n i d e al w orl d w e w o ul d b e a bl e t o a s si g n

a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s t o t h e s p e ci fi c o r g a ni s m c a rr yi n g it. T a k e f or e x a m pl e E. c oli . If w e di s c o v e r a n a n-

ti bi oti c r e si st a n c e g e n e t h at w e c o ul d a s si g n t o a m e m b er of E. c oli , t h e n t hi s c o ul d still m e a n t h at it i s c ar ri e d

b y a c o m m e n s al o r b y a p at h o g e ni c m e m b er of t h at s p e ci e s. T h e i m pli c ati o n s of eit h e r a r e c ert ai nl y di ff e r e nt

a n d hi g hli g ht t h e i m p ort a n c e of e x a ct d et er mi n ati o n of t h e h o st of a n a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e. Wit h a vi e w

t o w ar d s s ur v eill a n c e, it m a y b e p o s si bl e f or e x a m pl e t o pr e di ct s p e ci e s or st r ai n s p e ci fi c r e si st a n c e pr o fil e s

i n a s p e ci fi c a r e a a n d a d a pt o u r a nti bi oti c p r e s cri pti o n st r at e gi e s a c c or di n gl y. S u c h a n a p pr o a c h i s cl o s el y

ali g n e d wit h t h e i d e a s of a nti bi oti c st e w ar d s hi p 2 2 1 a n d c oll at e r al s e n siti vit y 2 2 2, 2 2 3 a n d w o ul d u n d o u bt e dl y

h a v e a si g ni fi c a nt i m p a ct o n p u bli c h e alt h. It w o ul d al s o e n a bl e u s t o u n d er st a n d b ett er t h e tr a n s mi s si o n of

b a ct eri al st r ai n s a n d a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s b et w e e n e n vi r o n m e nt s. H o w e v er, a n u n d e r st a n di n g of h o w

t o b e st c o n d u ct e n vir o n m e nt al s u r v eill a n c e of a nti bi oti c r e si st a n c e i s still l a c ki n g. Di ff e r e nt st u di e s p oi nt

t o hi g h or l o w c orr el ati o n s of A R G s i n w a st e w at e r wit h cli ni c al r e si st a n c e p r e v al e n c e 5 2, 1 1, 5 3 . Str ai n-l e v el

a n al y s e s c a n h el p d et er mi ni n g w hi c h a n al y si s a r e m o st h el pf ul i n o u r e ff ort s t o s ur v eil a nti bi oti c r e si st a n c e.

H ori z o nt al g e n e tr a n sf er i s a n ot h er i m p o rt a nt f a ct or t o k e e p i n mi n d, a n d a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s t h at a r e

h ori z o nt all y t r a n sf e rr e d m a y b e h ar d er t o a s si g n t o s p e ci fi c str ai n s. M a n y A R G s ar e c arri e d o n m o bil e g e n eti c

el e m e nt s 2 2 4 , m a ki n g t hi s a c e nt r al i s s u e t o s ol v e. N o n et h el e s s, t h e r e i s still s p e ci fi cit y i n H G T. F or e x a m pl e,

pl a s mi d s a r e m or e li k el y t o b e s h ar e d wit hi n a s p e ci e s or b et w e e n cl o s el y r el at e d o n e s 4 5, 4 6 . F urt h e r m o r e,

r el ati v e a b u n d a n c e i nf o r m ati o n c a n h el p i n a s si g ni n g e v e n h ori z o nt all y tr a n sf err e d g e n e s, a n d fi g u ri n g o ut

t h e b e st w a y t o utili z e t hi s i nf or m ati o n, e s p e ci all y w h e n a g e n e i s pr e s e nt i n v e r y si mil ar f or m s i n m ulti pl e

or g a ni s m s, i s a p r o mi si n g g o al f or f ut ur e r e s e a r c h. L a stl y, w e m a y n ot r e q uir e 1 0 0 % a c c u r at e i nf er e n c e s,

d e p e n di n g o ur g o al s. A s s u c h, i m p r o v e d i nf e r e n c e of p ot e nti al c arri e r s of a n A R G m a y still b e b e n e fi ci al

c o m p a r e d t o e s s e nti all y n o k n o wl e d g e.

B e y o n d t hi s, m et a g e n o mi c s c o ul d h el p i n o ut b r e a k t r a c ki n g a n d d et er mi n ati o n of r e s er v oi r s of c e rt ai n b a ct eri a.

R e s e ar c h h a s alr e a d y s h o w n t h e r el e v a n c e of str ai n t y p e b a s e d t e c h ni q u e s s u c h a s M L S T i n o ut br e a k t r a c ki n g

a n d e pi d e mi ol o gi c al s ur v eill a n c e 6 9, 7 0, 7 1, 7 2, 7 3 . Wit h a l o o k t o w ar d s t h e f ut ur e, r o uti n e s u r v eill a n c e s e q u e n ci n g
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vi a m et a g e n o mi c s c a n b e n e fit t h e tr a c ki n g of o ut b r e a k s e v e n w h e n w e d o n ot k n o w w h e r e t o l o o k. Si mil arl y,

r e s e r v oir s of p ot e nti all y i nf e cti o u s b a ct eri a c o ul d b e m o nit or e d. Fi n all y, a w ell s et- u p s ur v eill a n c e s y st e m

w o ul d all o w a n al y s e s of o ut br e a k s p o st- h o c, a n d s a m pl e s t h at w e r e c oll e ct e d wit h o ut a s p e ci fi c g o al i n mi n d

c o ul d b e c o m e hi g hl y r el e v a nt l at er o n. Of c o ur s e, w h e n c o n si d e ri n g t h e s e p ot e nti al a p pli c ati o n s n e e d t o k e e p

i n mi n d p r a cti c al li mit ati o n s t h at r e q ui r e t o b e t a c kl e d t o i m pl e m e nt e ff e cti v e m et a g e n o mi c s ur v eill a n c e. T h e

fir st f a ct or i s t h at of c o st. W hil e m et a g e n o mi c s u r v eill a n c e i s e sti m at e d t o b e p ot e nti all y m u c h c h e a p er t h a n

c ult ur e- b a s e d s ur v eill a n c e 8 , it i s still a m aj or u n d ert a ki n g. E s p e ci all y, if w e ai m f o r a r o uti n e l e v el s ur v eill a n c e

str u ct ur e, c o st s will pl a y a vit al r ol e. S e q u e n ci n g will li k el y c o nti n u e t o g et c h e a p er, h o w e v e r, a d et ail e d c o st-

b e n e fit a n al y si s will b e r e q uir e d. S u c h a st u d y s h o ul d al s o e st a bli s h t h e ar e a s wit h t h e gr e at e st p ot e nti al, s u c h

t h at n ot o nl y m o r e r e s o u r c e s c a n b e all o c at e d t o it, b ut s o t h at w e c a n al s o e st a bli s h ai m s i n r e g a r d t o w h at

i nf or m ati o n t h e e m pl o y e d t e c h n ol o g y n e e d s t o b e a bl e t o d eli v e r, a n d w h et h e r w e c a n a c hi e v e t hi s. S e c o n dl y,

w hil e bi oi nf or m ati c t o ol s a r e c o n st a ntl y p r o gr e s si n g, t h er e a r e still a gr e at m a n y t hi n g s t h at ar e n ot p o s si bl e.

H er e, f urt h e r d e v el o p m e nt of bi oi nf or m ati c m et h o d s i s e s s e nti al. D e v el o p m e nt s i n s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y c a n

al s o h el p a d dr e s s t h e s e li mit ati o n s. L o n g- r e a d s e q u e n ci n g, e v e n t h o u g h it c urr e ntl y d o e s n ot a c hi e v e t h e

s a m e s e q u e n ci n g d e pt h a s s h o rt- r e a d m et a g e n o mi c s, will tr a n sf o r m r e s e ar c h g oi n g f or w ar d. E s p e ci all y hi g h

r e s ol uti o n m et a g e n o mi c st u di e s will b e e a si e r t o c o n d u ct a s w e o bt ai n l o n g er r e a d s t h at ar e e a si er t o a s s e m bl e.

E v e n t h o u g h c hi m eri c a s s e m bli e s m a y still pr o vi d e i s s u e s, t hi s will m a k e st r ai n l e v el a n al y s e s m u c h e a si er.

F urt h e r m o r e, a s si g ni n g g e n e s t o s p e ci e s or str ai n s will b e m a d e m or e st r ai g ht f o r w a r d b y e a si er a s s e m bli e s

a s w ell. Te c h ni q u e s f o r a s si g ni n g g e n e s b a s e d o n fl a n ki n g r e gi o n s s u c h a s p r e s e nt e d i n M u n k et al. 5 4 will b e

m a d e p o s si bl e at a hi g h e r r e s ol uti o n a n d wit h m or e c o n fi d e n c e. L o n g- r e a d s e q u e n ci n g m a y w ell c o m pl et el y

r e pl a c e s h ort-r e a d s e q u e n ci n g i n t h e f ut ur e. I n t h e m e a nti m e, t h e i nt e gr ati o n of t h e t w o a p p r o a c h e s h a s m a n y

pr o mi s e s, a s s h o w c a s e d b y B ertr a n d et al. 2 2 5 w h o p r e s e nt a h y b ri d a s s e m bl er utili zi n g t h e b e n e fit s of p a r all el

s h ort- a n d l o n g- r e a d s e q u e n ci n g. H o w e v e r, e m pl o yi n g b ot h s h o rt- a n d l o n g-r e a d m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g

t o t h e s a m e s a m pl e i s li k el y b e y o n d t h e fi n a n ci al r e s o ur c e s of m a n y l a b or at ori e s. D e v el o pi n g n e w m et h o d s

f or s h ort- r e a d m et a g e n o mi c s t h e r ef or e still h a s a n i m p ort a nt pl a c e i n r e s e a r c h. M or e o v er, it will r et ai n t h at

pl a c e t o s o m e d e gr e e, e v e n a s t e c h n ol o g y a d v a n c e s. I alr e a d y b ri e fl y a d dr e s s e d t h e M et a S U B pr oj e ct a n d

t h e f oll o wi n g h a s b e e n a t o pi c of i nt e n s e di s c u s si o n at t h e 2 0 2 4 M et a S U B c o n s orti u m m e eti n g. P r oj e ct s li k e

M et a S U B c r e at e v a st a m o u nt s of d at a, d at a t h at will still b e r el e v a nt i n t h e f ut ur e, e s p e ci all y w h e n it c a n b e

r e a n al y z e d wit h n e w a p p r o a c h e s a n d n e w k n o wl e d g e. N e w a n gl e s m a y b e t a k e n t o a p pr o a c h a n al y s e s t h at

c a n pr o vi d e n e w v al u a bl e i n si g ht s. Of c o ur s e, w e c a n n ot f or e s e e s o m e of t h e s e a p pr o a c h e s, w hi c h b ri n g s m e

t o m y fi n al c o n si d er ati o n o n m et a g e n o mi c s, t h e i m p o rt a n c e of m et a d at a a n d m ulti pl e m o d alit y d at a s et s. A s

j u st o n e e x a m pl e, w hil e g e n eti c s e q u e n c e s c a n p r o vi d e brilli a nt i n si g ht s, it i s a v e r y h ar d pr o bl e m t o i nf er

a p h e n ot y p e fr o m a g e n ot y p e. M et a d at a a n d m ulti- o mi c s p r o vi d e vit al i nf or m ati o n t h at c a n h el p a d dr e s s
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t hi s a n d ot h er i s s u e s a n d t h e i nt e g r ati o n of m ulti- o mi c d at a h a s b e e n wi d el y di s c u s s e d 2 2 6, 2 2 7 . T h e pr e s e nt

w or k c o n stit ut e s a n i m p o rt a nt c o nt ri b uti o n i n bri n gi n g u s cl o s er t o c o n n e cti n g g e n e s a n d t h eir h o st s i n

m et a g e n o m e s. K n o wl e d g e o n t hi s fr o nti er m a y pr o vi d e n e w w a y s of i nt e gr ati n g m ulti- o mi c s d at a. H er e, a n

i nt er e sti n g ar e a of r e s e a r c h i s t o utili z e m et a g e n o mi c s a n d ot h er - o mi c s a p pr o a c h e s i n t a n d e m t o i nf e r g e n e s,

t h ei r h o st s, a n d g e n e e x pr e s si o n. Fi n all y, I str o n gl y b eli e v e t h at g e n e r al m et a d at a o n s a m pl e c oll e cti o n, s u c h

a s l o c ati o n, s urf a c e, t e m p er at ur e, p H, ti m e of d a y, et c. s h o ul d b e si mil arl y i nt e gr at e d i nt o m et a g e n o mi c

a n d m ulti- o mi c a n al y si s. T hi s m et a d at a will f u rt h er h el p f ut u r e r e- a n al y si s of t h e d at a. H o w e v er, i n m y

e x p eri e n c e, d et ail e d m et a d at a i s oft e n mi s si n g f o r m et a g e n o mi c s a m pl e s. M or e f o c u s s h o ul d b e p ut o n t h e

c oll e cti o n of t hi s d at a, a n d a st a n d ar di z e d s et of n e c e s s a r y m et a d at a m e a s u r e s s h o ul d b e d e v el o p e d a n d

wi d el y a d o pt e d. Fi n all y, fi n e- g r ai n e d m et a d at a will al s o s er v e t o s u p p o rt s ur v eill a n c e e ff ort s. T h e l a c k of

fi n e- g r ai n e d m et a d at a al s o hi g hli g ht s d at a q u alit y m or e g e n er all y, a n d o v e r all it m a y b e m o r e i m p ort a nt

t o h a v e hi g h er q u alit y d at a t h a n l a r g e a m o u nt s of d at a. I n t hi s v ei n, e s p e ci all y wit h a vi e w t o w a r d s b a si c

r e s e ar c h, it m a y b e w o rt h c oll e cti n g f e w er s a m pl e s, b ut u si n g m ulti pl e - o mi c s t e c h n ol o gi e s a n d c oll e cti n g hi g h

q u alit y m et a d at a, i n st e a d of g at h eri n g l ar g e a m o u nt s of l o w er q u alit y d at a.

M et a g e n o mi c i n v e sti g ati o n s of ot h er e n vir o n m e nt s will pl a y a cr u ci al p a rt i n f ut ur e r e s e ar c h a n d h e alt h

c ar e a n d str ai n l e v el a n al y si s will pl a y a vit al p art h er e. Littl e n e e d s t o b e s ai d a b o ut t h e p ot e nti al i n

m et a g e n o mi c s i n t h e h u m a n mi cr o bi o m e a n d it s r el ati o n t o h e alt h c a r e. At t h e ti m e of w riti n g, al r e a d y

t w o mi cr o bi o m e t h er a pi e s ar e a p pr o v e d b y t h e F D A 2 2 8 a n d I pr oj e ct t h at t hi s i s o nl y t h e b e gi n ni n g of

r a pi d a d v a n c e m e nt s a n d n e w m e di ci n e s. A n al y si s of h u m a n mi cr o bi o m e d y n a mi c s a n d a n u n d e r st a n di n g

h o w t h e s e ar e i m p a ct e d b y p at h o g e n s a n d a nti bi oti c s i s e s s e nti al. It i s w ell u n d e r st o o d t h at a nti bi oti c

tr e at m e nt c a u s e s d y s bi o si s a n d t h er e i s st r o n g e vi d e n c e t h at t hi s c r e at e s a n e c ol o gi c al ni c h e f or i nf e cti o n s

t o e m e r g e 2 2 9 . F urt h e r m or e, r ei nf e cti o n s wit h mi cr o b e s fr o m t h e mi cr o bi o m e of a p ati e nt ar e i n di c at e d b y

Str a c y et al. 2 3 0 . Pr e ci si o n m et a g e n o mi c s, i. e. hi g h r e s ol uti o n, hi g h q u alit y i nf or m ati o n o n t h e m e m b er s of a

b a ct eri al c o m m u nit y a n d t h eir g e n eti c a n d f u n cti o n al c h ar a ct e ri sti c s, c a n h el p e n or m o u sl y i n t a c kli n g t h e s e

i s s u e s. B ei n g a bl e t o i d e ntif y m e m b er s of a p ati e nt s mi cr o bi o m e t h at p o s e a ri s k f or a nti bi oti c all y r e si st a nt

r ei nf e cti o n s will i n fl u e n c e o ur pr e s c ri pti o n str at e gi e s. A h u r dl e t o t hi s c o ul d b e t h e r el ati v el y l o n g pr o c e s si n g

ti m e of m et a g e n o mi c s a m pl e s. N o n et h el e s s, a bi g b e n e fit i s t h at m et a g e n o mi c s d o n ot r e q ui r e a n a pri ori

di ff er e nti al di a g n o si s t o i d e ntif y a p ot e nti al i nf e cti o u s or g a ni s m a s o p p o s e d t o c ult ur e b a s e d m et h o d s 6 2 a n d

a d v a n c e s i n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s m a y e n a bl e f a st er p r o c e s si n g i n t h e f ut ur e. Si mil arl y, hi g h r e s ol uti o n

m et a g e n o mi c s c o ul d h el p i n u n d e r st a n di n g s p e ci fi c pr o p erti e s of i nf e cti o u s b a ct e ri a t h at h el p it t hri v e i n a

p ati e nt a n d ulti m at el y l e a d t o i nf e cti o n, t h o u g h t hi s i s m e r e s p e c ul ati o n at t hi s p oi nt. Fi n all y, t h e h u m a n

mi c r o bi o m e c o n stit ut e s a r e s e r v oir of a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s 2 3 1, 2 3 2 . T h e s e a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s
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mi g ht b e tr a n sf err e d t o p at h o g e ni c b a ct eri a vi a h ori z o nt al g e n e tr a n sf er. H e n c e, i d e nti fi c ati o n of w hi c h

b a ct eri a wit hi n h u m a n s c arr y w hi c h a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s m a y h el p o ur u n d e r st a n di n g o n tr a n sf err e d

r e si st a n c e.

T o e m p h a si z e t hi s p oi nt, it i s w ort h st e p pi n g b a c k a n d e x p a n di n g o u r vi e w. M a n y di ff er e nt e n vir o n m e nt s

c o nt ai n t h e s a m e s p e ci e s of b a ct e ri a. T a k e f or e x a m pl e A. b a u m a n nii or E. c oli . T h e n a g ai n, t h er e e xi st s

s u b st a nti al v ari a bilit y wit hi n b a ct eri al s p e ci e s a n d it i s u n cl e ar h o w t h e m e m b er s of a s p e ci e s f o u n d i n

di ff er e nt mi c r o bi al c o m m u niti e s i nt er r el at e. T hi s i s i m p o rt a nt i n t h e c o nt e xt of t h e o n e h e alt h a p pr o a c h.

Str ai n r e s ol uti o n m et a g e n o mi c s c o ul d p r o vi d e n o v el i n si g ht s i n t hi s a r e a. F or e x a m pl e, it m a y b e p o s si bl e t o

tr a c k t h e s pr e a d of b a ct e ri al str ai n s t hr o u g h i nt e r c o n n e ct e d e n vir o n m e nt s, e n a bli n g i m p r o v e d i n si g ht s i nt o

v ari o u s q u e sti o n s. H o w d o e s t h e mi cr o bi o m e i n a s u b w a y r el at e t o t h e mi cr o bi o m e of t h e h u m a n s u si n g

it ? H o w d o b ot h of t h e s e r el at e t o h o s pit al e n vi r o n m e nt s a n d w a st e w at e r ? W h e n ar e str ai n s t r a n sf e rr e d ?

W h at i s t h e s h a p e of t h e g e n e s h ari n g n et w o r k i n di ff er e nt e n vir o n m e nt s ? Fi n di n g s ati sf a ct o r y a n s w er s t o

t h e s e q u e sti o n s will n o d o u bt r e q uir e m u c h m or e r e s e a r c h a n d t e c h n ol o gi c al d e v el o p m e nt s, a s w ell a s a b ett er

u n d er st a n di n g of t h e r ul e s g o v er ni n g mi cr o bi o m e d y n a mi c s. Pr e ci si o n m et a g e n o mi c s will b e a n i m p o rt a nt

pill a r of r e s e a r c h i n t hi s dir e cti o n. T h e p r e s e nt w or k m a k e s a c o ntri b uti o n t o w ar d s e n a bli n g r e s e ar c h i n all

of t h e s e dir e cti o n s b y d e v el o pi n g a hi g h pr e ci si o n m et a g e n o mi c s t o ol ai m e d at r e s ol vi n g st r ai n- g e n e r el ati o n s

a n d I a m c ert ai n f u rt h er w o r k i n t hi s dir e cti o n will b e of gr e at v al u e. R e s e a r c h c o ul d e v e nt u all y b e t ur n e d i nt o

di a g n o sti c a n d s u r v eill a n c e t o ol s t h at e n a bl e t h e tr a c ki n g of p at h o g e n s, a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s, pl a s mi d s,

a n d vi r ul e n c e f a ct o r s. P er s o n ali z e d m e di ci n e i s a n ot h er i m p ort a nt a r e a of a p pli c ati o n t h at will b e n e fit gr e atl y

fr o m p r e ci si o n m et a g e n o mi c s 6 2 . We ar e still a w a y o ff, b ut t h er e ar e f e w li mit s t o h u m a n i n g e n uit y, a n d f e w

li mit s o n t h e c a p a cit y of k n o wl e d g e t o c h a n g e w orl d s, a s e x pr e s s e d b e a utif ull y b y D a vi d D e ut s c h 2 3 3

‘ Li k e a n e x pl o si v e a w aiti n g a s p a r k, u ni m a gi n a bl y n u m e r o u s e n vi r o n m e nt s i n t h e u ni v e r s e a r e

w aiti n g o ut t h e r e, f o r a e o n s o n e n d, d oi n g n ot hi n g at all o r bli n dl y g e n e r ati n g e vi d e n c e a n d

st o ri n g it u p o r p o u ri n g it o ut i nt o s p a c e. Al m o st a n y of t h e m w o ul d, if t h e ri g ht k n o wl e d g e e v e r

r e a c h e d it, i n st a ntl y a n d i r r e v o c a bl y b u r st i nt o a r a di c all y di ff e r e nt t y p e of p h y si c al a cti vit y:

i nt e n s e k n o wl e d g e- c r e ati o n, di s pl a yi n g all t h e v a ri o u s ki n d s of c o m pl e xit y, u ni v e r s alit y a n d

r e a c h t h at a r e i n h e r e nt i n t h e l a w s of n at u r e, a n d t r a n sf o r mi n g t h at e n vi r o n m e nt f r o m w h at

i s t y pi c al t o d a y i nt o w h at c o ul d b e c o m e t y pi c al i n t h e f ut u r e. If w e w a nt t o, w e c o ul d b e t h at

s p a r k.’

T a ki n g a wi d er vi e w, t h e c o n si d e r ati o n s w e h a v e m a d e c all t h e s p e ci e s c o n c e pt i nt o q u e sti o n. It i s m o st

c ert ai nl y a u s ef ul h e u ri sti c, a s s h o w n b y e x a m pl e s s u c h a s t h e c o n v e r s e d i nl A-i nl B l o c u s a n d t h e Li st eri a
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P at h o g e ni cit y I sl a n d 1 i n al m o st all m e m b e r s of L. m o n o c yt o g e n e s 4 4 , o r t h e hi g h e r li k eli h o o d of pl a s mi d

s h ari n g wit hi n s p e ci e s 4 5, 4 6 . H o w e v er, s p e ci e s s u c h a s E. c oli c o nt ai n b ot h a wi d e r a n g e of p at h o g e ni c a n d

c o m m e n s al m e m b er s 1 5 2 a n d pl a s mi d s d o cr o s s s p e ci e s b o u n d ari e s 2 0 3 . R e d o n d o- S al v o et al. 4 6 pr e s e nt r e s ult s

t h at s u g g e st t h at s o m e cl u st er s of r el at e d pl a s mi d ar e s h ar e d a cr o s s a n e ntir e p h yl u m a n d t h e y fi n d m e m b e r s

of m o st cl u st er s ar e p r e s e nt a c r o s s f a mili e s fr e q u e ntl y. G o n z al e z et al. 2 3 4 e v e n g o a s f a r a s t o p o st ul at e a

g e n eti c c o nti n u u m. O n t h e ot h er h a n d, v erti c al i n h e rit a n c e still o ut w ei g h s h ori z o nt al g e n e t r a n sf e r 4 6 , w hi c h

l e n d s it s elf t o a di s cr et e i nt er pr et ati o n of t h e g e n o mi c l a n d s c a p e of b a ct eri a. I n li g ht of t hi s, h o w s h o ul d w e

a p pr o a c h t h e s p e ci e s c o n c e pt, a n d s h o ul d w e t al k a b o ut b a ct eri al s p e ci e s at all ? I n f a v or of t h e s p e ci e s c o n c e pt

i s t h at s p e ci e s l e v el di a g n o sti c s h el p d o ct or s tr e at p ati e nt s e ff e cti v el y a n d hi g h er r e s ol uti o n a p pr o a c h e s ar e n ot

r e a dil y a v ail a bl e y et. F urt h e r, t h e s p e ci e s c o n c e pt c a n h el p i n d e v el o pi n g e x pl a n at o r y t h e o ri e s. I n r e s e ar c h,

w e i n d e e d o b s er v e r e g ul a riti e s at l o w er t a x o n o mi c l e v el s. F or e x a m pl e, G ol df o r d et al. 2 0 5 h a v e s h o w n t h at

di ff er e nt mi cr o bi al c o m m u niti e s c o n v e r g e t o w ar d a st a bl e e q uili bri u m at w hi c h t h e s a m e f a mili e s of b a ct e ri a

ar e p r e s e nt at si mil ar r el ati v e a b u n d a n c e s. T h e n a g ai n, it i s i m p o rt a nt t o a c k n o wl e d g e t h at t h e w a y w e

cl a s sif y d at a s h a p e s t h e w a y w e t hi n k a b o ut it a n d i n t ur n t h e w a y w e c h u n k a n d a n al y z e c o m pl e x s y st e m s.

C o n si d er f or e x a m pl e t h e fi el d of m ulti- o mi c s, w hi c h d e al s wit h t h e i nt e gr ati o n of m ulti pl e - o mi c s d at a

m o d aliti e s s u c h a s g e n o mi c s, p r ot e o mi c s, or m et a b ol o mi c s. Oft e nti m e s, i nt e gr ati o n of m ulti- o mi c s d at a i s

b a s e d o n c o m p o n e nt- s a m pl e m atri c e s 2 2 7 . T h e c o m p o n e nt s c o rr e s p o n di n g t o m et a g e n o mi c d at a h er e ar e oft e n

s p e ci e s a b u n d a n c e s. Si mil arl y, cl a s si fi c ati o n i nt o t a x o n o mi c u nit s i s oft e nti m e s a fi r st st e p i n m et a g e n o mi c

a n al y si s 2 3 5 . S u c h a s u m m a ri z ati o n st e p, or e v e n g oi n g b e y o n d t hi s t o b r o a d e r t a x o n o mi c gr o u p s 2 3 5 , i s

oft e nti m e s n e c e s s ar y t o r e d u c e t h e di m e n si o n alit y of t h e d at a. N at ur all y, t hi s a pri ori cl a s si fi c ati o n of t h e

d at a will h a v e l a r g e i m p a ct s o n t h e r e s ult s a n d t h ei r i nt e r pr et ati o n. W hil e r e s e a r c h m a y oft e n pr o vi d e

v al u a bl e i n si g ht s, a n d b a ct e ri al s p e ci e s d o s e e m t o cl u st er t o g et h e r o n m e a s ur e s s u c h a s A NI 2 3 6 , w e m a y

al s o o v erl o o k i m p o rt a nt a s p e ct s. D e fi niti o n s of a p a rti c ul a r s p e ci e s ar e oft e n t h e r e s ult of ol d e r cl a s si fi c ati o n

a p pr o a c h e s a n d o ur u n d er st a n di n g of t h e st r u ct ur e wit hi n a s p e ci e s c a n c h a n g e dr a sti c all y o v e r ti m e 1 5 3 . I n

m a n y c a s e s t h e g e n eti c s e q u e n c e s gr o u p e d t o g et h er a s a s p e ci e s i n cl u d e m e m b er s f r o m di sti n ct e c o s y st e m s 2 3 7

a n d w e s o m eti m e s o b s e r v e l ar g e di v er sit y i n t h e s e s p e ci e s. H o w e v er, C a r o- Q ui nt e r o a n d K o n st a nti ni di s 2 3 7

s u g g e st t h at s e q u e n c e di v er sit y i s m u c h l o w er a m o n g m e m b er s f r o m e c ol o gi c all y h o m o g e n e o u s e n vir o n m e nt s.

T hi s s u g g e st s t h at t h er e m a y b e p ot e nti all y b ett e r s p e ci e s g r o u pi n g s t h a n t h o s e r e g ul arl y e m pl o y e d. T h e s e

m a y i n cl u d e gr o u pi n g b y e c o s y st e m, g r o u pi n g s of or g a ni s m s t h at s h o w h o ri z o nt al g e n e tr a n sf er b et w e e n

e a c h ot h er, o r ot h er si mil a r a p pr o a c h e s. R et ur ni n g t o t h e c o n c e pt of t h e c o r e g e n o m e, it m a y si mil arl y b e

a d v a nt a g e o u s t o d et er mi n e t h e c or e g e n o m e of g r o u p s of o r g a ni s m s a n d cl u st eri n g t h e m b y t h eir c or e g e n o m e

t y p e s i n st e a d of t h e r e v er s e a p p r o a c h w e r e t h e s h a r e d g e n o m e i s i nf err e d i n a s et of or g a ni s m s d et e r mi n e d t o

b e a si n gl e s p e ci e s. M o st i m p ort a ntl y, w e s h o ul d n ot j u st r el y o n d ef a ult t a x o n o mi c d at a b a s e s, f or e x a m pl e
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t h e o n e p r o vi d e d b y N C BI u s e d i n m a n y t o ol s s u c h a s Kr a k e n 2 8 2 . Si mil arl y, w hil e c o n c e pt u all y u s ef ul w e

s h o ul d n ot bli n dl y a p pl y t h e s p e ci e s c o n c e pt i n t h e i nt er p r et ati o n s of r e s ult s, a s it i s a p at c h w or k ( d e fi n e d

b y Wil s o n 2 3 8 a s a n ‘ e xt e n si o n of li n g ui sti c a p pli c ati o n’ ) a n d n e w p at c h e s s u c h a s a s p e ci e s c o n c e pt b a s e d o n

n e w m e a s ur e will i n h e rit s o m e of t h e c o n c e pt s a s s o ci at e d wit h t h e c or e c o n c e pt 2 3 9 . T h e a s s u m pti o n s t h at

ar e c arri e d o v er s h o ul d al w a y s b e q u e sti o n e d. H a n a g e 2 4 0 e v e n h y p ot h e si z e s o n h o w di ff e r e nt o u r o utl o o k

o n b a ct eri a c o ul d h a v e b e e n h a d a b a ct e ri u m t h at i s n at ur all y a bl e t o t a k e u p D N A fr o m it s e n vir o n m e nt,

s u c h a s St r e pt o c o c c u s p n e u m o ni a e , b e e n o ur m o d el or g a ni s m i n st e a d of E. c oli . M y w or k i s of c o ur s e n o

e x c e pti o n t o u si n g t h e pr e d e fi n e d t e r m of a s p e ci e s, e s p e ci all y w h e n w e di s c u s s e d cl u st er s of r el at e d st r ai n s

a s w ell a s di ff e r e n c e s i n t h e a n al y si s of di ff er e nt s p e ci e s. H o w e v er, t h e c urr e nt w o r k d o e s f o c u s at it s h e art

o n bi ol o gi c al u nit s t h at ar e m u c h e a si er t o di s cri mi n at e, si n gl e st r ai n s i d e nti fi e d wit h u ni q u e a s s e m bli e s, a n d

si n gl e g e n e s, w hi c h ar e cl e arl y d e m ar c at e d i n t h e g e n o m e b y st art a n d st o p c o d o n s (t h o u g h t h eir e x pr e s si o n

i s of c o ur s e n ot g u ar a nt e e d b y t h eir pr e s e n c e). A d diti o n all y, t h e m o d el d e v el o p e d i n t hi s t h e si s will w or k

wit h v a ri o u s u n d erl yi n g d at a b a s e s of str ai n s, wit h t h e s el e cti o n of t h e s e str ai n s b ei n g t h e m ai n dri v er of

t h e i nt e r pr et ati o n s w e m a k e. Of c o ur s e, t hi s s el e cti o n s h o ul d b e d o n e c a r ef ull y. Alt o g et h e r, t h e s p e ci e s

c o n c e pt i s a u s ef ul h e uri sti c a n d cl e a rl y r e pr e s e nt s r e al st r u ct ur e i n bi ol o gi c al s y st e m s. N o n et h el e s s, o n e

s h o ul d n ot bli n dl y a p pl y t h e s p e ci e s c o n c e pt o r c at e g ori z e s a m pl e s b y s p e ci e s wit h o ut p utti n g t h o u g ht i nt o

t h e i m pli c ati o n s of t h e crit eri a u s e d f or s p e ci e s d e m ar c ati o n a n d t h e i m pli c ati o n s of t h e s p e ci e s d e fi niti o n u s e d

s h o ul d al w a y s b e c o n si d er e d w h e n i nt er p r eti n g r e s ult s. Fi n all y, t h e u s e of m et a g e n o mi c s, e s p e ci all y wit h hi g h

r e s ol uti o n m et h o d s s u c h a s t h e o n e I pr e s e nt e d h er e m a y pr o vi d e n o v el i n si g ht s i nt o bi ol o gi c al n et w o r k s t h at

m a y u p e n d o ur cl a s si c al vi e w of b a ct eri al s p e ci e s a n d l e a d u s t o n e w u s ef ul d e m ar c ati o n s b et w e e n mi cr o b e s.

I n c o n cl u si o n, I e n c o ur a g e m or e a cti v e di s c u s si o n of t h e i s s u e s s urr o u n di n g t h e s p e ci e s c o n c e pt i n t h e r e s e ar c h

c o m m u nit y.

G r o u p T e s ti n g i n C o n t e x t

T h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c h a s s h o w c a s e d j u st h o w e s s e nti al s ur v eill a n c e t e sti n g i s i n t h e c o nt e xt of a p a n d e mi c,

e s p e ci all y i n l o w- a n d mi d dl e-i n c o m e c o u ntri e s w h e r e t h e r e ar e oft e n n ot e n o u g h t e sti n g r e s o u r c e s a v ail a bl e 6, 7 .

It h a s b e e n n ot e d t h at t hi s l a c k of t e sti n g a v ail a bilit y c a n l e a d t o a n u n d e r e sti m ati o n of t h e i m p a ct of C o vi d-

1 9 2 4 1 . F u rt h er m or e, t h e n e e d f or t e sti n g of c o- cir c ul ati n g i nf e cti o n s i n s e v er al Af ri c a n c o u nt ri e s a n d t h e

b ur d e n t hi s pl a c e s o n t h e h e alt h c a r e s y st e m h a v e b e e n p oi nt e d o ut 7 . Gr o u p t e sti n g h a s r e c ei v e d a s ur g e i n

i nt er e st i n t h e r e s e ar c h c o m m u nit y d uri n g t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c. Yet, i m pl e m e nt ati o n s of g r o u p t e sti n g

ar e f e w a n d f ar b et w e e n a n d ar e m ai nl y li mit e d t o cl a s si c al D orf m a n t e sti n g d e s pit e gr o u p t e sti n g h a vi n g
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m u c h l a r g er p ot e nti al t h a n i s c urr e ntl y e x pl oit e d wit hi n i nf e cti o u s di s e a s e s. I n o ur w or k w e ai m e d t o m a k e

t h e u pt a k e of g r o u p t e sti n g i n cli ni c al pr a cti c e e a si e r. B e y o n d d e v el o pi n g cl e ar p at h w a y s t o g o fr o m t h e or y

a n d c o m p ut ati o n al e x p eri m e nt s t o i n vitr o v ali d ati o n a n d fi n all y p r a cti c al a p pli c ati o n, p oli c y m a k e r s al s o

n e e d ot h er i nf or m ati o n a n d i n c e nti v e s f or i m pl e m e nti n g g r o u p t e sti n g. Cl e ar y et al. 2 0 8 , Br a ult et al. 2 4 2 ,

a n d Y u et al. 2 4 3 all e sti m at e t h e b e n e fit of gr o u p t e sti n g d uri n g p a n d e mi c s, m o d eli n g t h e vir al l o a d of

i nf e ct e d i n di vi d u al s a n d pr o vi di n g r e s ult s f o r e x p e ct e d gr o u p t e sti n g b e n e fit s d uri n g di ff e r e nt st a g e s of a

p a n d e mi c. Z h a n g a n d H e at h 2 4 4 f urt h e r c o n si d er c o nt a ct n et w or k s a m o n g i n di vi d u al s i n a p o p ul ati o n. All

of t hi s r e s e ar c h i s v al u a bl e, b ut t h e e v al u at e d t e sti n g d e si g n s a r e still oft e nti m e s li mit e d. A n e x pl o r ati o n of

m or e v ari e d gr o u p t e sti n g d e si g n s will b e b e n e fi ci al i n pr o vi di n g m or e i nf or m ati o n i nt o t h e o pti m al gr o u p

t e sti n g str at e g y u n d er v ari o u s pr a cti c al c o n si d e r ati o n s, c o n str ai nt s, a n d g o al s. F urt h e r m o r e, o nl y Cl e ar y

et al. 2 0 8 c o n si d er p r e v al e n c e e sti m ati o n, a n d wit h p ot e nti all y u n r e ali sti c gr o u p si z e s. M or e r e s e ar c h h a s t o

b e d e v ot e d t o h o w e ff e cti v e pr e v al e n c e e sti m ati o n c a n h el p d uri n g a p a n d e mi c, h o w w e c a n s a v e c o st s, a n d

w h at t h e b e st str at e g y i s i n di ff er e nt sit u ati o n s. A c e ntr al q u e sti o n t h at c a n b e a d d r e s s e d b y si m ul ati o n s i s

t h at of h o w pr e v al e n c e t e sti n g wit h s u b s e q u e nt pr e v al e n c e b a s e d i nt e r v e nti o n s c a n l o w e r t h e o v e r all s pr e a d of

a n i nf e cti o u s di s e a s e. T hi s i s tr u e e s p e ci all y aft er t h e C o vi d- 1 9 p a n d e mi c, a s w e g ai n e d m a n y n o v el i n si g ht s

i nt o di ff er e nt i nf e cti o n c o ntr ol m e a s ur e s 2 4 5 . P ot e nti all y, i d e nti fi c ati o n at t h e s a m e ti m e a s e sti m ati o n m a y

bri n g a l ot of b e n e fit s. I b eli e v e a rr a y t e sti n g i s a g r e at c a n di d at e f or s u c h a n a p p r o a c h. H o w e v e r, m or e

r e s e ar c h i s r e q uir e d t o p r o vi d e a cl e a r v e r di ct h e r e. F urt h e r m o r e, pr e v al e n c e e sti m ati o n n e c e s s aril y n e e d s

t o b e c o m bi n e d wit h t h e i d e nti fi c ati o n of p o siti v e s a m pl e s, w hi c h i n t ur n r e q ui r e s t h e di s c u s si o n of et hi c al

c o n c er n s ar o u n d f al s e p o siti v e i d e nti fi c ati o n s. A d dr e s si n g t h e s e c o n c e r n s will b e c e ntr al g oi n g f or w ar d, a n d

i n- d e pt h r e s e a r c h of g r o u p t e sti n g str at e gi e s b ot h f or e sti m ati o n of p r e v al e n c e a n d i d e nti fi c ati o n of p o siti v e

s a m pl e s c a n c o n vi n c e p oli c y m a k e r s t o i niti at e t h e s e e s s e nti al di s c u s si o n s g oi n g f or w ar d.

T h e f o c u s i n gr o u p t e sti n g r e s e a r c h s h o ul d t h e r ef o r e cl e arl y b e o n d ri vi n g it t o w ar d s e ff e cti v e a p pli c ati o n.

N o n et h el e s s, t h e r e i s still r o o m f or d e si g n i m pr o v e m e nt s. I n o ur w o r k, w e a d dr e s s e d t h e i d e nti fi c ati o n of

p o siti v e s a m pl e s i n g r o u p t e sti n g u si n g Ct v al u e s i n st e a d of bi n ar y t e st o ut c o m e s. B e y o n d t e sti n g f o r i nf e cti o u s

di s e a s e s u si n g n o n- bi n ar y t e st o ut c o m e s m a y h a v e ot h e r a p pli c ati o n s a s w ell. Z a b eti et al. 2 4 6 r e ali z e d t h e

si mil a rit y of t h e pr o bl e m of i d e ntif yi n g S N P s c o nf er ri n g a nti bi oti c r e si st a n c e t o g r o u p t e sti n g. H er e, t h e

t e sti n g m at ri x i n di c at e s w h et h er a gi v e n b a ct eri al st r ai n c ar ri e s a S N P a n d t h e t e st o ut c o m e s a r e w h et h er o r

n ot a str ai n i s r e si st a nt. I m p ort a ntl y, mi ni m u m i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n s, a m e a s ur e of t h e l e v el of a nti bi oti c

r e si st a n c e a b a ct eri u m di s pl a y s, ar e l o g arit h mi c m e a s ur e s. H e n c e, it i s wit hi n t h e r e al m of p o s si biliti e s t o

a p pl y gt M A P t o t hi s p r o bl e m wit h o nl y sli g ht m o di fi c ati o n s. T hi s m a y pr o vi d e i nf o r m ati o n a b o ut r e si st a n c e

c arr yi n g S N P s a n d wit h s o m e m o di fi c ati o n s p o s si bl y e v e n t h e a m o u nt b y w hi c h r e si st a n c e i s c o nf err e d b y
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t h e s e S N P s. F u rt h er m or e, t h er e i s still p ot e nti al f o r i m p r o vi n g t h e d e c o di n g m et h o d s u s e d. R e s e a r c h er s h a v e

pr e vi o u sl y a d d r e s s e d h o w c o nt a ct str u ct ur e s s h o ul d b e c o n si d e r e d i n g r o u p t e sti n g 2 4 4 . O n e c o ul d t a k e t hi s

i nf or m ati o n f urt h er a n d i n cl u d e pr o xi e s f or c o nt a ct pr o b a bilit y i n t h e d e c o di n g p r o c e s s, w h er e hi g h e r c o nt a ct

pr o b a bilit y w o ul d i m pl y hi g h er li k eli h o o d of b ot h s a m pl e s b ei n g i nf e ct e d si m ult a n e o u sl y. I m p o rt a ntl y, t h e

d e c o di n g pr o c e s s i s n ot t h e o nl y pl a c e w h er e t h e q u a ntit ati v e n at ur e of Ct v al u e s s h o ul d b e c o n si d e r e d. T h e

d e si g n m atri x M c a n b e m o di fi e d t o i n cl u d e di ff er e nt pr o p orti o n s of di ff er e nt s a m pl e s. Cl e v erl y d e si g n e d,

s u c h a m atri x c o ul d c o nt ai n e ntri e s t h at gr o w q u a d r ati c all y ( d u e t o t h e l o g a rit h mi c r el ati o n of Ct v al u e s

t o vir al l o a d), i. e. eit h er o n e, t w o, f o ur, or ei g ht p a rt s of o n e s a m pl e a r e e nt e r e d i nt o a p o ol. B e y o n d a n

i niti al d e si g n, s u c h a n a p pr o a c h w o ul d of c o u r s e al s o n e e d t o b e v ali d at e d i n vit r o, e s p e ci all y d u e t o it s hi g h er

d e m a n d s o n t h e p r e ci s e s plitti n g of s a m pl e s. N o n et h el e s s, I b eli e v e t h at a n i n v e sti g ati o n i n t hi s ar e a w o ul d

pr o vi d e v al u a bl e i n si g ht s. I nf er ri n g i n di vi d u al Ct v al u e s ( a n d b y e xt e n si o n vir al l o a d s) d uri n g t h e d e c o di n g

pr o c e s s c a n h a v e y et a n ot h er b e n e fit. T h e di stri b uti o n of vir al l o a d s i n a p o p ul ati o n v a ri e s o v er t h e c o u r s e

of a p a n d e mi c 2 0 8 . I nf or m ati o n o n i n di vi d u al Ct v al u e s c o ul d t h er e b y i nf or m u s o n t h e c ur r e nt st at e of a n

o ut br e a k i n t h e a r e a w e ar e i n v e sti g ati n g a n d c o ul d r e v e al w h et h er t h e i n ci d e n c e i s ri si n g o r f alli n g. T hi s i n

t ur n c a n pr o vi d e i nf or m ati o n f o r r e s o ur c e all o c ati o n, w h e r e m or e r e s o ur c e s s h o ul d b e di v ert e d t o w ar d s ar e a s

wit h ri si n g i n ci d e n c e r at e s.

C o n cl u si o n

I n t hi s t h e si s, I h a v e e x pl o r e d t h e t h e m e s of hi g h r e s ol uti o n t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n i n m et a g e n o mi c s a n d

t h e u s e of g r o u p t e sti n g f or r e s o ur c e s a vi n g i d e nti fi c ati o n of i nf e ct e d i n di vi d u al s a s w ell a s f o r pr e v al e n c e

e sti m ati o n. I d e v el o p e d m ulti pl e n o v el m et h o d s a d d r e s si n g c urr e nt i s s u e s fr o m n e w a n gl e s. T h e m et h o d s

d e v el o p e d h er ei n c a n b e e m pl o y e d t o g ai n n e w i n si g ht s i nt o mi c r o bi o m e s a n d h el p i n e ff e cti v el y c ur bi n g

t h e s pr e a d of i nf e cti o u s di s e a s e s. S ur v eill a n c e of s pr e a di n g i nf e cti o u s di s e a s e s will pl a y a n e s s e nti al p art i n

pr ot e cti n g h u m a n h e alt h i n o ur hi g hl y c o n n e ct e d w orl d. Alt o g et h er, t h e d e v el o p e d m et h o d s l a y a st r o n g

f o u n d ati o n f o r f ut u r e r e s e a r c h t h at o p e n s u p n e w a v e n u e s i n s ur v eill a n c e a n d p u bli c h e alt h.
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niti o n f or pr o k a r y ot e s. P r o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s , 1 0 2( 7): 2 5 6 7 – 2 5 7 2, 2 0 0 5.

[ 4 4] J u a n J Q u er e d a, Al v ar o M o r ó n- G a r cı́ a, C a rl a P al a ci o s- G o r b a, C h a rl ott e D e s s a u x, Fr a n ci s c o G a r cı́ a-

d el P o rtill o, M Gr a ci el a P u c ci ar elli, a n d Al v ar o D Ort e g a. P at h o g e ni cit y a n d vir ul e n c e of li st eri a

m o n o c yt o g e n e s: A t ri p fr o m e n vi r o n m e nt al t o m e di c al mi c r o bi ol o g y. Vi r ul e n c e , 1 2( 1): 2 5 0 9 – 2 5 4 5, 2 0 2 1.

[ 4 5] I n- G e ol C h oi a n d S u n g- H o u Ki m. Gl o b al e xt e nt of h ori z o nt al g e n e t r a n sf e r. P r o c e e di n g s of t h e N ati o n al

A c a d e m y of S ci e n c e s , 1 0 4( 1 1): 4 4 8 9 – 4 4 9 4, 2 0 0 7.

[ 4 6] S a nti a g o R e d o n d o- S al v o, R a úl Fe r n á n d e z- L ó p e z, R a úl R ui z, L ui s Vi el v a, M a rı́ a d e T o r o, E d u ar d o P C

R o c h a, M Pil ar G ar cill á n- B a r ci a, a n d Fer n a n d o d e l a Cr u z. P at h w a y s f o r h o ri z o nt al g e n e t r a n sf e r i n

b a ct eri a r e v e al e d b y a gl o b al m a p of t h eir pl a s mi d s. N at u r e c o m m u ni c ati o n s , 1 1( 1): 3 6 0 2, 2 0 2 0.

[ 4 7] Tell e a s h a L Gr e a y, Al e x a n d e r W G oft o n, Ali r e z a Z a h e di, A n dr e a P a p ari ni, K at hr y n L Li n g e, C y nt hi a A

J oll, a n d U n a M R y a n. E v al u ati o n of 1 6 s n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g of h y p e r v a ri a bl e r e gi o n 4 i n

w a st e w at er s a m pl e s: A n u n s uit a bl e a p pr o a c h f or b a ct e ri al e nt eri c p at h o g e n i d e nti fi c ati o n. S ci e n c e of

t h e t ot al e n vi r o n m e nt, 6 7 0: 1 1 1 1 – 1 1 2 4, 2 0 1 9.

[ 4 8] J e r al d C o n r a d I b al, H u y Q u a n g P h a m, C h a n g E o n P a r k, a n d J a e- H o S hi n. I nf or m ati o n a b o ut v ari ati o n s

i n m ulti pl e c o pi e s of b a ct e ri al 1 6 s rr n a g e n e s m a y ai d i n s p e ci e s i d e nti fi c ati o n. P L o S O n e , 1 4( 2):

e 0 2 1 2 0 9 0, 2 0 1 9.

[ 4 9] J u a n J o v el, J or d a n P att er s o n, Wei w ei W a n g, N a o mi H ott e, S a n d r a O’ K e ef e, Tr o y Mit c h el, Tr o y P e rr y,

Di n a K a o, A n dr e w L M a s o n, K a r e n L M a d s e n, et al. C h ar a ct eri z ati o n of t h e g ut mi c r o bi o m e u si n g 1 6 s

or s h ot g u n m et a g e n o mi c s. Fr o nti e r s i n mi c r o bi ol o g y , 7: 4 5 9, 2 0 1 6.

[ 5 0] L e o ni d C hi n d el e vit c h, Elit a J a u n ei k ait e, Ni c ol e E W h e el e r, K a si m All el, B e d e Y a w A n siri- A s af o a k a a,

Wir e k o A A w u a h, D e ni s C B a u e r, St e p h a n B ei s k e n, K a r a F a n, G a r y Gr a nt, et al. A p pl yi n g d at a

t e c h n ol o gi e s t o c o m b at a m r: c ur r e nt st at u s, c h all e n g e s, a n d o p p o rt u niti e s o n t h e w a y f or w ar d. a r Xi v

p r e p ri nt a r Xi v: 2 2 0 8. 0 4 6 8 3 , 2 0 2 2.

[ 5 1] A b o ut o n e h e alt h. U R L h t t p s : / / w w w .c d c .g o v / o n e - h e a l t h / a b o u t / i n d e x .h t m l . A c c e s s e d: 3 0- 0 9- 2 0 2 4.

[ 5 2] K at a rii n a M M P ä r n ä n e n, C a rl o s N ar ci s o- d a R o c h a, D a vi d K n ei s, T h o m a s U B e r e n d o n k, D a mi a n o

C a c a c e, T hi T h u y D o, C h ri sti a n El p e r s, D e s p o F att a- K a s si n o s, I s a b el H e n ri q u e s, T h o m a s J a e g er, et al.

A nti bi oti c r e si st a n c e i n e ur o p e a n w a st e w at er t r e at m e nt pl a nt s mirr or s t h e p att er n of cli ni c al a nti bi oti c

r e si st a n c e pr e v al e n c e. S ci e n c e a d v a n c e s , 5( 3): e a a u 9 1 2 4, 2 0 1 9.

https://www.cdc.gov/one-health/about/index.html
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[ 5 3] A ntti K ar k m a n, F a n n y B er gl u n d, C arl- Fr e dri k Fl a c h, E ri k K ri sti a n s s o n, a n d D G J o a ki m L ar s s o n.

Pr e di cti n g cli ni c al r e si st a n c e pr e v al e n c e u si n g s e w a g e m et a g e n o mi c d at a. C o m m u ni c ati o n s Bi ol o g y , 3

( 1): 7 1 1, 2 0 2 0.

[ 5 4] P atri c k M u n k, C h ri sti a n B ri n c h, Fr e d eri k D u u s M øll er, T h o m a s N P et er s e n, R e n e S H e n d ri k s e n,

A n n e M ett e S e yf art h, J ett e S Kj el d g a a r d, C h ri sti n a A a b y S v e n d s e n, Br a m v a n B u n ni k, F a n n y

B er gl u n d, et al. G e n o mi c a n al y si s of s e w a g e f r o m 1 0 1 c o u ntri e s r e v e al s gl o b al l a n d s c a p e of a nti mi-

cr o bi al r e si st a n c e. N at u r e C o m m u ni c ati o n s , 1 3( 1): 7 2 5 1, 2 0 2 2.

[ 5 5] O n e H e alt h Tr u st.  R e si st a n c e m a p, 2 0 2 4.  U R L h t t p s : / / r e s i s t a n c e m a p .o n e h e a l t h t r u s t .o r g /

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e .p h p .

[ 5 6] Fi nl a y M a g ui r e, B a of e n g Ji a, Kri st e n L G r a y, Wi n g Yi n Ve n u s L a u, R o b ert G B ei k o, a n d Fi o n a S L

Bri n k m a n. M et a g e n o m e- a s s e m bl e d g e n o m e bi n ni n g m et h o d s wit h s h ort r e a d s di s p r o p orti o n at el y f ail

f or pl a s mi d s a n d g e n o mi c i sl a n d s. Mi c r o bi al g e n o mi c s , 6( 1 0): e 0 0 0 4 3 6, 2 0 2 0.

[ 5 7] Hi r o k a z u Y a n o, M a s a ki S hi nt a ni, M a s a r u T o mit a, H a r u o S u z u ki, a n d T a k u O s hi m a. R e c o n si d e ri n g

pl a s mi d m ai nt e n a n c e f a ct or s f or c o m p ut ati o n al pl a s mi d d e si g n. C o m p ut ati o n al a n d St r u ct u r al Bi ot e c h-

n ol o g y J o u r n al , 1 7: 7 0 – 8 1, 2 0 1 9.

[ 5 8] P atri ci a M C H uij b er s, C a rl- Fr e dri k Fl a c h, a n d D G J o a ki m L ar s s o n. A c o n c e pt u al fr a m e w o r k f or t h e

e n vir o n m e nt al s ur v eill a n c e of a nti bi oti c s a n d a nti bi oti c r e si st a n c e. E n vi r o n m e nt i nt e r n ati o n al , 1 3 0:

1 0 4 8 8 0, 2 0 1 9.

[ 5 9] A b b y P D o u gl a s, C a r oli n e M ar s h all, S ar a h L B ai n e s, D a vi d Rit c hi e, J e ff S z e r, Vi ct o ri a M a di g a n,

Hi u T at C h a n, S u s a n A B all a r d, B e nj a mi n P H o w d e n, Kir st y B ui si n g, et al. Utili zi n g g e n o mi c a n al y s e s

t o i n v e sti g at e t h e fir st o ut br e a k of v a n a v a n c o m y ci n-r e si st a nt e nt er o c o c c u s i n a u str ali a wit h e m er g e n c e

of d a pt o m y ci n n o n- s u s c e pti bilit y. J o u r n al of M e di c al Mi c r o bi ol o g y , 6 8( 3): 3 0 3 – 3 0 8, 2 0 1 9.

[ 6 0] R y a n C J o h n s o n, Cl a y D e mi n g, S e a n C o nl a n, C a r oli n e J Z ell m er, A n g el a V Mi c h eli n, S hi h Q u e e n L e e-

Li n, P a m el a J T h o m a s, M or g a n P ar k, R e b e c c a A Wei n g art e n, J o h n L e s s, et al. I n v e sti g ati o n of a

cl u st er of s p hi n g o m o n a s k or e e n si s i nf e cti o n s. N e w E n gl a n d J o u r n al of M e di ci n e , 3 7 9( 2 6): 2 5 2 9 – 2 5 3 9,

2 0 1 8.

[ 6 1] Bri a n D O n d o v, T o d d J Tr e a n g e n, P áll M el st e d, A d a m B M all o n e e, Ni c h ol a s H B er g m a n, S e r g e y

K or e n, a n d A d a m M P hilli p p y. M a s h: f a st g e n o m e a n d m et a g e n o m e di st a n c e e sti m ati o n u si n g mi n h a s h.

G e n o m e bi ol o g y , 1 7: 1 – 1 4, 2 0 1 6.

https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php
https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php
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[ 6 2] C h a rl e s Y C hi u a n d St e v e n A Mill er. Cli ni c al m et a g e n o mi c s. N at u r e R e vi e w s G e n eti c s , 2 0( 6): 3 4 1 – 3 5 5,

2 0 1 9.

[ 6 3] K e r n R ei C h n g, C h e n h a o Li, D e ni s B e rt r a n d, A m a n d a H ui Qi N g, J u n m ei S a m a nt h a K w a h, H w e e M e n g

L o w, C h e n g x u a n T o n g, M a a n a s a N atr aj a n, Mi c h a el H o n gji e Z h a n g, Li c h e n g X u, et al. C art o gr a p h y

of o p p ort u ni sti c p at h o g e n s a n d a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s i n a t e rti a r y h o s pit al e n vir o n m e nt. N at u r e

m e di ci n e , 2 6( 6): 9 4 1 – 9 5 1, 2 0 2 0.

[ 6 4] M a rti n C J M ai d e n. M ultil o c u s s e q u e n c e t y pi n g of b a ct e ri a. A n n u. R e v. Mi c r o bi ol. , 6 0: 5 6 1 – 5 8 8, 2 0 0 6.

[ 6 5] K A J oll e y, J K al m u s o v a, E J Feil, S G u pt a, M M u sil e k, P Kri z, a n d M C J M ai d e n. C a rri e d m e ni n g o c o c ci

i n t h e c z e c h r e p u bli c: a di v er s e r e c o m bi ni n g p o p ul ati o n. J o u r n al of cli ni c al mi c r o bi ol o g y , 3 8( 1 2): 4 4 9 2 –

4 4 9 8, 2 0 0 0.

[ 6 6] Wi e g er L H o m a n, D a vi d Tri b e, Si m o n e P o z n a n s ki, M ei Li, G e o ff H o g g, E mil e S p al b u r g, J a n D A

V a n E m b d e n, a n d R o b J L Will e m s. M ultil o c u s s e q u e n c e t y pi n g s c h e m e f or e nt e r o c o c c u s f a e ci u m.

J o u r n al of cli ni c al mi c r o bi ol o g y , 4 0( 6): 1 9 6 3 – 1 9 7 1, 2 0 0 2.

[ 6 7] E d w a r d J Feil, J e s si c a E C o o p e r, H aj o G r u n d m a n n, D A s hl e y R o bi n s o n, M ar k C E nri g ht, T o n y

B er e n dt, S h ar o n J P e a c o c k, J o h n M a y n a r d S mit h, Mi c h a el M u r p h y, Bri a n G S p r att, et al. H o w

cl o n al i s st a p h yl o c o c c u s a ur e u s ? J o u r n al of b a ct e ri ol o g y , 1 8 5( 1 1): 3 3 0 7 – 3 3 1 6, 2 0 0 3.

[ 6 8] A P J o h n s o n, C L S h e p p ar d, S J H a r n ett, A Bi rtl e s, Ti m ot h y H a rri s o n, N P Br e n w al d, M J Gill,

R A W al k er, D M Li v er m or e, a n d R C G e or g e. E m er g e n c e of a fl u or o q ui n ol o n e-r e si st a nt st r ai n of st r e p-

t o c o c c u s p n e u m o ni a e i n e n gl a n d. J o u r n al of A nti mi c r o bi al C h e m ot h e r a p y , 5 2( 6): 9 5 3 – 9 6 0, 2 0 0 3.

[ 6 9] E d m o n d J B yr n e s III, We nj u n Li, Y o n at h a n L e wit, H a n s o n g M a, K e r sti n V o el z, Pi n g R e n, D e e A

C art er, Vi s h n u C h at u r v e di, R o b ert J Bil df ell, R o bi n C M a y, et al. E m e r g e n c e a n d p at h o g e ni cit y of

hi g hl y vi r ul e nt cr y pt o c o c c u s g attii g e n ot y p e s i n t h e n ort h w e st u nit e d st at e s. P L o S p at h o g e n s , 6( 4):

e 1 0 0 0 8 5 0, 2 0 1 0.

[ 7 0] I z a b el Cri sti n a V a n z at o P al a z z o, A Pit o n d o- Sil v a, C a rl o s E L e v y, a n d A L d a C o st a D a ri ni. C h a n g e s i n

v a n c o m y ci n- r e si st a nt e nt e r o c o c c u s f a e ci u m c a u si n g o ut br e a k s i n b r a zil. J o u r n al of H o s pit al I nf e cti o n ,

7 9( 1): 7 0 – 7 4, 2 0 1 1.

[ 7 1] Ott o G V a n d e r k o oi, D ei r dr e L C h ur c h, J u d y M a c D o n al d, Fr a n zi s k a Z u c ol, a n d J a m e s D K ell n e r.

C o m m u nit y- b a s e d o ut br e a k s i n v ul n er a bl e p o p ul ati o n s of i n v a si v e i nf e cti o n s c a u s e d b y st r e pt o c o c c u s

p n e u m o ni a e s er ot y p e s 5 a n d 8 i n c al g ar y, c a n a d a. Pl o S o n e , 6( 1 2): e 2 8 5 4 7, 2 0 1 1.
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[ 7 2] C a ri n a Br e h o n y, K eit h A J oll e y, a n d M arti n C J M ai d e n. M ultil o c u s s e q u e n c e t y pi n g f o r gl o b al s u r v eil-

l a n c e of m e ni n g o c o c c al di s e a s e. F E M S mi c r o bi ol o g y r e vi e w s , 3 1( 1): 1 5 – 2 6, 2 0 0 7.

[ 7 3] C a r oli n e L Tr ott er, M a n o s r e e C h a n d r a, R o s a C a n o, A m p ar o L a rr a uri, M a r y E R a m s a y, C a ri n a Br e h o n y,

K eit h A J oll e y, M a rti n C J M ai d e n, Si gri d H e u b er g er, a n d M att hi a s Fr o s c h. A s ur v eill a n c e n et w or k f or

m e ni n g o c o c c al di s e a s e i n e ur o p e. F E M S mi c r o bi ol o g y r e vi e w s , 3 1( 1): 2 7 – 3 6, 2 0 0 7.

[ 7 4] K eit h A J oll e y, J a m e s E Br a y, a n d M arti n C J M ai d e n. O p e n- a c c e s s b a ct eri al p o p ul ati o n g e n o mi c s:

Bi g s d b s oft w a r e, t h e p u b ml st. o r g w e b sit e a n d t h eir a p pli c ati o n s. W ell c o m e o p e n r e s e a r c h , 3, 2 0 1 8.

[ 7 5] C hri st o p h e r Q ui n c e, T o m O D el m o nt, S é b a sti e n R a g ui d e a u, J o h a n n e s Al n e b er g, A ar o n E D arli n g,

G a vi n C olli n s, a n d A M ur at Er e n.  D e s m a n: a n e w t o ol f or d e n o v o e xtr a cti o n of st r ai n s fr o m

m et a g e n o m e s. G e n o m e bi ol o g y , 1 8: 1 – 2 2, 2 0 1 7.

[ 7 6] C h e n g w ei L u o, R o b K ni g ht, H eli Silj a n d er, Mi k a el K ni p, R a m ni k J X a vi e r, a n d Dir k G e v er s. C o n str ai n s

i d e nti fi e s mi cr o bi al str ai n s i n m et a g e n o mi c d at a s et s. N at u r e bi ot e c h n ol o g y , 3 3( 1 0): 1 0 4 5 – 1 0 5 2, 2 0 1 5.

[ 7 7] Ni c ol a S e g at a, L e vi W al d r o n, A n n ali s a B all a ri ni, V a g h e e s h N ar a si m h a n, Oli vi e r J o u s s o n, a n d C urti s

H utt e n h o w er. M et a g e n o mi c mi cr o bi al c o m m u nit y pr o fili n g u si n g u ni q u e cl a d e- s p e ci fi c m a r k er g e n e s.

N at u r e m et h o d s , 9( 8): 8 1 1 – 8 1 4, 2 0 1 2.

[ 7 8] S e r gi o P uli d o- T a m a y o, A mi n a el S á n c h e z- R o d rı́ g u e z, T o o n S wi n g s, B r a m V a n d e n B er g h, A k a n k s h a

D u b e y, H a n s St e e n a c k er s, J a n Mi c hi el s, J a n F o sti er, a n d K at hl e e n M ar c h al. Fr e q u e n c y- b a s e d h a pl ot y p e

r e c o n st r u cti o n fr o m d e e p s e q u e n ci n g d at a of b a ct eri al p o p ul ati o n s. N u cl ei c a ci d s r e s e a r c h , 4 3( 1 6): e 1 0 5 –

e 1 0 5, 2 0 1 5.

[ 7 9] S e r gi o A n dr e u- S á n c h e z, Li a n mi n C h e n, D a o mi n g W a n g, H a n n a h E A u g u stij n, Al e x a n d r a Z h er n a k o v a,

a n d Ji n g y u a n F u. A b e n c h m ar k of g e n eti c v a ri a nt c alli n g pi p eli n e s u si n g m et a g e n o mi c s h ort- r e a d

s e q u e n ci n g. Fr o nti e r s i n g e n eti c s , 1 2: 6 4 8 2 2 9, 2 0 2 1.

[ 8 0] B al a m ur u g a n J a g a d e e s a n, P et er G er n er- S mi dt, M ar c W All a r d, S é b a sti e n L e uill et, A n ett Wi n kl e r,

Yi n g h u a Xi a o, S a m u el C h a ffr o n, J o s V a n D e r V o s s e n, Sili n T a n g, Mit s ur u K at a s e, et al. T h e u s e of

n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g f or i m pr o vi n g f o o d s af et y: Tr a n sl ati o n i nt o pr a cti c e. F o o d mi c r o bi ol o g y , 7 9:

9 6 – 1 1 5, 2 0 1 9.

[ 8 1] C a rl o s V ali e nt e- M ull o r, B e at ri z B e a m u d, I v á n A n s a ri, C a rl o s Fr a n c é s- C u e st a, N e ri s G a r cı́ a- G o n z ál e z,

L o r e n a M ejı́ a, P a ul a R ui z- H u e s o, a n d Fer n a n d o G o n z ál e z- C a n d el a s. O n e i s n ot e n o u g h: o n t h e e ff e ct s of

r ef er e n c e g e n o m e f o r t h e m a p pi n g a n d s u b s e q u e nt a n al y s e s of s h o rt- r e a d s. P L o S c o m p ut ati o n al bi ol o g y ,

1 7( 1): e 1 0 0 8 6 7 8, 2 0 2 1.
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[ 8 2] D e rri c k E W o o d, J e n nif er L u, a n d B e n L a n g m e a d. I m p r o v e d m et a g e n o mi c a n al y si s wit h kr a k e n 2.

G e n o m e bi ol o g y , 2 0: 1 – 1 3, 2 0 1 9.

[ 8 3] M o r e n o Z olf o, A dri a n Tett, Oli vi e r J o u s s o n, Cl a u di o D o n ati, a n d Ni c ol a S e g at a. M et a ml st: m ulti-l o c u s

str ai n-l e v el b a ct e ri al t y pi n g fr o m m et a g e n o mi c s a m pl e s. N u cl ei c a ci d s r e s e a r c h , 4 5( 2): e 7 – e 7, 2 0 1 7.

[ 8 4] D a vi d e Al b a n e s e a n d Cl a u di o D o n ati. Str ai n pr o fili n g a n d e pi d e mi ol o g y of b a ct eri al s p e ci e s fr o m

m et a g e n o mi c s e q u e n ci n g. N at u r e c o m m u ni c ati o n s , 8( 1): 2 2 6 0, 2 0 1 7.

[ 8 5] D e rri c k E W o o d a n d St e v e n L S al z b e r g. K r a k e n: ult r af a st m et a g e n o mi c s e q u e n c e cl a s si fi c ati o n u si n g

e x a ct ali g n m e nt s. G e n o m e bi ol o g y , 1 5: 1 – 1 2, 2 0 1 4.

[ 8 6] Fl ori a n P Br eit wi e s er, D a ni el N B a k er, a n d St e v e n L S al z b er g. Kr a k e n u ni q: c o n fi d e nt a n d f a st m et a g e-

n o mi c s cl a s si fi c ati o n u si n g u ni q u e k- m er c o u nt s. G e n o m e bi ol o g y , 1 9: 1 – 1 0, 2 0 1 8.

[ 8 7] M e ri a m G u ellil, M ar c el K ell e r, J e n n a M Ditt m a r, S a r a h A I n s ki p, Cr ai g C e s sf o r d, A n u S ol ni k, T o o m a s

Ki vi sil d, M ait M et s p al u, J o h n E R o b b, a n d C h ri sti a n a L S c h ei b. A n i n v a si v e h a e m o p hil u s i n fl u e n z a e

s er ot y p e b i nf e cti o n i n a n a n gl o- s a x o n pl a g u e vi cti m. G e n o m e bi ol o g y , 2 3( 1): 2 2, 2 0 2 2.

[ 8 8] Z hi R u a n, S h e n g m ei Z o u, Z e y u W a n g, L u h a n Z h a n g, H a n gf ei C h e n, Y u y e W u, H ui qi o n g Ji a, M o-

h a m e d S D r a z, a n d Ye Fe n g. T o w ar d a c c u r at e di a g n o si s a n d s ur v eill a n c e of b a ct eri al i nf e cti o n s u si n g

e n h a n c e d st r ai n-l e v el m et a g e n o mi c n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g of i nf e ct e d b o d y fl ui d s. B ri e fi n g s i n

Bi oi nf o r m ati c s , 2 3( 2): b b a c 0 0 4, 2 0 2 2.

[ 8 9] L u c a s R v a n Dij k, Br u c e J W al k er, Ti m ot h y J St r a u b, C oli n J W o r b y, Al e x a n dr a G r ot e, H e nr y L

S c hr ei b er I V, C hri sti n e A n y a n si, A m y J Pi c k e ri n g, S c ott J H ult g r e n, A bi g ail L M a n s o n, et al. Str ai n g e:

a t o ol kit t o t r a c k a n d c h a r a ct eri z e l o w- a b u n d a n c e st r ai n s i n c o m pl e x mi cr o bi al c o m m u niti e s. G e n o m e

bi ol o g y , 2 3( 1): 7 4, 2 0 2 2.

[ 9 0] T a e- H y u k A h n, J u a nj u a n C h ai, a n d C h o n gl e P a n. Si g m a: str ai n-l e v el i nf e r e n c e of g e n o m e s fr o m

m et a g e n o mi c a n al y si s f o r bi o s ur v eill a n c e. Bi oi nf o r m ati c s , 3 1( 2): 1 7 0 – 1 7 7, 2 0 1 5.

[ 9 1] H e r ui Li a o, Y o n g xi n Ji, a n d Y a n ni S u n. Hi g h-r e s ol uti o n str ai n-l e v el mi c r o bi o m e c o m p o siti o n a n al y si s

fr o m s h o rt r e a d s. Mi c r o bi o m e , 1 1( 1): 1 8 3, 2 0 2 3.

[ 9 2] D a ni el N B a k e r a n d B e n L a n g m e a d. D a s hi n g: f a st a n d a c c ur at e g e n o mi c di st a n c e s wit h h y p erl o gl o g.

G e n o m e bi ol o g y , 2 0: 1 – 1 2, 2 0 1 9.

[ 9 3] T h e H u m a n Mi c r o bi o m e P r oj e ct C o n s orti u m. St r u ct ur e, f u n cti o n a n d di v e r sit y of t h e h e alt h y h u m a n

mi c r o bi o m e. n at u r e , 4 8 6( 7 4 0 2): 2 0 7 – 2 1 4, 2 0 1 2.
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[ 9 4] Gi u s e p p e L a n ci a. M at h e m ati c al pr o g r a m mi n g i n c o m p ut ati o n al bi ol o g y: a n a n n ot at e d bi bli o gr a p h y.

Al g o rit h m s , 1( 2): 1 0 0 – 1 2 9, 2 0 0 8.

[ 9 5] R o b e rt J. V a n d e r b ei. Li n e a r P r o g r a m mi n g: F o u n d ati o n s a n d E xt e n si o n s . S pri n g er N e w Y or k, N e w

Y or k, 2 0 1 3.

[ 9 6] Gi a c o m o Z a m b elli. Mi c h el e C o nf orti, G é r a r d C o r n u éj ol s. I nt e g e r P r o g r a m mi n g . S pri n g er C h a m,

S wit z erl a n d, 2 0 1 3. d oi: 1 0 .1 0 0 7 / 9 7 8- 3- 3 1 9- 1 1 0 0 8- 0.

[ 9 7] J Eri c k s o n. I nt e g e r p r o gr a m mi n g r e d u cti o n, 2 0 1 5.  U R L h t t p s : / / w e b .a r c h i v e .o r g / w e b /

2 0 1 5 0 5 1 8 0 7 2 9 4 6 / h t t p s : / / c o u r s e s .e n g r .i l l i n o i s .e d u / c s 4 9 8 d l 1 / s p 2 0 1 5 / s o l u t i o n s / h w 1 0 s o l .p d f .

[ 9 8] D a vi d G L u e n b er g er, Yi n y u Ye, et al. Li n e a r a n d n o nli n e a r p r o g r a m mi n g , v ol u m e 2. S pri n g er, 1 9 8 4.

[ 9 9] H a e- Y o u n g Ki m a n d Mi c h a el G H u d g e n s. T hr e e- di m e n si o n al ar r a y- b a s e d gr o u p t e sti n g al g orit h m s.

Bi o m et ri c s , 6 5( 3): 9 0 3 – 9 1 0, 2 0 0 9. d oi: htt p s: / / d oi.or g / 1 0 .1 1 1 1 /j .1 5 4 1- 0 4 2 0 .2 0 0 8 .0 1 1 5 8 .x.

[ 1 0 0] D e s m o n d C. O n g. St ati sti c s a n d a n al yti c s f or t h e s o ci al a n d c o m p uti n g s ci e n c e s, 2 0 2 2. U R L h t t p s :

/ / d e s m o n d - o n g .g i t h u b .i o / s t a t s - n o t e s / . A c c e s s e d: 3 0- 0 9- 2 0 2 4.

[ 1 0 1] A n a G u a s q u e a n d P at ri ci a B al b a str e. E v al u ati o n a n d c o m p ari s o n of i nt e g e r pr o gr a m mi n g s ol v er s f o r

h ar d r e al-ti m e s c h e d uli n g. I EI C E T R A N S A C TI O N S o n I nf o r m ati o n a n d S y st e m s , 1 0 5( 1 0): 1 7 2 6 – 1 7 3 3,

2 0 2 2.

[ 1 0 2] Ar n o L u p p ol d, D o mi ni c O e hl ert, a n d H ei k o F al k. E v al u ati n g t h e p erf o r m a n c e of s ol v e r s f or i nt e g er-

li n e ar pr o gr a m mi n g. Te c h ni c al r e p ort, 2 0 1 8.

[ 1 0 3] R o b e rt D orf m a n. T h e d et e cti o n of d ef e cti v e m e m b e r s of l ar g e p o p ul ati o n s. T h e A n n al s of M at h e m ati c al

St ati sti c s , 1 4( 4): 4 3 6 – 4 4 0, 1 9 4 3.

[ 1 0 4] N o a m S h e nt al, S hl o mi a L e v y, Ve r e d W u v s h et, S h o s h S k o r ni a k o v, B ar S h al e m, A n er Ott ol e n g hi, Y ari v

Gr e e n s h p a n, R a c h el St ei n b er g, A vi s h a y E dri, R o ni Gilli s, Mi c h al G ol d hi r s h, K h e n M o s c o vi ci, Si n ai

S a c hr e n, Lil a c h M. Fri e d m a n, Li o r N e s h e r, Y o n at S h e m er- A v ni, A n g el P o r g a d or, a n d T o m e r H e rt z.

E ffi ci e nt hi g h-t hr o u g h p ut s ar s- c o v- 2 t e sti n g t o d et e ct a s y m pt o m ati c c arri e r s. S ci e n c e A d v a n c e s , 6( 3 7),

2 0 2 0. d oi: 1 0 .1 1 2 6 / s ci a d v .a b c 5 9 6 1.

[ 1 0 5] Ji n- T a e k S e o n g. Gr o u p t e sti n g- b a s e d r o b u st al g orit h m f or di a g n o si s of c o vi d- 1 9. Di a g n o sti c s , 1 0( 6):

3 9 6, 2 0 2 0. d oi: htt p s: / / d oi .or g / 1 0 .3 3 9 0 / di a g n o sti c s 1 0 0 6 0 3 9 6.

https://web.archive.org/web/20150518072946/https://courses.engr.illinois.edu/cs498dl1/sp2015/solutions/hw10sol.pdf
https://web.archive.org/web/20150518072946/https://courses.engr.illinois.edu/cs498dl1/sp2015/solutions/hw10sol.pdf
https://desmond-ong.github.io/stats-notes/
https://desmond-ong.github.io/stats-notes/
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[ 1 0 6] H a e- Y o u n g Ki m, Mi c h a el G H u d g e n s, J o n at h a n M Dr e yf u s s, D a ni el J We str ei c h, a n d C h ri st o p h er D

Pil c h er. C o m p a ri s o n of g r o u p t e sti n g al g orit h m s f or c a s e i d e nti fi c ati o n i n t h e pr e s e n c e of t e st err or.

Bi o m et ri c s , 6 3( 4): 1 1 5 2 – 1 1 6 3, 2 0 0 7. d oi: 1 0.1 1 1 1 /j .1 5 4 1- 0 4 2 0 .2 0 0 7 .0 0 8 1 7 .x.

[ 1 0 7] N o a m S h e nt al, A m n o n A mi r, a n d Or Z u k. I d e nti fi c ati o n of r ar e all el e s a n d t h ei r c a rri e r s u si n g c o m-

pr e s s e d s e( q u e) n si n g. N u cl ei c A ci d s R e s e a r c h , 3 8( 1 9): e 1 7 9 – e 1 7 9, 0 8 2 0 1 0. I S S N 0 3 0 5- 1 0 4 8. d oi:

1 0 .1 0 9 3 / n ar / g k q 6 7 5. U R L h t t p s : / / d o i .o r g / 1 0 .1 0 9 3 / n a r / g k q 6 7 5 .

[ 1 0 8] Mi c h a el T. G o o d ri c h, Mi k h ail J. At all a h, a n d R o b ert o T a m a s si a. I n d e xi n g i nf o r m ati o n f o r d at a f o r e n-

si c s. I n J o h n I o a n ni di s, A n g el o s K er o m yti s, a n d M oti Y u n g, e dit or s, A p pli e d C r y pt o g r a p h y a n d N et w o r k

S e c u rit y , p a g e s 2 0 6 – 2 2 1, B e rli n, H ei d el b e r g, 2 0 0 5. S pri n g er B e rli n H ei d el b er g. I S B N 9 7 8- 3- 5 4 0- 3 1 5 4 2- 1.

[ 1 0 9] M att h e w Al dri d g e, Oli v er J o h n s o n, a n d J o n at h a n S c a rl ett. G r o u p t e sti n g: A n i nf or m ati o n t h e or y

p er s p e cti v e. F o u n d ati o n s a n d Tr e n d s ® i n C o m m u ni c ati o n s a n d I nf o r m ati o n T h e o r y, 1 5( 3- 4): 1 9 6 – 3 9 2,

2 0 1 9. d oi: 1 0 .1 5 6 1 / 0 1 0 0 0 0 0 0 9 9.

[ 1 1 0] Cl a u di o M Ver d u n, Ti m F u c h s, P a v ol H a r a r, D e n ni s El br ä c ht e r, D a vi d S Fi s c h er, J uli u s B er n e r, P hili p p

Gr o h s, F a bi a n J T h ei s, a n d Feli x K r a h m er. Gr o u p t e sti n g f o r s ar s- c o v- 2 all o w s f o r u p t o 1 0-f ol d

e ffi ci e n c y i n c r e a s e a cr o s s r e ali sti c s c e n ari o s a n d t e sti n g str at e gi e s. m e d R xi v , 2 0 2 0. d oi: 1 0.1 1 0 1 /

2 0 2 0 .0 4 .3 0 .2 0 0 8 5 2 9 0.

[ 1 1 1] M att h e w Al d ri d g e. C o n s er v ati v e t w o- st a g e gr o u p t e sti n g. a r Xi v , ar Xi v: 2 0 0 5. 0 6 6 1 7, 2 0 2 0.

[ 1 1 2] P a ul Fi s c h er, N or b e rt Kl a s n er, a n d I n g o We g e n er a. O n t h e c ut- o ff p oi nt f or c o m bi n at o ri al gr o u p t e sti n g.

Di s c r et e A p pli e d M at h e m ati c s , 9 1( 1- 3): 8 3 – 9 2, 1 9 9 9.

[ 1 1 3] M att h e w Al dri d g e. R at e s of a d a pti v e g r o u p t e sti n g i n t h e li n e ar r e gi m e. I n 2 0 1 9 I E E E i nt e r n ati o n al

s y m p o si u m o n i nf o r m ati o n t h e o r y (I SI T ) , p a g e s 2 3 6 – 2 4 0. I E E E, 2 0 1 9.

[ 1 1 4] M att h e w Al dri d g e. I n di vi d u al t e sti n g i s o pti m al f or n o n a d a pti v e gr o u p t e sti n g i n t h e li n e ar r e gi m e.

I E E E Tr a n s a cti o n s o n I nf o r m ati o n T h e o r y , 6 5( 4): 2 0 5 8 – 2 0 6 1, 2 0 1 8. d oi: 1 0.1 1 0 9 / TI T .2 0 1 8 .2 8 7 3 1 3 6.

[ 1 1 5] I d a n Yeli n, N o g a A h ar o n y, Ei n at S h a er T a m a r, A mir A r g o etti, E st h er M e s s er, Di n a B e r e n b a u m, Ei n at

S h afr a n, A r e e n K u zli, N a g h a m G a n d ali, O m er S h k e di, T a m ar H a s hi m s h o n y, Y a el M a n d el- G utfr e u n d,

Mi c h a el H al b ert h al, Y u v al G e ff e n, M or a n S z w ar c w ort- C o h e n, a n d R o y Ki s h o n y. E v al u ati o n of C O VI D-

1 9 R T- q P C R Te st i n M ulti s a m pl e P o ol s. Cli ni c al I nf e cti o u s Di s e a s e s , 2 0 2 0. d oi: 1 0.1 0 9 3 / ci d / ci a a 5 3 1.

[ 1 1 6] R o ni B e n- A mi, A g n e s Kl o c h e n dl e r, M at a n S ei d el, T al Si d o, Ori G ur el- G ur e vi c h, M or a n Y a s s o ur, Er a n

M e s h o r e r, Gil B e n e d e k, Irit F o g el, E st h e r Oi k ni n e- Dji a n, et al. L ar g e- s c al e i m pl e m e nt ati o n of p o ol e d

https://doi.org/10.1093/nar/gkq675


2 2 4 BI B LI O G R A P H Y

r n a e xtr a cti o n a n d rt- p cr f or s ar s- c o v- 2 d et e cti o n. Cli ni c al Mi c r o bi ol o g y a n d I nf e cti o n , 2 6( 9): 1 2 4 8 – 1 2 5 3,

2 0 2 0. d oi: htt p s: / / d oi .or g / 1 0 .1 0 1 6 /j .c mi .2 0 2 0 .0 6 .0 0 9.

[ 1 1 7] S o Ye o n Ki m, J a e h y e o n L e e, H e u n g s u p S u n g, H y u k mi n L e e, M y u n g G u k H a n, C h e o n K w o n Y o o,

S a n g W o n L e e, a n d Ki H o H o n g. P o oli n g u p p e r r e s pir at o r y s p e ci m e n s f o r r a pi d m a s s s c r e e ni n g of c o vi d-

1 9 b y r e al-ti m e rt- p c r. E m e r gi n g i nf e cti o u s di s e a s e s , 2 6( 1 0): 2 4 6 9, 2 0 2 0. d oi: 1 0.3 2 0 1 / ei d 2 6 1 0 .2 0 1 9 5 5.

[ 1 1 8] All e n C. B at e m a n, S h a n n a M u ell er, K yl e y G u e nt h e r, a n d P et e r S h ult. A s s e s si n g t h e dil uti o n e ff e ct

of s p e ci m e n p o oli n g o n t h e s e n siti vit y of s ar s- c o v- 2 p cr t e st s. J o u r n al of M e di c al Vi r ol o g y , 9 3( 3):

1 5 6 8 – 1 5 7 2, 2 0 2 0. d oi: 1 0 .1 0 0 2 /j m v .2 6 5 1 9.

[ 1 1 9] L e o n M ut e s a, P a ci fi q u e N di s hi m y e, Y v a n B ut er a, J a c o b S o u o p g ui, A n n ett e U wi n e z a, R o b ert R ut a yi si r e,

Ell a L ari s s a N d o ri ci m p a y e, E mil e M u s o ni, N a di n e R uj e ni, T hi e rr y N y at a n yi, et al. A p o ol e d t e sti n g

str at e g y f or i d e ntif yi n g s ar s- c o v- 2 at l o w pr e v al e n c e. N at u r e , p a g e s 1 – 8, 2 0 2 0. d oi: 1 0.1 0 3 8 / s 4 1 5 8 6-

0 2 0- 2 8 8 5- 5.

[ 1 2 0] Ni c ol a s T hi er r y- Mi e g. A n e w p o oli n g str at e g y f o r hi g h-t h r o u g h p ut s cr e e ni n g: t h e s hift e d tr a n s v e r s al

d e si g n. B M C bi oi nf o r m ati c s , 7( 1): 2 8, 2 0 0 6. d oi: 1 0.1 1 8 6 / 1 4 7 1- 2 1 0 5- 7- 2 8.

[ 1 2 1] C. L. C h a n, P. H. C h e, S. J a g gi, a n d V. S ali gr a m a. N o n- a d a pti v e pr o b a bili sti c gr o u p t e sti n g wit h

n oi s y m e a s ur e m e nt s: N e ar- o pti m al b o u n d s wit h e ffi ci e nt al g orit h m s. I n 2 0 1 1 4 9t h A n n u al All e r-

t o n C o nf e r e n c e o n C o m m u ni c ati o n, C o nt r ol, a n d C o m p uti n g ( All e rt o n ) , p a g e s 1 8 3 2 – 1 8 3 9, 2 0 1 1. d oi:

1 0 .1 1 0 9 / All ert o n .2 0 1 1 .6 1 2 0 3 9 1.

[ 1 2 2] S a b y a s a c hi G h o s h, Ri s hi A g a r w al, M o h a m m a d Ali R e h a n, S hr e y a P at h a k, Pr at y u s h A g ar w al, Y a s h

G u pt a, S a rt h a k C o n s ul, Ni m a y G u pt a, Rit e s h G o e n k a, Ajit R aj w a d e, et al. A c o m p r e s s e d s e n si n g

a p pr o a c h t o p o ol e d rt- p c r t e sti n g f or c o vi d- 1 9 d et e cti o n. I E E E O p e n J o u r n al of Si g n al P r o c e s si n g , 2:

2 4 8 – 2 6 4, 2 0 2 1.

[ 1 2 3] H si n- P o W a n g, R y a n G a b r y s, a n d Al e x a n d er V a r d y. Tr o pi c al gr o u p t e sti n g. I E E E Tr a n s a cti o n s o n

I nf o r m ati o n T h e o r y , 2 0 2 3.

[ 1 2 4] C h a nt al B F V o g el s, A n d er s o n F B rit o, A n n e L W ylli e, J o s e p h R F a u v er, I s a b el M Ott, C h a n e y C

K ali ni c h, M ar y E P et r o n e, Ar n a u C a s a n o v a s- M a s s a n a, M C at h eri n e M u e n k e r, A d a m J M o or e, et al.

A n al yti c al s e n siti vit y a n d e ffi ci e n c y c o m p a ri s o n s of s a r s- c o v- 2 rt – q p c r pri m e r – p r o b e s et s. N at u r e mi-

c r o bi ol o g y , 5( 1 0): 1 2 9 9 – 1 3 0 5, 2 0 2 0.

[ 1 2 5] D a vi d P Cl ar k a n d N a n ett e J P a z d er ni k. M ol e c ul a r bi ol o g y . El s e vi er, 2 0 1 2.
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[ 1 2 6] S a b y a s a c hi G h o s h, Ri s hi A g ar w al, M o h a m m a d Ali R e h a n, S h r e y a P at h a k, Pr at y u s h A g r a w al, Y a s h

G u pt a, S a rt h a k C o n s ul, Ni m a y G u pt a, Riti k a G o y al, Ajit R aj w a d e, et al. A c o m pr e s s e d s e n si n g

a p pr o a c h t o gr o u p-t e sti n g f or c o vi d- 1 9 d et e cti o n. a r Xi v , ar Xi v: 2 0 0 5. 0 7 8 9 5, 2 0 2 0.

[ 1 2 7] S o ni a N R a o, D a vi d e M a ni s s er o, Vi ct ori a R St e el e, a n d J o s e p P ar ej a. A n ar r ati v e s y st e m ati c r e vi e w of

t h e cli ni c al utilit y of c y cl e t h r e s h ol d v al u e s i n t h e c o nt e xt of c o vi d- 1 9. I nf e cti o u s di s e a s e s a n d t h e r a p y ,

p a g e s 1 – 1 4, 2 0 2 0. d oi: 1 0 .1 0 0 7 / s 4 0 1 2 1- 0 2 0- 0 0 3 2 4- 3.

[ 1 2 8] R e n a n L yr a Mir a n d a, Al e x a n dr o G ut err e s, C arl o s H e nri q u e d e A z e r e d o Li m a, P a ul o Ni e m e y er Fil h o,

a n d M ô ni c a R. G a d el h a. Mi si nt e r pr et ati o n of vir al l o a d i n c o vi d- 1 9 cli ni c al o ut c o m e s. Vi r u s R e s e a r c h ,

2 9 6: 1 9 8 3 4 0, 2 0 2 1. d oi: htt p s: / / d oi .o r g / 1 0 .1 0 1 6 /j .vir u s r e s .2 0 2 1 .1 9 8 3 4 0.

[ 1 2 9] K o k- Si o n g P o o n a n d N a n c y We n- Si m Te e. C a v e at s of R e p orti n g C y cl e T hr e s h ol d V al u e s fr o m S e-

v er e A c ut e R e s pir at or y S y n d r o m e C or o n a vir u s 2 ( S A R S- C o V- 2) Q u alit ati v e P ol y m er a s e C h ai n R e a c-

ti o n A s s a y s: A M ol e c ul ar Di a g n o sti c L a b o r at o r y P e r s p e cti v e. Cli ni c al I nf e cti o u s Di s e a s e s , 2 0 2 0. d oi:

1 0 .1 0 9 3 / ci d / ci a a 1 3 9 9.

[ 1 3 0] Q u e st Di a g n o sti c s I n c or p or at e d. S ar s- c o v- 2 r n a, q u alit ati v e r e al-ti m e rt- p cr (t e st c o d e 3 9 4 3 3), 2 0 2 3.

U R L h t t p s : / / w w w .f d a .g o v / m e d i a / 1 3 6 2 3 1 / d o w n l o a d .

[ 1 3 1] W. K. R ot h, M. P. B u s c h, A. S c h ull er, S. I s m a y, A. C h e n g, C. R. S e e d, C. J u n g b a u er, P. M. Mi n s k,

D. S o n d a g- T h ull, S. We n d el, J. E. L e vi, M. Fe ar o n, G. D el a g e, Y. Xi e, I. J u ki c, P. T u r e k, H. Ull u m,

V. Tef a n o v a, M. Til k, R. R ei m al, J. C a str e n, M. N a u k k ari n e n, A. A s s al, C. J or k, M. K. H o urf a r,

P. Mi c h el, R. O ff e r g el d, L. Pi c hl, M. S c h mi dt, V. S c h ott st e dt, E. S eifri e d, F. W a g n er, M. We b e r-

S c h e hl, C. P oliti s, C. K. Li n, W. C. T s oi, J. O’ Ri or d a n, A. G ott r ei c h, E. S hi n ar, V. Y a h al o m, C. Vel ati,

M. S at a k e, N. S a n a d, I. Si s e n e, A. H. B o n, M. K o p p el m a n n, P. Fl a n a g a n, O. Fl e sl a n d, E. B r oj er,

M. L et o w s k a, F. N a s ci m e nt o, E. Z hi b urt, S. S. C h u a, D. Te o, S. L e vi c ni k St e zi n ar, M. Ver m e ul e n,

R. R e d d y, Q. P a r k, E. C a st r o, A. Ei r a s, I. G o n z al e s Fr ail e, P. T orr e s, B. E k er m o, C. Ni e d e r h a u s er,

H. C h e n, S. O ot a, L. J. B r a nt, R. E gli n, L. J ar vi s, L. M o h a bir, J. B r o d s k y, G. F o st e r, C. J e n ni n g s,

E. N ot ari, S. Str a m er, D. K e s sl er, C. Hill y er, H. K a m el, L. K at z, C. T a yl or, S. P a n z er, a n d H. W.

R e e si n k. I nt er n ati o n al s ur v e y o n N A T t e sti n g of bl o o d d o n ati o n s: e x p a n di n g i m pl e m e nt ati o n a n d

yi el d f r o m 1 9 9 9 t o 2 0 0 9. V o x S a n g ui ni s , 1 0 2( 1): 8 2 – 9 0, 2 0 1 2. I S S N 0 0 4 2- 9 0 0 7. d oi: 1 0.1 1 1 1 /j .1 4 2 3-

0 4 1 0 .2 0 1 1 .0 1 5 0 6 .x.

[ 1 3 2] A nt o ni o A g uil er a, S ar a P er ei r a, A n a F u e nt e s, A d olf o d e S al a z ar, R o cı́ o Tr a st o y, D a ni el N a v ar r o,

C a mil a A Pi c c hi o, J e ffr e y V L a z a r u s, a n d Fe d eri c o G a r cı́ a. P o oli n g s a m pl e s f or h e p atiti s C R N A

https://www.fda.gov/media/136231/download
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d et e cti o n. T h e L a n c et G a st r o e nt e r ol o g y & H e p at ol o g y , 6( 8): 6 0 8 – 6 0 9, 2 0 2 1. I S S N 2 4 6 8- 1 2 5 3. d oi:

1 0 .1 0 1 6 / s 2 4 6 8- 1 2 5 3( 2 1) 0 0 2 1 7- x.

[ 1 3 3] A s hf a q A h m e d. C o vi d- 1 9: P a ki st a n st art s ‘ p o ol t e sti n g’ f or c or o n a vir u s i n a bi d t o e x p e dit e t h e

pr o c e s s. 2 0 2 0. U R L h t t p s : / / g u l f n e w s .c o m / w o r l d / a s i a / p a k i s t a n / c o v i d - 1 9 - p a k i s t a n - s t a r t s -

p o o l - t e s t i n g - f o r - c o r o n a v i r u s - i n - a - b i d - t o - e x p e d i t e - t h e - p r o c e s s - 1 .7 1 4 5 7 0 9 7 .

[ 1 3 4] Ni c ol ett a L a n e s e. W u h a n t e st e d milli o n s of p e o pl e f or c o vi d- 1 9 i n j u st d a y s. c o ul d u s citi e s d o t h e

s a m e ? 2 0 2 0. U R L h t t p s : / / w w w .l i v e s c i e n c e .c o m / p o o l e d - s a m p l i n g - c o v i d 1 9 - i n - w u h a n - a n d - u s -

c i t i e s .h t m l .

[ 1 3 5] L e o n M ut e s a. R w a n d a’ s c o vi d- 1 9 p o ol t e sti n g: a s a v v y o pti o n w h er e t h er e’ s l o w vi r al p r e v al e n c e.,

2 0 2 0.  U R L h t t p s : / / t h e c o n v e r s a t i o n .c o m / r w a n d a s - c o v i d - 1 9 - p o o l - t e s t i n g - a - s a v v y - o p t i o n -

w h e r e - t h e r e s - l o w - v i r a l - p r e v a l e n c e - 1 4 1 7 0 4 .

[ 1 3 6] K w a k S u n g- s u n. K or e a c o n si d er s t e sti n g p o ol e d s a m pl e s f or v ul n er a bl e gr o u p s, 2 0 2 0. U R L h t t p s :

/ / w w w .k o r e a b i o m e d .c o m / n e w s / a r t i c l e V i e w .h t m l ? i d x n o = 7 9 6 6 .

[ 1 3 7] P H E. St a n d a r d o p e r ati n g pr o c e d ur e: P o oli n g of a s y m pt o m ati c S A R S C O V- 2 C O VI D- 1 9 s a m pl e s

f or ( P C R / or ot h er) t e sti n g., 9 2 0 2 0. U R L h t t p s : / / w w w .e n g l a n d .n h s .u k / c o r o n a v i r u s / w p - c o n t e n t /

u p l o a d s / s i t e s / 5 2 / 2 0 2 0 / 0 9 / C 0 7 7 7 - s a m p l e - p o o l i n g - s o p - v 1 .p d f .

[ 1 3 8] C D C. I nt eri m G ui d a n c e f or U s e of P o oli n g Pr o c e d u r e s i n S A R S- C o V- 2 Di a g n o sti c, S cr e e ni n g, a n d

S ur v eill a n c e Te sti n g, 1 0 2 0 2 0. U R L h t t p s : / / w w w .c d c .g o v / c o r o n a v i r u s / 2 0 1 9 - n c o v / l a b / p o o l i n g -

p r o c e d u r e s .h t m l .

[ 1 3 9] Ki r sti n I Oli v eir a R o st er, St e p h e n M Ki s sl er, E n o m a O m o r e gi e, J a d e C W a n g, H ell y S A mi n, St e v e

Di L o n a r d o, S c ott H u g h e s, a n d Y o n at a n Gr a d. S ur v eill a n c e str at e gi e s f or t h e d et e cti o n of n e w S A R S-

C o V- 2 v ari a nt s a cr o s s e pi d e mi ol o gi c al c o nt e xt s. m e d R xi v , M a y 2 0 2 3. d oi: 1 0.1 1 0 1 / 2 0 2 3 .0 5 .0 9 .2 3 2 8 9 7 4 4.

[ 1 4 0] Al vi n X H a n, A m y T o p or o w s ki, Jili a n A S a c k s, M ar k D P er ki n s, S yl vi e B ri a n d, M ari a v a n K er k h o v e,

E m m a H a n n a y, S e r gi o C a r m o n a, Bill R o d ri g u e z, E d yt h P a r k er, et al. S A R S- C o V- 2 di a g n o sti c t e sti n g

r at e s d et e r mi n e t h e s e n siti vit y of g e n o mi c s ur v eill a n c e pr o g r a m s. N at u r e G e n eti c s , 5 5( 1): 2 6 – 3 3, 2 0 2 3.

d oi: 1 0 .1 0 3 8 / s 4 1 5 8 8- 0 2 2- 0 1 2 6 7- w.

[ 1 4 1] J a c q u eli n e M H u g h e s- Oli v er a n d Willi a m H S w all o w. A t w o- st a g e a d a pti v e gr o u p-t e sti n g pr o c e d ur e f o r

e sti m ati n g s m all p r o p orti o n s. J o u r n al of t h e A m e ri c a n St ati sti c al A s s o ci ati o n , 8 9( 4 2 7): 9 8 2 – 9 9 3, 1 9 9 4.

https://gulfnews.com/world/asia/pakistan/covid-19-pakistan-starts-pool-testing-for-coronavirus-in-a-bid-to-expedite-the-process-1.71457097
https://gulfnews.com/world/asia/pakistan/covid-19-pakistan-starts-pool-testing-for-coronavirus-in-a-bid-to-expedite-the-process-1.71457097
https://www.livescience.com/pooled-sampling-covid19-in-wuhan-and-us-cities.html
https://www.livescience.com/pooled-sampling-covid19-in-wuhan-and-us-cities.html
https://theconversation.com/rwandas-covid-19-pool-testing-a-savvy-option-where-theres-low-viral-prevalence-141704
https://theconversation.com/rwandas-covid-19-pool-testing-a-savvy-option-where-theres-low-viral-prevalence-141704
https://www.koreabiomed.com/news/articleView.html?idxno=7966
https://www.koreabiomed.com/news/articleView.html?idxno=7966
https://www.england.nhs.uk/coronavirus/wp-content/uploads/sites/52/2020/09/C0777-sample- pooling-sop-v1.pdf
https://www.england.nhs.uk/coronavirus/wp-content/uploads/sites/52/2020/09/C0777-sample- pooling-sop-v1.pdf
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/pooling-procedures.html
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/pooling-procedures.html
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[ 1 4 2] Prit h a G u h a, A pr ati m G u h a, a n d T at h a g at a B a n d y o p a d h y a y. A p pli c ati o n of p o ol e d t e sti n g i n e sti m at-

i n g t h e p r e v al e n c e of c o vi d- 1 9. H e alt h S e r vi c e s a n d O ut c o m e s R e s e a r c h M et h o d ol o g y , 2 2( 2): 1 6 3 – 1 9 1,

2 0 2 2.

[ 1 4 3] N g o c T N g u y e n, E br u K Bi s h, a n d D o u gl a s R Bi s h. O pti m al p o ol e d t e sti n g d e si g n f or pr e v al e n c e

e sti m ati o n u n d er r e s o ur c e c o n st r ai nt s. O m e g a , 1 0 5: 1 0 2 5 0 4, 2 0 2 1.

[ 1 4 4] M H u n g a n d Willi a m H S w all o w. R o b u st n e s s of gr o u p t e sti n g i n t h e e sti m ati o n of pr o p orti o n s. Bi o-

m et ri c s , 5 5( 1): 2 3 1 – 2 3 7, 1 9 9 9.

[ 1 4 5] J P M a rti n s, R S a nt o s, a n d M Fel g u eir a s. E sti m ati o n of pr e v al e n c e i n r ar e di s e a s e u si n g p o ol e d s a m pl e s.

I n J o u r n al of P h y si c s: C o nf e r e n c e S e ri e s , v ol u m e 1 5 6 4, p a g e 0 1 2 0 2 8. I O P P u bli s hi n g, 2 0 2 0.

[ 1 4 6] J o a o P a ul o M arti n s, Mi g u el Fel g u ei r a s, a n d R ui S a nt o s. E sti m ati o n t hr o u g h a rr a y- b a s e d gr o u p t e st s.

R E V S T A T- St ati sti c al J o u r n al , 1 5( 4): 4 8 7 – 5 0 0, 2 0 1 7.

[ 1 4 7] J o ã o P a ul o M a rti n s, R ui S a nt o s, a n d Mi g u el Fel g u ei r a s. A m a xi m u m li k eli h o o d e sti m at or f o r t h e

pr e v al e n c e r at e u si n g p o ol e d s a m pl e t e st s. I n T h e o r y a n d P r a cti c e of Ri s k A s s e s s m e nt: I C R A 5,

T o m a r, P o rt u g al, 2 0 1 3 , p a g e s 9 9 – 1 1 0. S pri n g er, 2 0 1 5.

[ 1 4 8] J o ã o P a ul o M a rti n s, Mi g u el Fel g u eir a s, a n d R ui S a nt o s. T h r e e- di m e n si o n al a rr a y- b a s e d g r o u p t e sti n g

al g orit h m s wit h o n e- st a g e. I n AI P C o nf e r e n c e P r o c e e di n g s , v ol u m e 1 7 0 2. AI P P u bli s hi n g, 2 0 1 5.

[ 1 4 9] M d S W ar a si, L a ur a L H u n g erf or d, a n d K e vi n L a h m er s. O pti mi zi n g p o ol e d t e sti n g f or e sti m ati n g t h e

pr e v al e n c e of m ulti pl e di s e a s e s. J o u r n al of A g ri c ult u r al, Bi ol o gi c al a n d E n vi r o n m e nt al St ati sti c s , 2 7( 4):

7 1 3 – 7 2 7, 2 0 2 2.

[ 1 5 0] M d S W ar a si, J o s h u a M Te b b s, C h ri st o p h er S M c M a h a n, a n d C h ri st o p h er R Bil d er. E sti m ati n g t h e

pr e v al e n c e of t w o or m or e di s e a s e s u si n g o ut c o m e s fr o m m ulti pl e x gr o u p t e sti n g. Bi o m et ri c al J o u r n al ,

6 5( 7): 2 2 0 0 2 7 0, 2 0 2 3.

[ 1 5 1] Mi r ei a C o s c oll a a n d S e b a sti e n G a g n e u x. C o n s e q u e n c e s of g e n o mi c di v e r sit y i n m y c o b a ct eri u m t u b er-

c ul o si s. I n S e mi n a r s i n i m m u n ol o g y , v ol u m e 2 6, p a g e s 4 3 1 – 4 4 4. El s e vi er, 2 0 1 4.

[ 1 5 2] Oli vi er Te n aill o n, D a vi d S k ur ni k, B ertr a n d Pi c ar d, a n d E ri c k D e n a m u r. T h e p o p ul ati o n g e n eti c s of

c o m m e n s al e s c h eri c hi a c oli. N at u r e r e vi e w s mi c r o bi ol o g y , 8( 3): 2 0 7 – 2 1 7, 2 0 1 0.

[ 1 5 3] L e e W Ril e y. Di sti n g ui s hi n g p at h o v a r s fr o m n o n p at h o v ar s: E s c h e ri c hi a c oli. Mi c r o bi ol o g y s p e ct r u m , 8

( 4): 1 0 – 1 1 2 8, 2 0 2 0.
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[ 1 5 4] I s m a el L H e r n á n d e z- G o n z ál e z, V al e ri a M at e o- E str a d a, a n d S a nti a g o C a still o- R a mir e z. T h e p r o mi s c u o u s

a n d hi g hl y m o bil e r e si st o m e of a ci n et o b a ct er b a u m a n nii. Mi c r o bi al G e n o mi c s , 8( 1): 0 0 0 7 6 2, 2 0 2 2.

[ 1 5 5] J e o n g H o J e o n, K y u n g- Mi n J a n g, J u n g H u n L e e, Li n- W o o K a n g, a n d S a n g H e e L e e. Tr a n s mi s si o n

of a nti bi oti c r e si st a n c e g e n e s t hr o u g h m o bil e g e n eti c el e m e nt s i n a ci n et o b a ct er b a u m a n nii a n d g e n e-

tr a n sf e r pr e v e nti o n. S ci e n c e of t h e T ot al E n vi r o n m e nt , 8 5 7: 1 5 9 4 9 7, 2 0 2 3.

[ 1 5 6] W o rl d H e alt h Or g a ni z ati o n.  W h o p u bli s h e s li st of b a ct eri a f or w hi c h n e w a nti bi oti c s ar e ur-

g e ntl y n e e d e d. h t t p s : / / w w w .w h o .i n t / n e w s / i t e m / 2 7 - 0 2 - 2 0 1 7 - w h o - p u b l i s h e s - l i s t - o f - b a c t e r i a -

f o r - w h i c h - n e w - a n t i b i o t i c s - a r e - u r g e n t l y - n e e d e d . A c c e s s e d: 1 1- 0 9- 2 0 2 3.

[ 1 5 7] Elli s L T or r a n c e, C or e y B urt o n, A w a Di o p, a n d L o ui s- M ari e B o b a y. E v ol uti o n of h o m ol o g o u s r e c o m-

bi n ati o n r at e s a c r o s s b a ct eri a. P r o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s , 1 2 1( 1 8): e 2 3 1 6 3 0 2 1 2 1,

2 0 2 4.

[ 1 5 8] Fr e d e ri c k R Bl att n er, G u y Pl u n k ett III, Cr ai g A Bl o c h, Ni c ol e T P er n a, V al eri e B u rl a n d, M o ni c a Ril e y,

J uli o C oll a d o- Vi d e s, J er e m y D Gl a s n er, C h ri st o p h er K R o d e, G e or g e F M a y h e w, et al. T h e c o m pl et e

g e n o m e s e q u e n c e of e s c h e ri c hi a c oli k- 1 2. s ci e n c e , 2 7 7( 5 3 3 1): 1 4 5 3 – 1 4 6 2, 1 9 9 7.

[ 1 5 9] D u c ci o M e di ni, Cl a u di o D o n ati, H e r v é Tett eli n, Ve g a M a si g n a ni, a n d Ri n o R a p p u oli. T h e mi cr o bi al

p a n- g e n o m e. C u r r e nt o pi ni o n i n g e n eti c s & d e v el o p m e nt , 1 5( 6): 5 8 9 – 5 9 4, 2 0 0 5.

[ 1 6 0] Mi c h a el A S a v a g e a u. E s c h e ri c hi a c oli h a bit at s, c ell t y p e s, a n d m ol e c ul a r m e c h a ni s m s of g e n e c o ntr ol.

T h e a m e ri c a n n at u r ali st , 1 2 2( 6): 7 3 2 – 7 4 4, 1 9 8 3.

[ 1 6 1] Ni c ol e T P e r n a, G u y Pl u n k ett III, V al eri e B u rl a n d, B o b M a u, J e r e m y D Gl a s n er, D e b r a J R o s e,

G e or g e F M a y h e w, P et e r S E v a n s, J a s o n Gr e g or, H e at h er A Kir k p atri c k, et al. G e n o m e s e q u e n c e of

e nt er o h a e m or r h a gi c e s c h e ri c hi a c oli o 1 5 7: H 7. N at u r e , 4 0 9( 6 8 1 9): 5 2 9 – 5 3 3, 2 0 0 1.

[ 1 6 2] D a vi d A R a s k o, M J R o s o vit z, G arr y S A M y e r s, E m m a n u el F M o n g o di n, W Fl o ri a n Fri c k e, P a w el G aj e r,

J o n at h a n Cr a bt r e e, M o h a m m e d S e b ai hi a, Ni c h ol a s R T h o m s o n, R o y C h a u d h u ri, et al. T h e p a n g e n o m e

str u ct ur e of e s c h e ri c hi a c oli: c o m p ar ati v e g e n o mi c a n al y si s of e. c oli c o m m e n s al a n d p at h o g e ni c i s ol at e s.

J o u r n al of b a ct e ri ol o g y , 1 9 0( 2 0): 6 8 8 1 – 6 8 9 3, 2 0 0 8.

[ 1 6 3] R olf S K a a s, C ar st e n Frii s, D a vi d W U s s e r y, a n d Fr a n k M A ar e st r u p. E sti m ati n g v ari ati o n wit hi n t h e

g e n e s a n d i nf er ri n g t h e p h yl o g e n y of 1 8 6 s e q u e n c e d di v e r s e e s c h eri c hi a c oli g e n o m e s. B M C g e n o mi c s ,

1 3: 1 – 1 3, 2 0 1 2.

https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed
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[ 1 6 4] Z hi- K ai Y a n g, H a o L u o, Y a n mi n g Z h a n g, B aiji n g W a n g, a n d Fe n g G a o. P a n- g e n o mi c a n al y si s p r o vi d e s

n o v el i n si g ht s i nt o t h e a s s o ci ati o n of e. c oli wit h h u m a n h o st a n d it s mi ni m al g e n o m e. Bi oi nf o r m ati c s ,

3 5( 1 2): 1 9 8 7 – 1 9 9 1, 2 0 1 9.

[ 1 6 5] T S e e m a n. ml st. U R L h t t p s : / / g i t h u b .c o m / t s e e m a n n / m l s t . A c c e s s e d: 1 3- 1 2- 2 0 2 4.

[ 1 6 6] T h o m a s M a d d e n. T h e bl a st s e q u e n c e a n al y si s t o ol. T h e N C BI h a n d b o o k , 2( 5): 4 2 5 – 4 3 6, 2 0 1 3.

[ 1 6 7] S e b a sti e n G a g n e u x. E c ol o g y a n d e v ol uti o n of m y c o b a ct e ri u m t u b er c ul o si s. N at u r e R e vi e w s Mi c r o bi ol-

o g y , 1 6( 4): 2 0 2 – 2 1 3, 2 0 1 8.

[ 1 6 8] W o rl d H e alt h Or g a ni z ati o n. Gl o b al t u b e r c ul o si s r e p o rt 2 0 2 3, 2 0 2 3. U R L h t t p s : / / w w w .w h o .i n t /

p u b l i c a t i o n s / i / i t e m / 9 7 8 9 2 4 0 0 8 3 8 5 1 .

[ 1 6 9] D a ni el a B rit e s a n d S e b a sti e n G a g n e u x. Ol d a n d n e w s el e cti v e p r e s s ur e s o n m y c o b a ct e ri u m t u b er c ul o si s.

I nf e cti o n, g e n eti c s a n d e v ol uti o n , 1 2( 4): 6 7 8 – 6 8 5, 2 0 1 2.

[ 1 7 0] M a r k A c ht m a n. E v ol uti o n, p o p ul ati o n str u ct ur e, a n d p h yl o g e o gr a p h y of g e n eti c all y m o n o m or p hi c

b a ct eri al p at h o g e n s. A n n u. R e v. Mi c r o bi ol. , 6 2( 1): 5 3 – 7 0, 2 0 0 8.

[ 1 7 1] R o s ali n o V á z q u e z- L ó p e z, S a n d r a G e o r gi n a S ol a n o- G ál v e z, J u a n J o s é J u á r e z Vi g n o n- W h al e y,

J or g e A n d r é s A b ell o V a a m o n d e, L ui s A n d r é s P a d r ó Al o n z o, A n d r é s Ri v e r a R e s é n di z, M a u ri ci o

M ul eir o Ál v a r e z, E u ni c e N a bil Ve g a L ó p e z, Gi o r gi o Fr a n y uti- K ell y, Di e g o A b el ar d o Ál v a r e z- H e r n á n d e z,

et al. A ci n et o b a ct er b a u m a n nii r e si st a n c e: a r e al c h all e n g e f o r cli ni ci a n s. A nti bi oti c s , 9( 4): 2 0 5, 2 0 2 0.

[ 1 7 2] A m y K C ai n a n d M e hr a d H a mi di a n. P o rt r ait of a kill er: U n c o v eri n g r e si st a n c e m e c h a ni s m s a n d gl o b al

s pr e a d of a ci n et o b a ct e r b a u m a n nii. P L o S P at h o g e n s , 1 9( 8): e 1 0 1 1 5 2 0, 2 0 2 3.

[ 1 7 3] L u ci a G r a ñ a- Mi r a gli a, B e nj a mi n A E v a n s, L ui s E L ó p e z- J á c o m e, M eli s s a H er n á n d e z- D u r á n, Cl a u-

di a A dri a n a C olı́ n- C a st r o, P atri ci a V ol k o w- Fe r n á n d e z, Mi g u el A C e v all o s, R af a el Fr a n c o- C e n d ej a s,

a n d S a nti a g o C a still o- R a mı́ r e z. O ri gi n of o x a- 2 3 v ari a nt o x a- 2 3 9 f r o m a r e c e ntl y e m e r g e d li n e a g e of

a ci n et o b a ct er b a u m a n nii i nt er n ati o n al cl o n e v. M s p h e r e , 5( 1): 1 0 – 1 1 2 8, 2 0 2 0.

[ 1 7 4] S a nti a g o C a still o- R a mı́ r e z. T h e i m p o rt a n c e of a ci n et o b a ct e r b a u m a n nii fr o m n o n- h u m a n s o u r c e s. T h e

L a n c et Mi c r o b e , 4( 1 0): e 7 6 1 – e 7 6 2, 2 0 2 3.

[ 1 7 5] S e r gi o G B art u al, H ar al d S eif ert, C ori n n a Hi p pl er, M A n g el e s D o mı́ n g u e z L u z o n, Hil m a r Wi s pli n g h o ff,

a n d Fr a n ci s c o R o drı́ g u e z- V al e r a. D e v el o p m e nt of a m ultil o c u s s e q u e n c e t y pi n g s c h e m e f or c h a r a ct eri z a-

ti o n of cli ni c al i s ol at e s of a ci n et o b a ct er b a u m a n nii. J o u r n al of cli ni c al mi c r o bi ol o g y , 4 3( 9): 4 3 8 2 – 4 3 9 0,

2 0 0 5.

https://github.com/tseemann/mlst
https://www.who.int/publications/i/item/9789240083851
https://www.who.int/publications/i/item/9789240083851
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[ 1 7 6] Gr e g or y T J e ff er s, J a m e s L Br u c e, P at ri c k L M c D o n o u g h, J a n et S c a rl ett, K at hr y n J B o or, a n d M arti n

Wi e d m a n n. C o m p ar ati v e g e n eti c c h ar a ct e ri z ati o n of li st eri a m o n o c yt o g e n e s i s ol at e s fr o m h u m a n a n d

a ni m al li st eri o si s c a s e s. Mi c r o bi ol o g y , 1 4 7( 5): 1 0 9 5 – 1 1 0 4, 2 0 0 1.

[ 1 7 7] M yl è n e M M a u r y, Y u- H u a n T s ai, C ar oli n e C h arli e r, M ari e T o u c h o n, Vi vi a n e C h e n al- Fr a n ci s q u e,

Al e x a n d r e L e cl e r c q, Al e xi s C ri s c u ol o, C h arl ott e G a ulti er, S o p hi e R o u s s el, A n n e B ri s a b oi s, et al. U n-

c o v e ri n g li st e ri a m o n o c yt o g e n e s h y p er vir ul e n c e b y h a r n e s si n g it s bi o di v er sit y. N at u r e g e n eti c s , 4 8( 3):

3 0 8 – 3 1 3, 2 0 1 6.

[ 1 7 8] M yl è n e M M a u r y, H él è n e B r a c q- Di e y e, L ei H u a n g, G uill a u m e V al e s, M or g a n e L a vi n a, Pi e rr e T h o u-

v e n ot, Oli vi er Di s s o n, Al e x a n d r e L e cl er c q, S yl v ai n Bri s s e, a n d M ar c L e c uit. H y p e r vir ul e nt li st e ri a

m o n o c yt o g e n e s cl o n e s’ a d a pti o n t o m a m m ali a n g ut a c c o u nt s f or t h eir a s s o ci ati o n wit h d air y p r o d u ct s.

N at u r e C o m m u ni c ati o n s , 1 0( 1): 2 4 8 8, 2 0 1 9.

[ 1 7 9] Mi c h a el J Gr a y, R ut h N Z a d o k s, E st h er D F ort e s, B el gi n D o g a n, St e v e n C ai, Y u h u a n C h e n, Vi r gi ni a N

S c ott, D a vi d E G o m b a s, K at hr y n J B o o r, a n d M a rti n Wi e d m a n n. Li st eri a m o n o c yt o g e n e s i s ol at e s fr o m

f o o d s a n d h u m a n s f or m di sti n ct b ut o v e rl a p pi n g p o p ul ati o n s. A p pli e d a n d e n vi r o n m e nt al mi c r o bi ol o g y ,

7 0( 1 0): 5 8 3 3 – 5 8 4 1, 2 0 0 4.

[ 1 8 0] V Fer r eir a, M Wi e d m a n n, P Tei x eir a, a n d M J St a si e wi c z. Li st eri a m o n o c yt o g e n e s p e r si st e n c e i n

f o o d- a s s o ci at e d e n vir o n m e nt s: e pi d e mi ol o g y, str ai n c h ar a ct e ri sti c s, a n d i m pli c ati o n s f or p u bli c h e alt h.

J o u r n al of f o o d p r ot e cti o n , 7 7( 1): 1 5 0 – 1 7 0, 2 0 1 4.

[ 1 8 1] P at ri ci a Hi n g st o n, J e s si c a C h e n, K e vi n All e n, Li s b et h Tr u el str u p H a n s e n, a n d Si y u n W a n g. St r a n d s p e-

ci fi c r n a- s e q u e n ci n g a n d m e m b r a n e li pi d pr o fili n g r e v e al s gr o wt h p h a s e- d e p e n d e nt c ol d str e s s r e s p o n s e

m e c h a ni s m s i n li st eri a m o n o c yt o g e n e s. P L o S O n e , 1 2( 6): e 0 1 8 0 1 2 3, 2 0 1 7.

[ 1 8 2] Fr a n ç oi s e J a u r e g u y, L u c e L a n d r a u d, Vi r gi ni e P a s s et, L a u r e Di a n c o u rt, Eri c Fr a p y, G hi sl ai n e G ui g o n,

Eti e n n e C a r b o n n ell e, Oli vi er L ort h ol a r y, Oli vi er Cl e r m o nt, Eri c k D e n a m u r, et al. P h yl o g e n eti c a n d

g e n o mi c di v e r sit y of h u m a n b a ct e r e mi c e s c h eri c hi a c oli st r ai n s. B M C g e n o mi c s , 9: 1 – 1 4, 2 0 0 8.

[ 1 8 3] E Mi c h a el V al e n ci a, K at h eri n e A M a ki, J e n nif e r N D o ot z, a n d J e n nif er J B a r b. M o c k c o m m u nit y

t a x o n o mi c cl a s si fi c ati o n p erf or m a n c e of p u bli cl y a v ail a bl e s h ot g u n m et a g e n o mi c s pi p eli n e s. S ci e nti fi c

D at a , 1 1( 1): 8 1, 2 0 2 4.

[ 1 8 4] L e o ni d N W a s s er st ei n. M a r k o v pr o c e s s e s o n c o u nt a bl e pr o d u ct s p a c e d e s c ri bi n g l ar g e s y st e m s of a u-

t o m at a. P r o bl. P e r e d. I nf o r m , 5: 6 4 – 7 3, 1 9 6 9.
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[ 1 8 5] R ol a n d L D o br u s hi n. Pr e s c ri bi n g a s y st e m of r a n d o m v ari a bl e s b y c o n diti o n al di stri b uti o n s. T h e o r y of

P r o b a bilit y & It s A p pli c ati o n s , 1 5( 3): 4 5 8 – 4 8 6, 1 9 7 0.

[ 1 8 6] W J a m e s M u r d o c h, C h a n d a n Si n g h, K arl K u m bi er, R e z a A b b a si- A sl, a n d Bi n Y u. I nt er p r et a bl e

m a c hi n e l e ar ni n g: d e fi niti o n s, m et h o d s, a n d a p pli c ati o n s. a r Xi v p r e p ri nt a r Xi v: 1 9 0 1. 0 4 5 9 2 , 2 0 1 9.

[ 1 8 7] Xi a o w e n Y a n g, Y aji e Li, J u a n Z a n g, Ye xi a Li, P e n gf ei Bi e, Y a nli L u, a n d Qi n g mi n W u. A n al y si s

of p a n- g e n o m e t o i d e ntif y t h e c or e g e n e s a n d e s s e nti al g e n e s of b r u c ell a s p p. M ol e c ul a r g e n eti c s a n d

g e n o mi c s , 2 9 1: 9 0 5 – 9 1 2, 2 0 1 6.

[ 1 8 8] St e p h e n J C alli st er, L e e A n n M c C u e, J o s h u a E T ur s e, M att h e w E M o nr o e, K e n n et h J A u b er r y,

Ri c h a r d D S mit h, J o s h u a N A d ki n s, a n d M ar y S Li pt o n. C o m p ar ati v e b a ct eri al pr ot e o mi c s: a n al-

y si s of t h e c o r e g e n o m e c o n c e pt. P L o S O n e , 3( 2): e 1 5 4 2, 2 0 0 8.

[ 1 8 9] Mi c h a el A Br o c k h u r st, Elli e H ar ri s o n, J a m e s P J H all, T h o m a s Ri c h ar d s, Al a n M c N all y, a n d Cr ai g

M a c L e a n. T h e e c ol o g y a n d e v ol uti o n of p a n g e n o m e s. C u r r e nt Bi ol o g y , 2 9( 2 0): R 1 0 9 4 – R 1 1 0 3, 2 0 1 9.

[ 1 9 0] T o r st e n S e e m a n n. P r o k k a: r a pi d p r o k ar y oti c g e n o m e a n n ot ati o n. Bi oi nf o r m ati c s , 3 0( 1 4): 2 0 6 8 – 2 0 6 9,

2 0 1 4.

[ 1 9 1] K a z ut a k a K at o h, K a z u h ar u Mi s a w a, K ei-i c hi K u m a, a n d T a k a s hi Mi y at a. M a fft: a n o v el m et h o d f o r

r a pi d m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt b a s e d o n f a st f o uri e r tr a n sf or m. N u cl ei c a ci d s r e s e a r c h , 3 0( 1 4):

3 0 5 9 – 3 0 6 6, 2 0 0 2.

[ 1 9 2] G e rr y T o n ki n- Hill, N eil M a c Al a s d ai r, C h ri st o p h er R ui s, A ar o n Wei m a n n, G al H or e s h, J o h n A L e e s,

R e b e c c a A Gl a d st o n e, St e p h a ni e L o, C h ri st o p h er B e a u d oi n, R A n dr e s Fl ot o, et al. Pr o d u ci n g p oli s h e d

pr o k ar y oti c p a n g e n o m e s wit h t h e p a n a r o o pi p eli n e. G e n o m e bi ol o g y , 2 1: 1 – 2 1, 2 0 2 0.

[ 1 9 3] Wei z h o n g Li a n d A d a m G o d zi k. C d- hit: a f a st p r o gr a m f or cl u st eri n g a n d c o m p ari n g l ar g e s et s of

pr ot ei n or n u cl e oti d e s e q u e n c e s. Bi oi nf o r m ati c s , 2 2( 1 3): 1 6 5 8 – 1 6 5 9, 2 0 0 6.

[ 1 9 4] G e rr y T o n ki n- Hill, J o h n A L e e s, St e p h e n D B e ntl e y, Si m o n D W Fr o st, a n d J u k k a C or a n d e r. R hi er b a p s:

a n r i m pl e m e nt ati o n of t h e p o p ul ati o n cl u st eri n g al g o rit h m hi er b a p s. W ell c o m e o p e n r e s e a r c h , 3, 2 0 1 8.

[ 1 9 5] B e n L a n g m e a d a n d St e v e n L S al z b er g. F a st g a p p e d-r e a d ali g n m e nt wit h b o wti e 2. N at u r e m et h o d s , 9

( 4): 3 5 7 – 3 5 9, 2 0 1 2.

[ 1 9 6] Fr a n ç oi s M a r g ot. S y m m etr y i n i nt e g er li n e ar pr o g r a m mi n g. 5 0 Ye a r s of I nt e g e r P r o g r a m mi n g 1 9 5 8-

2 0 0 8: Fr o m t h e E a rl y Ye a r s t o t h e St at e- of-t h e- A rt , p a g e s 6 4 7 – 6 8 6, 2 0 0 9.
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[ 1 9 7] A nil C h at ur v e di, P a ul E Gr e e n, a n d J D o u gl a s C ar oll. K- m o d e s cl u st e ri n g. J o u r n al of cl a s si fi c ati o n ,

1 8: 3 5 – 5 5, 2 0 0 1.

[ 1 9 8] C hi r a g J ai n, L ui s M R o dri g u e z- R, A d a m M P hilli p p y, K o n st a nti n o s T K o n st a nti ni di s, a n d Sri ni v a s

Al ur u. Hi g h t h r o u g h p ut a ni a n al y si s of 9 0 k p r o k a r y oti c g e n o m e s r e v e al s cl e ar s p e ci e s b o u n d a ri e s.

N at u r e c o m m u ni c ati o n s , 9( 1): 5 1 1 4, 2 0 1 8.

[ 1 9 9] C a r oli n e M St ott a n d L o ui s- M ari e B o b a y. I m p a ct of h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n o n c or e g e n o m e p h y-

l o g e ni e s. B M C g e n o mi c s , 2 1: 1 – 1 0, 2 0 2 0.

[ 2 0 0] D ai Y o s hi m ur a, R ei K ajit a ni, Y a s u hir o G ot o h, K at s u y u ki K at a hir a, Mi ki O k u n o, Y o s hit o s hi O g ur a,

Tet s u y a H a y a s hi, a n d T a k e hi k o It o h. E v al u ati o n of s n p c alli n g m et h o d s f or cl o s el y r el at e d b a ct eri al

i s ol at e s a n d a n o v el hi g h- a c c u r a c y pi p eli n e: B a ct s n p. Mi c r o bi al g e n o mi c s , 5( 5): e 0 0 0 2 6 1, 2 0 1 9.

[ 2 0 1] T S e e m a n n. S ni p p y: r a pi d h a pl oi d v a ri a nt c alli n g a n d c or e s n p p h yl o g e n y. Git H u b. A v ail a bl e at: git h u b.

c o m /t s e e m a n n / s ni p p y , 2 0 1 5.

[ 2 0 2] M a ri o J u h a s, L e o E b erl, a n d J o h n I Gl a s s. E s s e n c e of lif e: e s s e nti al g e n e s of mi ni m al g e n o m e s. Tr e n d s

i n c ell bi ol o g y, 2 1( 1 0): 5 6 2 – 5 6 8, 2 0 1 1.

[ 2 0 3] M a r c o F o n di a n d R e n at o F a ni. T h e h o ri z o nt al fl o w of t h e pl a s mi d r e si st o m e: cl u e s fr o m i nt er- g e n eri c

si mil a rit y n et w or k s. E n vi r o n m e nt al mi c r o bi ol o g y , 1 2( 1 2): 3 2 2 8 – 3 2 4 2, 2 0 1 0.

[ 2 0 4] Al e x a n d e r K o e p p el, Eli z a b et h B P e rr y, J o h a n n e s Si k or s ki, D a n n y Kri z a n c, A n dr e w W ar n er, D a vi d M

W ar d, Al ej a n d r o P R o o n e y, E v el y n e B r a m bill a, N o r a C o n n o r, R o d n e y M R at cli ff, et al. I d e ntif yi n g

t h e f u n d a m e nt al u nit s of b a ct e ri al di v er sit y: a p ar a di g m s hift t o i n c o r p or at e e c ol o g y i nt o b a ct eri al

s y st e m ati c s. P r o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s , 1 0 5( 7): 2 5 0 4 – 2 5 0 9, 2 0 0 8.

[ 2 0 5] J o s h u a E G ol df or d, N a n xi L u, Dj or dj e B aji ć, S yl vi e E st r el a, Mi k h ail Ti k h o n o v, Ali ci a S a n c h e z-

G or o sti a g a, D a ni el S e g r è, P a n k aj M e ht a, a n d Al v ar o S a n c h e z. E m e r g e nt si m pli cit y i n mi cr o bi al c o m-

m u nit y a s s e m bl y. S ci e n c e , 3 6 1( 6 4 0 1): 4 6 9 – 4 7 4, 2 0 1 8.

[ 2 0 6] L e o n a r d C a rlit z, D a vi d P R o s ell e, a n d Ri c h ar d A S c o vill e. P e r m ut ati o n s a n d s e q u e n c e s wit h r e p etiti o n s

b y n u m b er of i n cr e a s e s. J o u r n al of C o m bi n at o ri al T h e o r y , 1( 3): 3 5 0 – 3 7 4, 1 9 6 6.

[ 2 0 7] J o h n Ri or d a n a n d P a ul R St ei n. Ar r a n g e m e nt s o n c h e s s b o ar d s. J o u r n al of C o m bi n at o ri al T h e o r y,

S e ri e s A , 1 2( 1): 7 2 – 8 0, 1 9 7 2.

[ 2 0 8] Bri a n Cl e a r y, J a m e s A H a y, B r e n d a n Bl u m e n sti el, M a e g a n H a r d e n, Mi c h ell e Ci pi c c hi o, J o n B e z n e y,

Br o o k e Si m o nt o n, D a vi d H o n g, M a di k a y S e n g h or e, A b d ul K S e s a y, et al. U si n g vir al l o a d a n d e pi d e mi c
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d y n a mi c s t o o pti mi z e p o ol e d t e sti n g i n r e s o ur c e- c o n str ai n e d s etti n g s. S ci e n c e t r a n sl ati o n al m e di ci n e ,

1 3( 5 8 9): e a bf 1 5 6 8, 2 0 2 1.

[ 2 0 9] J ati n M a c h hi, J o n at h a n H er s k o vit z, A h m e d M S e n a n, D e b a s hi s D utt a, B a r n ali N at h, M a xi m D

Ol e y ni k o v, Wil s o n R Bl o m b er g, D o u gl a s D M ei g s, M a h m u d ul H a s a n, Mil a n k u m ar P at el, et al. T h e n at-

ur al hi st or y, p at h o bi ol o g y, a n d cli ni c al m a nif e st ati o n s of s a r s- c o v- 2 i nf e cti o n s. J o u r n al of n e u r oi m m u n e

p h a r m a c ol o g y , 1 5: 3 5 9 – 3 8 6, 2 0 2 0.

[ 2 1 0] W H O. W h o c o vi d- 1 9 d a s h b o a r d, 2 0 2 4. U R L h t t p s : / / d a t a .w h o .i n t / d a s h b o a r d s / c o v i d 1 9 / d e a t h s .

[ 2 1 1] Z hi y u a n C h e n, A n dr e w S A z m a n, Xi n h u a C h e n, J u n yi Z o u, Y u y a n g Ti a n, R uiji a S u n, Xi a n g y a n y u X u,

Y a ni W u, W a n yi n g L u, S hiji a G e, et al. Gl o b al l a n d s c a p e of s ar s- c o v- 2 g e n o mi c s u r v eill a n c e a n d d at a

s h ari n g. N at u r e g e n eti c s , 5 4( 4): 4 9 9 – 5 0 7, 2 0 2 2.

[ 2 1 2] P at ri c k G T W al k er, C h a rl e s W hitt a k e r, Oli v er J W at s o n, M ar c B a g u eli n, P et e r Wi n s kill, A rr a n H a ml et,

Bi m a n d r a A Dj af a ar a, Z ul m a C u c u n u b á, D a ni el a Oli v e r a M e s a, Will Gr e e n, et al. T h e i m p a ct of

c o vi d- 1 9 a n d str at e gi e s f or miti g ati o n a n d s u p p r e s si o n i n l o w- a n d mi d dl e-i n c o m e c o u ntri e s. S ci e n c e ,

3 6 9( 6 5 0 2): 4 1 3 – 4 2 2, 2 0 2 0.

[ 2 1 3] M att hi a s T ä uf e r. R a pi d, l a r g e- s c al e, a n d e ff e cti v e d et e cti o n of c o vi d- 1 9 vi a n o n- a d a pti v e t e sti n g. J o u r-

n al of T h e o r eti c al Bi ol o g y , 5 0 6: 1 1 0 4 5 0, 2 0 2 0. d oi: htt p s: / / d oi.or g / 1 0 .1 0 1 6 /j .jt bi.2 0 2 0 .1 1 0 4 5 0.

[ 2 1 4] St a n D e v el o p m e nt Te a m. R St a n: t h e R i nt e rf a c e t o St a n. U R L h t t p s : / / m c - s t a n .o r g / . R p a c k a g e

v er si o n 2. 1 8. 1.

[ 2 1 5] R D a h m a ni, S B o o g m a n s, A M eij s, a n d D V a n d e n B er g. P ai nti n g s-f r o m- p ol y g o n s: si m ul at e d a n n e ali n g.

I n I nt e r n ati o n al C o nf e r e n c e o n C o m p ut ati o n al C r e ati vit y (I C C C 2 0 2 0 ) , 2 0 2 0.

[ 2 1 6] A n dr e a s D e c k ert, Till B ä r ni g h a u s e n, a n d Ni c h ol a s N A K y ei. Si m ul ati o n of p o ol e d- s a m pl e a n al y si s

str at e gi e s f or c o vi d- 1 9 m a s s t e sti n g. B ull eti n of t h e W o rl d H e alt h O r g a ni z ati o n , 9 8( 9): 5 9 0, 2 0 2 0.

[ 2 1 7] K o e n B P o u w el s, T h o m a s H o u s e, E m m a Prit c h ar d, J uli e V R o b ot h a m, P a ul J Bi rr ell, A n d r e w G el m a n,

K ari n a- D ori s Vi ht a, Ni k ol a B o w e r s, I a n B or e h a m, H el e d d T h o m a s, et al. C o m m u nit y pr e v al e n c e of

S A R S- C o V- 2 i n E n gl a n d fr o m A pril t o N o v e m b er, 2 0 2 0: r e s ult s fr o m t h e O N S C or o n a vir u s I nf e cti o n

S ur v e y. T h e L a n c et P u bli c H e alt h , 6( 1): e 3 0 – e 3 8, 2 0 2 1. d oi: 1 0.1 0 1 6 / S 2 4 6 8- 2 6 6 7( 2 0) 3 0 2 8 2- 6.

[ 2 1 8] R a d h e y S G u pt a. I d e nti fi c ati o n of c o n s er v e d i n d el s t h at a r e u s ef ul f or cl a s si fi c ati o n a n d e v ol uti o n ar y

st u di e s. I n M et h o d s i n mi c r o bi ol o g y , v ol u m e 4 1, p a g e s 1 5 3 – 1 8 2. El s e vi er, 2 0 1 4.

https://data.who.int/dashboards/covid19/deaths
https://mc-stan.org/


2 3 4 BI B LI O G R A P H Y

[ 2 1 9] D a vi d D a n k o, D a ni el a B e z d a n, E v a n E Af s hi n, S o fi a A h s a n u d di n, C h a n dri m a B h att a c h ar y a, D a ni el J

B utl er, K er n R ei C h n g, D ai s y D o n n ell a n, J o c h e n H e c ht, K at el y n J a c k s o n, et al. A gl o b al m et a g e n o mi c

m a p of u r b a n mi cr o bi o m e s a n d a nti mi cr o bi al r e si st a n c e. C ell , 1 8 4( 1 3): 3 3 7 6 – 3 3 9 3, 2 0 2 1.

[ 2 2 0] R u n z hi Z h a n g, Al ej a n d r o R W al k e r, a n d S u s mit a D att a. U nr a v eli n g cit y- s p e ci fi c si g n at ur e a n d i d e n-

tif yi n g s a m pl e ori gi n l o c ati o n s f or t h e d at a fr o m c a m d a m et a s u b c h all e n g e. Bi ol o g y Di r e ct , 1 6: 1 – 1 4,

2 0 2 1.

[ 2 2 1] Ki er a n H a n d. A nti bi oti c st e w ar d s hi p. Cli ni c al M e di ci n e , 1 3( 5): 4 9 9, 2 0 1 3.
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C hri s S a n d e r, a n d J o a o B X a vi er. E c ol o gi c al m o d eli n g fr o m ti m e- s eri e s i nf e r e n c e: i n si g ht i nt o d y n a mi c s

a n d st a bilit y of i nt e sti n al mi cr o bi ot a. P L o S c o m p ut ati o n al bi ol o g y , 9( 1 2): e 1 0 0 3 3 8 8, 2 0 1 3.



BI B LI O G R A P H Y 2 3 5

[ 2 3 0] M at h e w Str a c y, Ol g a S nit s e r, I d a n Yeli n, Y ar a A m e r, Miri a m P a ri z a d e, R a c h el K at z, G alit Ri ml e r,

T a m a r W olf, E s m a H er z el, Gi d e o n K or e n, et al. Mi ni mi zi n g tr e at m e nt-i n d u c e d e m er g e n c e of a nti bi oti c

r e si st a n c e i n b a ct e ri al i nf e cti o n s. S ci e n c e , 3 7 5( 6 5 8 3): 8 8 9 – 8 9 4, 2 0 2 2.

[ 2 3 1] J o h n P e n d e r s, Ell e n E St o b b e ri n g h, P a ul H M S a v el k o ul, a n d P et r a W ol ff s. T h e h u m a n mi cr o bi o m e a s

a r e s er v oi r of a nti mi cr o bi al r e si st a n c e. Fr o nti e r s i n mi c r o bi ol o g y , 4: 8 7, 2 0 1 3.

[ 2 3 2] G e r a r d D Wri g ht. T h e a nti bi oti c r e si st o m e. E x p e rt o pi ni o n o n d r u g di s c o v e r y , 5( 8): 7 7 9 – 7 8 8, 2 0 1 0.

[ 2 3 3] D a vi d D e ut s c h. T h e b e gi n ni n g of i n fi nit y: E x pl a n ati o n s t h at t r a n sf o r m t h e w o rl d . p e n g ui n u K, 2 0 1 1.
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9 8 1 0 4 8 6 7 9 7 6 7 3 3 8 9 4 8 2 3 5 1 5  E q u al  S a m e  Ye s
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2 9 7 9 2 0 1 6 5 4 6 2 7 3 0 1 9 5 0 5 6 4 2 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

3 0 7 8 2 0 1 6 7 5 9 3 7 3 1 7 0 5 0 9 3 3 2 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

3 1 8 7 6 3 3 6 6 9 2 6 7 2 3 2 4 5 0 1 2 9 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

3 2 8 4 5 7 7 6 9 1 1 8 7 2 5 0 7 5 0 5 6 0 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

3 3 7 8 9 8 5 6 7 9 5 8 7 2 2 3 4 4 9 5 0 1 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

3 4 7 8 1 8 3 6 9 0 8 1 7 1 7 5 0 5 0 9 4 7 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

3 5 9 4 4 1 1 6 6 1 8 0 7 3 3 6 2 4 8 9 9 3 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

3 6 8 9 5 0 0 6 4 6 0 0 7 2 6 4 9 5 0 7 8 5 2 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s
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5 3 1 4 5 3 4 7 1 3 0 5 7 5 1 4 5 1 9 7 1 0 1 1 4 5 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

5 4 1 8 6 4 7 2 1 4 3 6 4 5 1 4 6 1 1 2 9 7 0 3 4 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

5 5 1 4 9 6 3 3 1 2 8 6 3 4 1 4 5 4 1 4 9 8 6 6 4 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s
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5 6 1 7 1 9 7 4 1 2 8 9 8 4 1 4 4 8 4 2 9 7 0 7 5 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

5 7 1 7 1 8 3 3 1 3 6 1 8 1 1 4 5 4 5 3 9 7 6 8 1 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

5 8 1 8 1 7 5 6 1 3 5 6 1 2 1 4 1 4 6 1 9 8 8 0 5 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

5 9 1 5 0 7 9 0 1 3 1 0 3 0 1 4 5 7 3 3 9 9 2 8 5 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

6 0 1 7 2 9 8 1 1 2 9 6 9 6 1 4 1 7 5 8 1 0 0 8 0 4 2 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

6 1 3 4 3 6 1 5 2 7 8 6 1 8 2 9 3 4 2 5 1 9 8 2 8 5 2 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

6 2 3 0 4 3 1 5 2 6 7 2 9 5 2 8 7 1 7 2 1 9 7 2 8 0 2 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

6 3 2 9 0 9 7 0 2 5 5 6 1 3 2 7 7 8 6 1 2 0 2 2 3 0 2 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

6 4 3 2 9 3 2 5 2 6 4 9 7 1 2 8 4 0 7 0 1 9 5 6 4 5 2 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

6 5 2 9 0 9 7 0 2 6 3 0 0 4 2 8 8 1 9 6 2 0 2 1 8 0 2 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

6 6 3 6 6 7 7 5 2 7 3 5 8 3 2 9 0 3 2 5 2 0 5 5 8 0 2 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

6 7 3 4 3 3 2 5 2 7 1 4 5 9 2 9 1 9 8 5 2 0 2 9 3 5 2 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

6 8 3 1 4 9 1 0 2 6 2 0 2 8 2 8 4 4 5 5 1 9 6 3 3 5 2 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

6 9 3 3 7 6 5 0 2 6 6 1 7 9 2 9 3 1 5 5 2 0 1 7 0 0 2 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

7 0 3 2 7 4 5 5 2 6 6 6 6 4 2 9 2 7 8 2 2 0 0 2 0 0 2 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

7 1 3 3 7 6 2 4 2 6 7 0 7 4 2 9 3 8 2 3 1 9 5 3 9 0 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

7 2 2 9 1 2 4 6 2 6 8 8 5 0 2 7 9 8 9 7 1 9 7 2 4 2 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

7 3 3 3 5 7 4 4 2 7 1 9 9 5 2 8 8 3 4 2 1 9 2 3 3 8 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

7 4 3 4 4 3 4 0 2 5 3 6 4 2 2 9 0 8 1 0 1 9 5 9 8 2 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

7 5 3 5 9 8 8 8 2 4 9 0 4 0 2 9 1 0 0 2 1 9 6 2 9 4 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

7 6 3 3 3 9 9 4 2 6 9 6 2 3 2 9 1 4 2 9 2 0 3 0 9 2 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

7 7 3 1 6 0 5 0 2 5 8 3 0 3 2 8 2 9 2 2 2 0 4 5 1 4 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

7 8 3 0 3 3 6 4 2 6 0 9 5 8 2 9 2 2 6 0 1 9 2 8 0 4 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

7 9 3 3 1 9 7 0 2 7 2 7 6 6 2 9 0 5 7 9 2 0 2 2 1 0 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

8 0 3 4 0 5 1 9 2 7 7 1 2 2 2 8 8 9 8 4 2 0 7 7 2 4 2 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

8 1 8 9 4 6 6 6 6 9 3 8 7 1 0 6 4 4 8 7 9 4 3 5  E q u al  S a m e  Ye s

8 2 8 7 2 3 5 6 1 6 7 1 7 3 6 8 0 5 0 7 3 5 3 5  E q u al  S a m e  Ye s

8 3 8 7 2 0 6 6 9 2 7 4 7 3 3 0 3 4 9 2 1 9 3 5  E q u al  S a m e  Ye s
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8 4 8 9 4 7 1 6 7 8 9 3 7 2 1 9 5 4 9 0 9 9 3 5  E q u al  S a m e  Ye s

8 5 8 9 8 5 1 6 7 6 6 6 6 9 6 0 2 4 8 6 7 9 3 5  E q u al  S a m e  Ye s

8 6 8 4 3 1 7 7 0 3 5 2 7 1 3 3 2 4 8 6 7 7 3 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

8 7 8 0 0 5 4 6 6 0 6 7 7 2 0 2 3 5 0 9 4 4 3 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

8 8 8 3 2 1 0 6 6 4 1 2 7 1 8 0 3 4 9 9 0 0 3 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

8 9 8 4 8 2 8 6 4 8 6 4 7 3 0 8 5 4 9 9 8 5 3 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

9 0 8 1 0 7 5 6 7 3 1 7 7 2 1 6 1 4 8 8 4 2 3 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

9 1 8 9 8 4 0 6 3 3 9 2 7 2 6 4 0 4 8 9 7 6 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

9 2 8 1 2 2 6 6 4 2 7 8 7 2 1 1 7 4 9 0 5 8 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

9 3 8 1 8 7 5 6 5 0 7 7 6 8 9 4 4 4 8 6 7 7 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

9 4 9 0 2 5 7 6 6 4 0 0 7 2 5 4 2 5 1 4 7 4 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

9 5 9 3 4 6 2 6 6 7 8 0 7 2 5 4 1 4 9 7 8 5 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

9 6 9 2 4 9 0 6 4 8 1 8 7 2 3 5 2 5 1 0 9 7 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

9 7 9 0 6 7 5 6 8 7 9 2 7 2 2 7 1 4 8 9 8 4 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

9 8 8 5 8 7 6 6 9 1 8 2 7 3 1 8 4 4 8 9 9 5 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

9 9 8 4 0 8 2 6 6 1 8 8 7 0 3 8 6 4 8 3 4 1 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 0 0 8 3 5 1 9 6 7 4 1 4 7 2 3 7 2 4 9 7 5 2 3 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 0 1 1 8 6 9 8 9 1 3 0 5 9 6 1 4 4 5 7 9 9 7 2 7 9 3 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 0 2 1 6 5 3 9 3 1 3 5 0 9 0 1 4 6 2 1 9 9 5 3 7 9 3 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 0 3 1 8 0 0 2 5 1 3 1 8 7 6 1 4 5 8 0 3 1 0 0 0 3 9 3 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 0 4 1 7 2 7 2 5 1 2 9 5 2 4 1 4 5 0 1 0 9 7 6 4 0 3 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 0 5 1 7 1 7 9 3 1 2 2 7 6 0 1 4 6 7 6 7 1 0 0 9 3 8 3 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 0 6 1 6 4 0 4 1 1 2 7 5 8 3 1 4 5 2 7 8 9 7 7 4 8 3 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 0 7 1 7 6 8 0 5 1 3 2 6 3 5 1 4 5 6 3 0 9 9 5 5 4 3 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 0 8 1 7 8 6 2 9 1 2 8 1 0 6 1 4 6 0 4 0 9 9 6 4 8 3 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 0 9 1 6 9 5 1 0 1 3 1 4 5 7 1 4 4 1 6 9 1 0 2 3 0 4 3 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 1 0 1 7 3 8 3 1 1 3 6 3 9 5 1 4 4 9 5 0 9 9 1 7 9 3 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 1 1 1 5 5 5 2 4 1 2 0 6 1 2 1 4 4 1 3 0 9 7 4 1 8 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s
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1 1 2 1 5 5 5 2 4 1 3 5 7 1 2 1 4 6 1 8 9 9 9 9 3 1 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 1 3 1 5 5 5 2 4 1 3 5 9 5 9 1 4 4 7 2 7 1 0 0 3 7 3 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 1 4 1 7 9 2 7 5 1 3 2 5 3 5 1 4 5 7 4 2 9 9 8 3 3 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 1 5 1 6 5 1 2 0 1 3 1 5 8 1 1 4 3 6 8 8 9 7 8 5 6 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 1 6 1 5 8 2 7 7 1 2 7 2 3 1 1 4 5 6 5 8 9 8 8 0 3 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 1 7 1 7 1 5 9 6 1 2 8 1 6 6 1 4 4 6 3 2 9 7 0 5 6 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 1 8 1 8 3 9 1 2 1 3 2 6 9 9 1 4 6 3 3 1 1 0 2 3 4 9 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 1 9 1 7 8 4 7 1 1 3 6 1 2 2 1 4 6 0 8 1 9 7 5 6 1 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 2 0 1 7 0 0 4 3 1 3 7 4 0 8 1 4 6 1 6 4 9 7 8 7 2 3 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 2 1 3 4 4 0 6 1 2 5 9 4 4 3 2 9 1 0 3 0 1 9 8 3 9 9 3 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 2 2 3 5 4 6 2 0 2 6 0 0 8 0 2 8 9 2 0 0 2 0 1 7 5 9 3 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 2 3 3 0 7 1 1 7 2 5 7 9 0 4 2 9 1 0 5 4 1 9 1 8 2 7 3 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 2 4 3 0 7 1 1 7 2 6 3 3 8 6 2 9 4 7 9 3 2 0 0 4 8 0 3 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 2 5 3 4 3 1 9 4 2 5 2 6 4 1 2 9 3 7 1 7 2 0 3 2 7 5 3 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 2 6 3 5 9 1 8 6 2 6 9 7 3 3 2 8 7 4 5 5 1 9 8 8 0 3 3 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 2 7 3 5 2 8 6 1 2 6 6 8 5 8 2 8 8 0 2 3 1 9 7 6 5 2 3 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 2 8 3 3 5 1 0 8 2 5 9 7 9 7 2 9 1 0 8 3 2 0 0 8 0 7 3 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 2 9 3 1 1 7 7 5 2 5 5 3 4 8 2 8 7 2 7 7 1 9 7 8 2 3 3 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 3 0 3 1 6 0 0 3 2 6 3 6 0 9 2 9 1 0 2 9 2 0 2 5 5 2 3 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 3 1 3 1 1 0 4 7 2 8 1 8 7 5 2 8 9 9 9 9 2 0 3 4 1 0 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 3 2 3 1 1 0 4 7 2 8 3 9 1 1 2 9 4 2 2 6 1 9 9 7 4 3 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 3 3 3 3 2 7 9 1 2 7 2 7 0 5 2 9 0 4 0 0 2 0 4 1 6 7 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 3 4 3 1 6 6 1 1 2 6 9 6 1 6 2 9 4 4 6 5 1 9 6 1 2 7 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 3 5 3 2 3 4 3 8 2 7 0 9 0 6 2 8 8 7 9 7 2 0 3 4 4 0 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 3 6 3 5 5 4 7 0 2 5 2 9 3 1 2 9 2 9 4 6 1 9 7 0 2 8 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 3 7 3 2 8 3 0 6 2 5 0 2 1 2 2 8 9 2 6 2 2 0 4 0 9 3 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 3 8 3 1 0 8 2 0 2 6 4 7 1 2 2 8 3 4 3 8 1 9 3 8 0 5 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 3 9 3 4 5 3 6 0 2 6 7 8 1 4 2 9 2 6 9 5 2 0 2 4 1 9 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s
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1 4 0 3 4 7 3 0 3 2 6 0 4 2 8 2 7 8 2 7 6 1 9 7 5 0 8 3 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 4 1 8 6 6 4 7 6 7 2 3 3 7 2 2 7 0 4 9 2 5 6 4 5  E q u al  S a m e  Ye s

1 4 2 8 6 3 1 2 6 8 9 1 3 7 3 1 3 7 5 0 0 2 9 4 5  E q u al  S a m e  Ye s

1 4 3 8 5 7 5 5 6 6 5 8 8 7 1 6 2 2 5 0 5 0 5 4 5  E q u al  S a m e  Ye s

1 4 4 8 4 2 7 6 6 6 3 9 7 7 1 3 5 8 4 9 9 4 2 4 5  E q u al  S a m e  Ye s

1 4 5 8 7 5 2 6 6 4 5 6 1 7 3 3 9 7 5 0 3 3 7 4 5  E q u al  S a m e  Ye s

1 4 6 8 8 7 2 6 6 6 0 0 2 7 1 6 7 4 4 9 0 3 4 4 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 4 7 8 4 7 4 1 6 7 7 7 9 7 2 3 5 3 4 9 4 9 2 4 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 4 8 8 6 6 0 6 6 6 5 2 6 7 1 4 2 7 5 0 6 3 5 4 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 4 9 8 0 8 3 1 6 5 8 9 2 7 2 7 8 6 5 0 7 5 9 4 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 5 0 8 9 7 4 0 6 4 5 3 0 7 2 2 2 7 5 0 1 0 6 4 5  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 5 1 8 7 5 8 0 6 6 9 8 4 7 3 5 6 4 4 9 4 5 6 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 5 2 8 8 0 2 4 6 7 0 8 6 7 2 2 6 8 5 0 0 1 1 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 5 3 8 8 3 0 0 6 6 5 2 2 7 3 5 0 8 4 8 7 7 6 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 5 4 8 8 7 3 7 6 8 8 9 2 7 2 0 8 4 5 0 2 2 7 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 5 5 9 1 8 4 7 6 4 8 0 2 6 8 8 6 9 5 1 5 3 9 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 5 6 8 2 2 4 0 6 4 3 2 2 7 2 7 0 5 5 0 1 2 4 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 5 7 8 8 6 5 6 6 5 8 8 0 7 0 6 3 1 4 9 3 9 1 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 5 8 8 1 5 0 2 6 3 2 8 8 7 3 2 4 8 4 8 4 6 7 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 5 9 7 7 5 8 2 6 9 6 8 0 7 2 0 0 4 4 8 9 4 5 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 6 0 8 6 7 8 0 6 7 3 6 8 7 1 3 7 8 5 0 2 7 1 4 5  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 6 1 1 8 7 7 7 3 1 2 9 2 2 6 1 4 5 6 1 0 1 0 1 4 9 5 4 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 6 2 1 7 3 1 9 4 1 3 5 1 1 6 1 4 5 1 9 1 1 0 0 8 3 8 4 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 6 3 1 6 7 9 2 1 1 3 4 8 3 7 1 4 2 1 7 6 1 0 2 6 0 5 4 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 6 4 1 8 2 6 7 6 1 2 7 4 0 2 1 4 6 2 9 0 1 0 1 6 2 3 4 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 6 5 1 7 3 6 2 9 1 2 8 6 5 1 1 4 2 0 5 2 1 0 1 9 6 2 4 1 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 6 6 1 6 0 4 4 2 1 3 6 6 4 5 1 4 4 2 5 1 9 8 3 7 5 4 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 6 7 1 6 4 0 2 1 1 3 3 3 7 5 1 4 4 6 4 4 9 8 5 8 7 4 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s
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1 6 8 1 5 9 0 1 9 1 3 1 8 3 4 1 4 4 2 2 5 1 0 1 0 8 4 4 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 6 9 1 6 2 4 7 0 1 3 4 4 6 3 1 4 4 9 3 6 9 9 0 7 6 4 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 7 0 1 5 8 3 5 1 1 3 4 7 4 5 1 4 4 3 5 6 9 9 2 3 6 4 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 7 1 1 8 7 5 1 1 1 3 0 9 8 6 1 3 8 8 6 2 1 0 1 6 6 6 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 7 2 1 5 4 7 8 9 1 2 5 0 5 0 1 4 5 3 0 5 9 8 9 2 6 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 7 3 1 7 3 3 0 4 1 3 1 3 2 4 1 3 9 1 4 4 1 0 1 0 2 5 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 7 4 1 8 3 3 7 0 1 2 9 6 9 7 1 4 4 0 6 1 9 9 8 3 9 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 7 5 1 7 7 1 2 0 1 3 1 2 2 3 1 4 4 4 2 3 1 0 3 6 8 8 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 7 6 1 5 8 5 0 4 1 2 9 1 6 0 1 4 5 2 3 8 1 0 0 4 9 8 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 7 7 1 5 5 1 7 4 1 3 0 5 5 6 1 4 6 1 8 7 1 0 2 4 3 6 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 7 8 1 6 9 0 3 1 1 3 4 1 5 4 1 4 4 9 5 6 9 7 0 9 2 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 7 9 1 4 9 6 0 9 1 2 9 8 6 1 1 4 5 8 6 7 9 9 5 4 8 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 8 0 1 5 9 9 1 6 1 3 9 4 5 9 1 4 7 0 2 3 9 9 5 1 6 4 1 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 8 1 3 5 0 4 4 3 2 6 8 1 5 1 2 9 1 2 5 3 2 0 1 2 0 2 4 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 8 2 3 5 0 7 9 0 2 6 9 1 2 8 2 8 8 4 0 3 1 9 4 1 5 5 4 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 8 3 3 6 6 4 8 8 2 6 3 7 0 1 2 8 9 6 9 1 1 9 7 6 8 0 4 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 8 4 3 6 2 2 0 6 2 4 8 8 6 3 2 8 9 4 6 7 2 0 6 4 4 9 4 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 8 5 3 4 4 7 6 8 2 6 7 4 4 2 2 9 0 1 3 9 1 9 4 3 5 1 4 2 0  E q u al  S a m e  Ye s

1 8 6 3 3 5 2 2 1 2 5 6 5 5 6 2 9 3 2 9 7 1 9 6 9 5 8 4 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 8 7 3 3 1 6 7 3 2 7 0 2 2 8 2 8 6 4 6 3 1 9 5 7 9 4 4 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 8 8 3 3 4 9 7 5 2 5 5 8 6 3 2 8 9 6 1 6 1 9 6 4 4 4 4 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 8 9 3 3 0 4 7 2 2 6 7 5 7 9 2 9 0 1 5 1 1 9 8 1 0 4 4 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 9 0 3 2 7 5 3 3 2 7 1 9 2 5 2 9 1 0 9 1 2 0 0 0 0 5 4 2 0  E q u al  Di ff e r e nt  Ye s

1 9 1 3 0 5 4 7 2 2 6 8 7 1 3 2 9 4 1 4 3 2 0 1 9 0 1 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 9 2 3 2 6 5 7 5 2 8 5 6 7 8 2 9 3 7 9 7 1 9 1 8 5 3 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 9 3 3 3 9 4 2 4 2 6 4 2 4 0 2 9 2 2 7 8 1 9 5 8 0 3 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 9 4 3 5 3 1 9 7 2 6 6 9 1 2 2 8 1 8 1 9 1 9 6 1 4 9 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s

1 9 5 3 4 0 5 9 1 2 6 1 7 9 8 2 9 4 6 8 1 1 9 8 4 1 0 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  S a m e  Ye s
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S a m pl e R e a d s

L. m o n o c y t o g e n e s

S a m pl e R e a d s

N u m b e r

of S t r ai n s
C o v e r a g e

R el a ti v e A b u n d a n c e

P r o fil e

S a m e o r

Di ff e r e nt Cl u s t e r

S t r ai n s i n

R ef e r e n c e D a t a b a s e

1 9 6 3 2 7 2 6 2 2 6 6 8 0 3 2 8 5 8 9 1 1 9 3 1 7 3 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 9 7 3 1 0 0 6 3 2 6 5 3 4 6 2 8 2 8 9 8 1 9 9 2 1 3 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 9 8 3 4 8 4 4 4 2 4 4 0 2 9 2 8 2 8 1 8 2 0 5 0 1 9 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

1 9 9 3 6 1 4 1 1 2 6 5 1 1 2 2 8 2 6 9 8 2 0 0 3 7 6 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

2 0 0 3 6 4 4 8 6 2 7 6 7 9 4 2 8 2 0 7 7 1 9 9 0 6 9 4 2 0  O n e D o mi n a nt S t r ai n  Di ff e r e nt  Ye s

2 0 1 1 7 4 7 1 0 1 3 5 4 8 2 1 4 3 8 5 6 9 7 1 0 5 1 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 2 1 8 0 8 4 5 1 3 9 0 9 3 1 4 4 9 7 4 1 0 0 3 3 0 1 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 3 1 5 5 0 6 0 1 3 2 6 7 4 1 4 6 2 1 0 1 0 1 5 1 5 1 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 4 1 8 3 2 1 0 1 3 3 5 9 9 1 4 5 9 5 0 9 6 8 3 5 1 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 5 1 6 2 1 0 0 1 2 6 1 1 8 1 4 5 1 5 5 9 5 8 1 0 1 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 6 1 7 8 7 1 5 1 3 3 6 4 1 1 4 6 6 1 6 1 0 2 0 9 1 2 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 7 1 5 5 6 5 6 1 3 3 5 5 4 1 4 3 4 7 3 1 0 0 1 1 9 2 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 8 1 8 2 5 9 9 1 3 1 8 8 0 1 4 5 1 0 3 9 9 4 5 9 2 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 0 9 1 8 2 9 1 5 1 3 5 7 7 1 1 4 5 3 7 6 9 7 4 0 6 2 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

2 1 0 1 8 0 0 5 1 1 3 4 2 7 9 1 4 4 8 2 3 1 0 0 1 2 2 2 1 0  E q u al  Di ff e r e nt  N o

T a bl e A 1: D e t ail s of t h e 8 4 0 c r e a t e d s a m pl e s. E a c h r o w c o r r e s p o n d s t o f o u r s a m pl e s, o n e f o r E. c oli , o n e f o r A. b a u m a n nii , o n e f o r M. t u b e r c ul o si s , a n d o n e f o r
L. m o n o c yt o g e n e s , t h a t w e r e c r e a t e d wi t h t h e s a m e p a r a m e t e r s. T h e s a m pl e r e a d s c ol u m n of e a c h s p e ci e s i n di c a t e s t h e t o t al n u m b e r of p ai r e d e n d r e a d s i n t h e
s a m pl e. C o v e r a g e i n di c a t e s t h e t o t al c o v e r a g e a c r o s s all s t r ai n s of t h e c o r r e s p o n di n g s p e ci e s i n a s a m pl e. R el a ti v e a b u n d a n c e p r o fil e c ol u m n i n di c a t e s w h e t h e r all
s t r ai n s i n a s a m pl e h a d e q u al a b u n d a n c e ( E q u al ) o r w h e t h e r o n e s t r ai n h a d 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al p a r t s of t h e
r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e ( O n e D o mi n a nt S t r ai n ). T h e s a m e o r di ff e r e nt cl u s t e r cl u s t e r c ol u m n d e s c ri b e s w h e t h e r all t h e s t r ai n s i n a s a m pl e w e r e
s a m pl e d f r o m t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, o r f r o m di ff e r e nt o n e s. T h e s t r ai n s i n r ef e r e n c e d a t a b a s e c ol u m n i n di c a t e s w h e t h e r t h e s t r ai n s i n t h e
s a m pl e w e r e al s o i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e p r o vi d e d t o t h e t o ol s ( Ye s ) o r n o t ( N o ).
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Fi g u r e A 1: C o u nt of a s s e m bli e s of E. c oli a s si g n e d t o e a c h cl u s t e r a t t h e t h r e e cl u s t e ri n g l e v el s ( a s s e m bli e s
cl u s t e r e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u s t e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u s t e r L e v el, 1 0 0 Cl u s t e r L e v el, a n d 5 0 0 Cl u s t e r L e v el,
r e s p e c ti v el y ). Cl u s t e r n u m b e r s a r e a r bi t r a r y a n d n u m b e ri n g i n c r e a s e s l ef t t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s
w e r e l ef t o u t f o r vi si bili t y ).
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Fi g u r e A 2: C o u nt of a s s e m bli e s of M. t u b e r c ul o si s a s si g n e d t o e a c h cl u s t e r a t t h e t h r e e cl u s t e ri n g l e v el s ( a s s e m bli e s
cl u s t e r e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u s t e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u s t e r L e v el, 1 0 0 Cl u s t e r L e v el, a n d 5 0 0 Cl u s t e r L e v el,
r e s p e c ti v el y ). Cl u s t e r n u m b e r s a r e a r bi t r a r y a n d n u m b e ri n g i n c r e a s e s l ef t t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s ti c k s
w e r e l ef t o u t f o r vi si bili t y ).
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Fi g u r e A 3: C o u nt of a s s e m bli e s of L. m o n o c yt o g e n e s a s si g n e d t o e a c h cl u s t e r a t t h e t h r e e cl u s t e ri n g l e v el s
( a s s e m bli e s cl u s t e r e d i nt o 1 0, 1 0 0, a n d 5 0 0 cl u s t e r s, l a b el e d a s 1 0 Cl u s t e r L e v el, 1 0 0 Cl u s t e r L e v el, a n d 5 0 0 Cl u s t e r
L e v el, r e s p e c ti v el y ). Cl u s t e r n u m b e r s a r e a r bi t r a r y a n d n u m b e ri n g i n c r e a s e s l ef t t o ri g ht o n t h e x- a xi s ( s o m e x- a xi s
ti c k s w e r e l ef t o u t f o r vi si bili t y ).
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Fi g u r e A 4: A s s e m bl y s t a ti s ti c s f o r A. b a u m a n nii . G e n o m e L e n g t h i s t h e l e n g t h of t h e g e n o m e s i n n u cl e o ti d e s. N
c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b e r of G a p s i s t h e n u m b e r of g a p s (- ) i n t h e
a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h o r t e s t c o nti g t h a t n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e l e n g t h a n d N 5 0
c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h a t n e e d t o b e i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b e r of c o nti g s
t h e a s s e m bli e s c o n si s t of.
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Fi g u r e A 5: A s s e m bl y s t a ti s ti c s f o r E. c oli . G e n o m e L e n g t h i s t h e l e n g t h of t h e g e n o m e s i n n u cl e o ti d e s. N c o u nt i s
t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b e r of G a p s i s t h e n u m b e r of g a p s (- ) i n t h e a s s e m bli e s. N 5 0
i s t h e s h o r t e s t c o nti g t h a t n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e l e n g t h a n d N 5 0 c o u nt t h e n u m b e r
of c o nti g s t h a t n e e d t o b e i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b e r of c o nti g s t h e a s s e m bli e s
c o n si s t of.
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Fi g u r e A 6: A s s e m bl y s t a ti s ti c s f o r M. t u b e r c ul o si s . G e n o m e L e n g t h i s t h e l e n g t h of t h e g e n o m e s i n n u cl e o ti d e s. N
c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b e r of G a p s i s t h e n u m b e r of g a p s (- ) i n t h e
a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h o r t e s t c o nti g t h a t n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e l e n g t h a n d N 5 0
c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h a t n e e d t o b e i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b e r of c o nti g s
t h e a s s e m bli e s c o n si s t of.



2 5 2 A p p e n di x A. S u p pl e m e nt ar y T a bl e s a n d Fi g u r e s f or C h a pt e r II

2. 9 3. 0 3. 1 3. 2 3. 3
1 e 6

0

1 0

2 0

G e n o m e L e n g t h

0. 0 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0
0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

N C o u n t

0. 0 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0
0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

N u m b e r of G a p s

0. 0 0. 5 1. 0 1. 5
1 e 6

0

1 0

2 0

3 0

N 5 0

0 1 0 2 0 3 0 4 0
0

2 0 0

4 0 0

C o u n t f o r N 5 0

0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0
0

2 5

5 0

7 5

N u m b e r of C o n ti g s

Fi g u r e A 7: A s s e m bl y s t a ti s ti c s f o r L. m o n o c yt o g e n e s . G e n o m e L e n g t h i s t h e l e n g t h of t h e g e n o m e s i n n u cl e o ti d e s.
N c o u nt i s t h e n u m b e r of a m bi g u o u s b a s e s i n t h e a s s e m bli e s. N u m b e r of G a p s i s t h e n u m b e r of g a p s (- ) i n t h e
a s s e m bli e s. N 5 0 i s t h e s h o r t e s t c o nti g t h a t n e e d s t o b e i n cl u d e d t o c o v e r o v e r 5 0 % of t h e g e n o m e l e n g t h a n d N 5 0
c o u nt t h e n u m b e r of c o nti g s t h a t n e e d t o b e i n cl u d e d t o r e a c h t h e N 5 0. N u m b e r of C o nti g s i s t h e n u m b e r of c o nti g s
t h e a s s e m bli e s c o n si s t of.
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Fi g u r e A 8: I nf e r r e d n u m b e r of s t r ai n s b y K r a k e n U ni q f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e
d a t a b a s e. Si z e of ci r cl e r e p r e s e nt s f r a c ti o n of s a m pl e s.
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Fi g u r e A 9: I nf e r r e d n u m b e r of s t r ai n s b y S t r ai n E s t f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e
d a t a b a s e. Si z e of ci r cl e r e p r e s e nt s f r a c ti o n of s a m pl e s.
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Fi g u r e A 1 0: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d
a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n t h e
s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e
1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all
s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s
h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n
p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 1: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d a c r o s s
all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n t h e s a m pl e s.
S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0
cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all
s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s
h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n
p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 2: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n
t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t
t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e
f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g
s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s
m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 3: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y n u m b e r of s t r ai n s i n
t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t
t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e
f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g
s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s
m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 4: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d
a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e t o t al c o v e r a g e of t h e
s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e
1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al
r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e
wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n
c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 5: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d a c r o s s
all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e t o t al c o v e r a g e of t h e s a m pl e s.
S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0
cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e
a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e
r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r
h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 6: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e t o t al c o v e r a g e of
t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t
t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al
r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e
wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n
c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 7: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e t o t al c o v e r a g e of
t h e s a m pl e s. S a m pl e s a n al y z e d i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t
t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al
r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e
wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n
c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 8: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d
a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e r el a ti v e a b u n d a n c e p r o fil e.
I n t h e e q u al p r o fil e all s t r ai n s h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e. I n t h e d o mi n a nt s t r ai n s a m pl e s o n e s t r ai n’ s r el a ti v e
a b u n d a n c e i s 8 0 %, wi t h all o t h e r s t r ai n s b ei n g e q u all y di s t ri b u t e d a c r o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d
t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s
w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e
a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 1 9: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d a c r o s s
all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e r el a ti v e a b u n d a n c e p r o fil e. I n t h e
e q u al p r o fil e all s t r ai n s h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e. I n t h e d o mi n a nt s t r ai n s a m pl e s o n e s t r ai n’ s r el a ti v e
a b u n d a n c e i s 8 0 %, wi t h all o t h e r s t r ai n s b ei n g e q u all y di s t ri b u t e d a c r o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d
t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s
w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e
a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 0: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e r el a ti v e
a b u n d a n c e p r o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all s t r ai n s h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e. I n t h e d o mi n a nt s t r ai n s a m pl e s o n e
s t r ai n’ s r el a ti v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wi t h all o t h e r s t r ai n s b ei n g e q u all y di s t ri b u t e d a c r o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %.
S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e
1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B a r h ei g ht s h o w s
m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 1: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e r el a ti v e
a b u n d a n c e p r o fil e. I n t h e e q u al p r o fil e all s t r ai n s h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e. I n t h e d o mi n a nt s t r ai n s a m pl e s o n e
s t r ai n’ s r el a ti v e a b u n d a n c e i s 8 0 %, wi t h all o t h e r s t r ai n s b ei n g e q u all y di s t ri b u t e d a c r o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %.
S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e
1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B a r h ei g ht s h o w s
m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 2: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of A. b a u m a n nii c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d
a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e cl u s t e r of o ri gi n. S a m e
cl u s t e r i n di c a t e s t h a t t h e s t r ai n s i n t h e s a m pl e a r e i n t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, w hil e di ff e r e nt
i n di c a t e t h e y o ri gi n a t e f r o m di ff e r e nt cl u s t e r s. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h di ff e r e nt
n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell
a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al
s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e
a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 3: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of E. c oli c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e c o m bi n e d a c r o s s
all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e cl u s t e r of o ri gi n. S a m e cl u s t e r
i n di c a t e s t h a t t h e s t r ai n s i n t h e s a m pl e a r e i n t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c a t e t h e y
o ri gi n a t e f r o m di ff e r e nt cl u s t e r s. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of
c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e
s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of
t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r
b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 4: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of M. t u b e r c ul o si s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e cl u s t e r of o ri gi n.
S a m e cl u s t e r i n di c a t e s t h a t t h e s t r ai n s i n t h e s a m pl e a r e i n t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, w hil e di ff e r e nt
i n di c a t e t h e y o ri gi n a t e f r o m di ff e r e nt cl u s t e r s. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h di ff e r e nt
n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell
a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al
s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e
a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e A 2 5: R e s ul t s f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s of L. m o n o c yt o g e n e s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e
c o m bi n e d a c r o s s all s p e ci e s f o r S t r ai n S c a n, S t r ai n G E, K r a k e n U ni q, a n d S t r ai n E s t, s t r a ti fi e d b y t h e cl u s t e r of o ri gi n.
S a m e cl u s t e r i n di c a t e s t h a t t h e s t r ai n s i n t h e s a m pl e a r e i n t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, w hil e di ff e r e nt
i n di c a t e t h e y o ri gi n a t e f r o m di ff e r e nt cl u s t e r s. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h di ff e r e nt
n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell
a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al
s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e
a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.



A p p e n di x B

S u p pl e m e n t a r y T e x t a n d Fi g u r e s f o r
C h a p t e r I V

M o di fi c a ti o n s of t h e A c c e s s o r y- P r o p o r ti o n M o d el

T h e r e e xi s t m a n y p o s si bili ti e s f o r e x p a n di n g a n d c h a n gi n g t h e a c c e s s o r y- p r o p o r ti o n m o d el, t w o of w hi c h I will b ri e fl y a d d r e s s

h e r e.

A n i s s u e wi t h t h e c u r r e nt f o r m ul a ti o n i s t h e s t ri c t s e p a r a ti o n of c o r e a n d a c c e s s o r y g e n e s. I t i s cl e a r t h a t t h e n u m b e r of i nf e r r e d

c o r e g e n e s will d r o p wi t h t h e n u m b e r of i n cl u d e d r ef e r e n c e s t r ai n s, p o t e nti all y t o o l o w f o r s o m e s p e ci e s t o g e n e r a t e hi g h- q u ali t y

e s ti m a t e s. G e n e s p r e s e nt i n al m o s t all s t r ai n s a r e c o n si d e r e d a s s of t c o r e g e n e s, g e n e s t h a t a r e di s t ri b u t e d a c r o s s m o s t m e m b e r s

of a s p e ci e s 2 4 7 . I i m pl e m e nt e d a v e r si o n of t h e m o d el i n w hi c h s o m e g e n e s a r e c o n si d e r e d b o t h a s a c c e s s o r y a n d a s c o r e g e n e s

wi t h t h ei r i m p o r t a n c e i n ei t h e r p a r t of t h e o bj e c ti v e f u n c ti o n b ei n g d e p e n d e nt o n t h e p e r c e nt a g e of r ef e r e n c e s t r ai n s t h e y a p p e a r

i n. S p e ci fi c all y, ω g = 1 i s s e t f o r g e n e s g t h a t a r e p r e s e nt i n 1 0 0 % of r ef e r e n c e s t r ai n s a n d ω g = 0 f o r g e n e s t h a t a r e p r e s e nt i n

9 5 % o r f e w e r of t h e r ef e r e n c e s t r ai n s. T h e n w e c a n li n e a rl y i nt e r p ol a t e b e t w e e n t h e s e t w o p oi nt s, s e t ti n g

ω g = m a x { 1 − 2 0 ( 1 − r g ) , 0 } ( 2. 1 )

f o r e a c h g e n e, w h e r e r g i s t h e p e r c e nt a g e of r ef e r e n c e s t r ai n s c a r r yi n g g e n e g . I n a n a b u s e of n o t a ti o n, l e t ω l = ω g f o r p o si ti o n s

l c o r r e s p o n di n g t o g e n e g . A d di n g t hi s w ei g ht t o t h e o bj e c ti v e f u n c ti o n r e s ul t s i n

λ s

∑︁

s ∈ S

X s +
λ p

L

∑︁

( l, n ) ∈ L × N

ω l Ω l D l, n +
λ j

G

∑︁

g ∈ G

( 1 − ω g ) I g +
λ t

G

∑︂

s ∈ S , g ∈ G ,Λ s , g = 0

T s, g . ( 2. 2 )

F u r t h e r m o r e, k e e pi n g i n mi n d t h e p o t e nti al i n a c c u r a ci e s i nt r o d u c e d, I di d c o n si d e r i n cl u di n g d u pli c a t e g e n e s i n t h e m o d el. T o

a c hi e v e t hi s I p r o c e e d e d a s f oll o w s f o r e a c h of t h e d u pli c a t e g e n e s. Fi r s t, t h e s e q u e n c e s of e a c h g e n e i n e a c h r ef e r e n c e s t r ai n w e r e

d e t e r mi n e d. T h e n o n e g e n e v a ri a nt f o r e a c h d u pli c a t e g e n e f r o m e a c h s t r ai n w a s s el e c t e d b y fi r s t c h o o si n g o n e f r o m a s t a r ti n g

s t r ai n a n d t h e n i t e r a ti v el y i n cl u di n g t h o s e g e n e v a ri a nt s f o r e a c h s t r ai n wi t h t h e l o w e s t M A S H di s t a n c e t o t h e g e n e s al r e a d y

i n cl u d e d. T hi s a p p r o a c h l e d t o a m u c h l a r g e r n u m b e r of g e n e s ( 1 5 8 7 g e n e s i n t o t al of w hi c h 3 3 1 w h e r e c o r e g e n e s p r e s e nt i n

1 0 0 % of r ef e r e n c e s t r ai n s ) i n cl u d e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e. H o w e v e r, t h e p e rf o r m a n c e of t hi s a p p r o a c h w a s s u b p a r. W hil e

v a ri a nt s of t hi s a p p r o a c h c o ul d b e d e v el o p e d, t hi s a v e n u e w a s n o t f u r t h e r p u r s u e d.

2 7 1
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Fi g u r e B 1: P e rf o r m a n c e of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e f o r all
s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c o r r e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s ), s t r a ti fi e d b y t h e n u m b e r of s t r ai n s i n t h e s a m pl e.
S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e
1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s wi t h di ff e r e nt c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all
s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s
h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n
p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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Fi g u r e B 2: P e rf o r m a n c e of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e f o r all
s p e ci e s ( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c o r r e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s ), s t r a ti fi e d b y t h e t o t al c o v e r a g e t h e s a m pl e. S a m pl e s
a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0
cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s c o nt ai ni n g di ff e r e nt n u m b e r of s t r ai n s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e
a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e
r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2 r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r
h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al. N o t e t h e hi g h p e rf o r m a n c e f o r 1-f ol d
c o v e r a g e. T hi s i s li k el y d u e t o t h e f a c t t h a t o nl y s a m pl e s wi t h o n e c o n s ti t u e nt s t r ai n w e r e c r e a t e d a t t hi s c o v e r a g e.
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Fi g u r e B 3: R e s ul t s of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e f o r all s p e ci e s
( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c o r r e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s ), s t r a ti fi e d b y b y t h e r el a ti v e a b u n d a n c e p r o fil e. I n t h e e q u al
p r o fil e all s t r ai n s h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e. I n t h e d o mi n a nt s t r ai n s a m pl e s o n e s t r ai n’ s r el a ti v e a b u n d a n c e i s
8 0 %, wi t h all o t h e r s t r ai n s b ei n g e q u all y di s t ri b u t e d a c r o s s t h e r e m ai ni n g 2 0 %. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e
b o t h s a m pl e s wi t h s t r ai n s o ri gi n a ti n g i n t h e s a m e a n d i n di ff e r e nt cl u s t e r s a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el a s w ell a s s a m pl e s
wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d c o v e r a g e s. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e
9 5 % c o n fi d e n c e i nt e r v al.



S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e s 2 7 5

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 2

0. 4

0. 6

0. 8

1. 0
F

1

A. b a u m a n nii

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 2

0. 4

0. 6

0. 8

1. 0

E. c oli

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 2

0. 4

0. 6

0. 8

M. t u b e r c ul o si s

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 2

0. 4

0. 6

0. 8

1. 0
L. m o n o c y t o g e n e s

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0 0

0. 0 5

0. 1 0

0. 1 5

0. 2 0

0. 2 5

0. 3 0

0. 3 5

0. 4 0

J
S

D

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 1

0. 2

0. 3

0. 4

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0 0

0. 0 5

0. 1 0

0. 1 5

0. 2 0

0. 2 5

0. 3 0

0. 3 5

1 0 cl u s t e r s

1 0 0 cl u s t e r s

5 0 0 cl u s t e r s

A s s e m bli e s
0. 0

0. 1

0. 2

0. 3

0. 4

A s s e m bli e s
0. 0 0 0 0

0. 0 0 0 5

0. 0 0 1 0

0. 0 0 1 5

0. 0 0 2 0

0. 0 0 2 5

0. 0 0 3 0

W
S

D

A s s e m bli e s
0. 0 0 0

0. 0 0 2

0. 0 0 4

0. 0 0 6

0. 0 0 8

0. 0 1 0

0. 0 1 2

0. 0 1 4

0. 0 1 6

A s s e m bli e s
0. 0 0 0 0

0. 0 0 0 2

0. 0 0 0 4

0. 0 0 0 6

0. 0 0 0 8

0. 0 0 1 0

A s s e m bli e s
0. 0 0 0 0

0. 0 0 0 5

0. 0 0 1 0

0. 0 0 1 5

0. 0 0 2 0

0. 0 0 2 5

0. 0 0 3 0

Cl u s t e r

S a m e

Diff e r e n t

Fi g u r e B 4: R e s ul t s of t h e A P M f o r s a m pl e s m a d e u p of s t r ai n s c o nt ai n e d i n t h e r ef e r e n c e d a t a b a s e f o r all s p e ci e s
( e a c h c ol u m n of fi g u r e s c o r r e s p o n di n g t o o n e s p e ci e s ), s t r a ti fi e d b y t h e cl u s t e r of o ri gi n. S a m e cl u s t e r i n di c a t e s t h a t
t h e s t r ai n s i n t h e s a m pl e a r e i n t h e s a m e cl u s t e r a t t h e 1 0 0 cl u s t e r l e v el, w hil e di ff e r e nt i n di c a t e t h e y o ri gi n a t e f r o m
di ff e r e nt cl u s t e r s. S a m pl e s a n al y z e d t o g e t h e r i n cl u d e b o t h s a m pl e s wi t h di ff e r e nt n u m b e r s of c o n s ti t u e nt s t r ai n s a n d
c o v e r a g e s. B o t h s a m pl e s t h a t h a v e e q u al r el a ti v e a b u n d a n c e f o r all s t r ai n s a s w ell a s t h e s a m pl e s t h a t h a v e o n e
d o mi n a nt s t r ai n a t 0. 8 r el a ti v e a b u n d a n c e wi t h t h e r e m ai ni n g s t r ai n s h a vi n g e q u al s h a r e s of t h e r e m ai ni n g 0. 2
r el a ti v e a b u n d a n c e w e r e a n al y z e d i n c o m bi n a ti o n. B a r h ei g ht s h o w s m e a n p e rf o r m a n c e a n d e r r o r b a r s t h e 9 5 %
c o n fi d e n c e i nt e r v al.
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A p p e n di x C

D e ri v a ti o n of N C O M P F al s e P o si ti v e
R a t e

H e r e, I d e ri v e t h e e x p e c t e d n u m b e r of f al s e p o si ti v e s a n d f al s e n e g a ti v e s i n a k - di sj u n c t m ul ti p o ol d e si g n ( o r t h e e q ui v al e nt S T D

d e si g n ) u si n g t h e N C O M P d e c o d e r wi t h ∆ = 1 a n d g t h e g r o u p si z e, d e fi n e d a s

D e fi ni ti o n C. 1. F o r all c ol u m n s i d e fi n e T i = { j ; M i, j = 1 } a n d S i = { j ; M i, j = 1 , Yj = 1 } . T h e n t h e it h it e m i s i nf e r r e d a s

p o siti v e if | Si | ≥ | Ti |( g − ∆ ) .

F u r t h e r m o r e, I m a k e s o m e n e c e s s a r y a s s u m p ti o n s.

A s s u m pti o n 1. A n y t w o i t e m s X i a n d X k s h a r e a t m o s t o n e p o ol. T hi s al s o m e a n s gi v e n t h e t r u e s t a t u s of X i all t h e t e s t s of

p o ol s c o nt ai ni n g X i a r e c o n di ti o n all y i n d e p e n d e nt.

A s s u m pti o n 2. All i t e m s a r e i.i. d. p o si ti v e wi t h p r o b a bili t y p .

A s s u m pti o n 3. T h e s e n si ti vi t y S e a n d a n d s p e ci fi ci t y S p a r e k n o w n a n d i n d e p e n d e nt of g r o u p si z e a n d n u m b e r of p o si ti v e s i n a

g r o u p.

A s s u m pti o n 4. Gi v e n t h e t r u e s t a t u s of k sl o p e s, t h ei r t e s t s a r e all c o n di ti o n all y i n d e p e n d e nt of e a c h o t h e r.

Wi t h t h e s e a s s u m p ti o n s, w e c a n p r o c e e d t o fi r s t d e ri v e t h e p r o b a bili t y of s a m pl e i b ei n g f al s e p o si ti v e a n d t h e n t h e p r o b a bili t y

of i b ei n g f al s e n e g a ti v e, w hi c h will all o w u s t o c al c ul a t e o u r e x p e c t e d f al s e p o si ti v e a n d f al s e n e g a ti v e r a t e s gi v e n p r e v al e n c e,

s e n si ti vi t y, s p e ci fi ci t y, a n d a t e s t d e si g n.

We g e t t h e f oll o wi n g f o r t h e f al s e p o si ti v e r a t e

P ( X i n e g a ti v e | At l e a s t k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e ) =

P ( At l e a s t k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ) P ( X i n e g a ti v e )

P ( At l e a s t k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e )
.

wi t h

P ( X i n e g a ti v e ) = ( 1 − p ) = q. ( 3. 1 )

We fi r s t h a v e P ( At l e a s t k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ) = P ( All k p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i

2 7 7
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n e g a ti v e ) + P ( k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ). T h e fi r s t p a r t of t hi s s u m i s

P ( All k p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ) =

1∑︁

s m = 0

P ( S 0 = 1 , S1 = 1 , ..., Sk − 1 = 1 |S T
0 = s 0 , ST1 = s 1 , ..., STk − 1 = s k − 1 )

× P ( S T
0 = s 0 , ST1 = s 1 , ..., STk − 1 = s k − 1 ) ,

wi t h S 0 , ..., Sk − 1 b ei n g t h e r e s ul t s of t h e t e s t s of t h e k di ff e r e nt sl o p e s. S T
m d e n o t e s t h e r e s ul t t h a t w o ul d h a v e b e e n o b t ai n e d

u si n g p e rf e c t t e s t s. B y s y m m e t r y all s u m m a n d s w h e r e i S T
m s a r e 1 a n d j a r e 0 a r e t h e s a m e. We c a n f u r t h e r t a k e o u t t h e i t e m,

a s i t i s n e g a ti v e. F o r t r u e p o si ti v e p o ol s w e h e n c e g e t ( b y t h e a s s u m p ti o n of c o n di ti o n al i n d e p e n d e n c e of di ff e r e nt sl o p e s u n d e r

X i )

S a
e ( 1 − q l − 1 ) a , ( 3. 2 )

w h e r e l i s t h e n u m b e r of s a m pl e s p e r p o ol a n d a i s t h e n u m b e r of t r u e p o si ti v e s p o ol s. F o r t r u e n e g a ti v e p o ol s w e g e t

( 1 − S p ) k − a q ( k − a ) l − ( k − a ) . ( 3. 3 )

P u t ti n g t hi s all t o g e t h e r w e g e t

P ( All k p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ) =

S k
e ( 1 − q l − 1 ) k

+
∑︁ k

k − 1

∑︁
S k − 1

e ( 1 − q l − 1 ) k − 1 ( 1 − S p ) q l − 1

+
∑︂ k

k − 2

∑︂
S k − 2

e ( 1 − q l − 1 ) k − 2 ( 1 − S p ) 2 q 2 l − 2

+ ... +
∑︂ k

0

∑︂
( 1 − S p ) k q k l − k

=
∑︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1
)︂ k

T h e s e c o n d p a r t i s

P ( k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e )

= k ∗
1∑︂

s m = 0

P ( S 0 = 0 , ..., Sk − 1 = 1 |S T
0 = s 1 , ..., STk − 1 = s k − 1 ) .

Si mil a r t o a b o v e f o r t r u e p o si ti v e p o ol s w e g e t

S a − 1
e ( 1 − q l − 1 ) a − 1 × ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 )

= S a − 1
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) a ,

a n d f o r t r u e n e g a ti v e p o ol s w e g e t

( 1 − S p ) k − a q ( k − a ) l − ( k − a ) . ( 3. 4 )
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T o g e t h e r t hi s l e a v e s u s wi t h

P ( k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e ) = k ×

S k − 1
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k

+

∑︁ ∑︁ k

k − 1

∑︁
−

∑︂ k − 1

k − 1

∑︂ ∑︂

S k − 2
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × ( 1 − S p ) q l − 1

+ S e k − 1 ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × S p q l − 1

+

∑︂ ∑︂ k

k − 2

)︂
−

∑︂ k − 1

k − 2

∑︁ ∑︁

S k − 3
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 2 ( 1 − S p ) 2 q 2 l − 2

+
∑︁ k − 1

k − 2

∑︂
S e k − 2 ( 1 − q l − 1 ) k − 2 × ( 1 − S p ) S p q 2 l − 2

+ ...

+

∑︂ ∑︂ k

k − ( k − 1 )

)︃
−

(︁ k − 1

k − ( k − 1 )

)︁ (︁

( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

+
)︁ k − 1

k − ( k − 1 )

(︃
S e ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 2 S p q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

+
)︃ k − 1

0

(︃
( 1 − S p ) k − 1 S p q k l − k

=

S k − 1
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k

+
)︃ k

k − 1

(︁
S k − 2

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × ( 1 − S p ) q l − 1

+ ... +
)︁ k

k − ( k − 1 )

)︂
( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

+ S e k − 1 ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × S p q l − 1

+
(︂ k − 1

k − 2

)︂
S e k − 2 ( 1 − q l − 1 ) k − 2 × ( 1 − S p ) S p q 2 l − 2

+ ... +
(︂ k − 1

k − ( k − 1 )

)︂
S e ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 2 S p q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

+
(︂ k − 1

0

)︂
( 1 − S p ) k − 1 S p q k l − k

−

[︄
(︂ k − 1

k − 1

)︂
S k − 2

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × ( 1 − S p ) q l − 1

+
(︂ k − 1

k − 2

)︂
S k − 3

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 2 ( 1 − S p ) 2 q 2 l − 2

+ ... +
(︂ k − 1

k − ( k − 1 )

)︂
( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

]︄

.

T h e fi r s t p a r t of t hi s i s

S k − 1
e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k

+
(︂ k

k − 1

)︂
S k − 2

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × ( 1 − S p ) q l − 1

+ ... +
(︂ k

k − ( k − 1 )

)︂
( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

=
( 1 − S e )

S e

[︄
(︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1
)︂ k

− ( 1 − S p ) k q k l − k

]︄

.
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F u r t h e r

S e k − 1 ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × S p q l − 1

+
∑︁ k − 1

k − 2

∑︁
S e k − 2 ( 1 − q l − 1 ) k − 2 × ( 1 − S p ) S p q 2 l − 2

+ ... +
∑︁ k − 1

k − ( k − 1 )

∑︂
S e ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 2 S p q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

+
∑︂ k − 1

0

∑︂
( 1 − S p ) k − 1 S p q k l − k

= S p q l − 1
∑︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1
∑︂ k − 1

,

a n d

)︂ k − 1

k − 1

∑︂
S k − 2

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 1 × ( 1 − S p ) q l − 1

+
∑︁ k − 1

k − 2

∑︁
S k − 3

e ( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) k − 2 ( 1 − S p ) 2 q 2 l − 2

+ ... +
∑︁ k − 1

k − ( k − 1 )

∑︂
( 1 − S e ) ( 1 − q l − 1 ) × ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

= ( 1 − S p ) q l − 1 ( 1 − S e )

S e

∑︂
∑︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1
)︃ k − 1

− ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

(︁

.

Al t o g e t h e r w e a r ri v e a t

P ( k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i n e g a ti v e )

= k ×

)︁
( 1 − S e )

S e

(︁ )︁

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

(︃ k

− ( 1 − S p ) k q k l − k

)︃

+ S p q l − 1

(︃

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

)︃ k − 1

− ( 1 − S p ) q l − 1 ( 1 − S e )

S e

(︁ )︁

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

)︂ k − 1

− ( 1 − S p ) k − 1 q ( k − 1 ) l − ( k − 1 )

(︂ )︂

= k ×

(︂
( 1 − S e )

S e

)︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

(︂ k

+ S p q l − 1

)︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

[︄ k − 1

− ( 1 − S p ) q l − 1 ( 1 − S e )

S e

(︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

)︂ k − 1
(︂

.

T h e n fi n all y

P ( X i i s a f al s e p o si ti v e )

= q ×

)︂
(︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1
)︂ k

+ k ×

]︄
( 1 − S e )

S e

(︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

)︂ k

+ S p q l − 1

(︂

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

)︂ k − 1

− ( 1 − S p ) q l − 1 ( 1 − S e )

S e

[︄

S e ( 1 − q l − 1 ) + ( 1 − S p ) q l − 1

(︂ k − 1
)︂ ]︄

.

H a vi n g d e ri v e d a n e x p r e s si o n f o r t h e f al s e p o si ti v e r a t e, w e s till n e e d t o d e ri v e o n e f o r t h e f al s e n e g a ti v e r a t e. T hi s i s s t r ai g ht-
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( 1, 1)

( 0. 9 9, 0. 9 9)

( 0. 9 5, 0. 9 5)

Fi g u r e C 1: T h e p r o b a bili t y of a s a m pl e b ei n g i nf e r r e d a s f al s e p o si ti v e a t di ff e r e nt p r e v al e n c e r a t e s a n d di ff e r e nt
s e n si ti vi t y a n d s p e ci fi ci t y v al u e s f o r N C O M P (li n e s s h a d e d r e d ) a n d C O M P (li n e s s h a d e d bl u e ).

f o r w a r d a n d c a n b e e x p r e s s e d a s

P ( At l e a s t t w o p o ol s c o nt ai ni n g X i n e g a ti v e | X i p o si ti v e )

= 1 − P ( At l e a s t k − 1 p o ol s c o nt ai ni n g X i p o si ti v e | X i p o si ti v e )

= 1 − ( S k
e + k × S k − 1

e ( 1 − S e ) ) .

I c o m p a r e t h e p r o b a bili t y of a s a m pl e b ei n g f al s e p o si ti v e u si n g N C O M P wi t h C O M P f o r a r r a y t e s ti n g ( a s d e ri v e d b y Ki m

e t al. 1 0 6 ) i n Fi g u r e C 1.
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