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0z: Bu calismada gercek zamanh DNA dizilemesi saglayan, diisiik maliyetli ve
tasinabilir bir yeni nesil dizileme teknolojisi olan nanogézenek dizileme
teknolojisini kullanarak gercek zamanh ve diisiik maliyetli patojen/etken tespit
algoritmalar1 sunulmaktadir. Calisma kapsaminda Oxford Nanopore MinlION DNA
dizileyicisi ile sekanslanan bakterileri gercek zamanl taniyabilecek bilgi kurami
temelli biyoinformatik teshis algoritmalar1 gelistirilmis ve performanslar1 gergek
veri lizerinde test edilmistir. Taksona 6zgii oligomer karakterizasyonunu saglayan
Bagil Bolluk Endeksleri (ing: Relative Abundance Index-RAI) ve niikleotid dizileri
icindeki korelasyonlari ortaya seren Ortalama Karsilikli Bilgi (OKB) yontemi ile DNA
karakterizasyonu yapilarak patojen tanima algoritmalari gelistirilmistir. Tasarlanan
simtlasyonlar ile ortalama teshis koyma siireleri ve dogruluklar1 hakkindaki
istatistikler elde edilerek bu yonde olusturulacak sistemlerin rutin kullanim i¢in
fizibilitesi ortaya konmustur. Onerilen OKB profili ve RAI tabanli algoritmalarin hizl
patojen tanima konusunda yeterli dogruluk seviyesinde ve kisa siirede tanima
yapabilecek hizda oldugu ve mevcut programlarla rekabet edebilen performansta
oldugu nanogozenek dizilemesi yapilan patojen paneli iizerinde gdsterilmistir.
Gelistirilen yontem kisitli bir patojen paneli lizerinde etkinlik gostermektedir; bu
sebeple genis ¢capli kullanim i¢in daha ileri ¢alismalarin yiiriitiilmesi gerekmektedir.
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Abstract: In this work, real-time and cost effective pathogen detection algorithms
for low-cost, real-time nanopore DNA sequencing technology are proposed.
Information theory-based bioinformatics detection algorithms that can recognize
the bacterial species in DNA data generated by the current nanopore sequencing
technology, Oxford Nanopore MinlON sequencer, were developed and tested on
real-data. Novel pathogen recognition algorithms were developed based on Relative
Abundance Index (RAI), which characterizes taxon-specific oligomer preferences,
and also based on Average Mutual Information (AMI), which reveals the correlations
within nucleotide sequences. The simulations were designed to reveal the statistics
on mean detection durations and accuracies of the detection algorithms. This
provided know-how on the feasibility of routine usage of the systems developed on
these principles. The proposed algorithms those are based AMI and RAI based
detection systems were observed to be sufficiently accurate and rapid for pathogen
detection on the selected pathogen panel being competitive with state-of-the-art.
While the method operates on a limited panel, further studies are needed to broaden
the use cases.

*lgili Yazar, email: nalbantoglu@erciyes.edu.tr

1. Giris

Enfeksiyon hastaliklari, diinya 6l¢ceginde yetiskin 6liim sebeplerinde birinci, ¢ocuk 6liimlerinde ise ikinci sirada
gelmektedir. Bir yilda diinya ¢apinda 6len 50 milyon insanin %40°’1nin enfeksiyon hastaliklarindan 61diigii tahmin
edilmektedir [1,2]. Enfeksiyon hastaliklarinda tani ve antimikrobiyal tedavinin uygun sekilde yénlendirilebilmesi
icin etkenin dogrulanmasi ve patojenin hizl bir sekilde identifikasyonu olduk¢a 6nemlidir. Bu amag i¢in kullanilan
standart mikrobiyolojik yontemler kiiltiir, konvansiyonel identifikasyon/duyarlilik testlerini icermektedir. Her ne
kadar kiltiir altin standart olarak tanimlansa da standart yontemlerle sonu¢ alinmasi i¢in en 72 saate varan
stirelere ihtiya¢c duyulmakta ve etken organizma her zaman identifiye edilememektedir. Ozellikle sepsis gibi kritik
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vakalarin tanisinda ya da etken mikroorganizmanin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasinin kritik 6neme sahip
oldugu biyogiivenlik/biyoterdrizm durumlarinda konvensiyonel yontemler yetersiz kalmaktadir. Kiiltiirde hiz
sorununa ek olarak kan, idrar, ETA, BOS gibi viicut sivis1 6rneklerinin toplanmasindan baslayarak son asamaya
kadar patojen tanimlamanin dogru sonuglandirilmasini etkileyen ¢ok sayida faktér bulunmaktadir. Ornegin,
fastidiyoz ve yavas iireyen patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlarda etken izolasyonu icin kiltiiriin duyarlilig:
oldukca diistiktiir. Kiiltiiriin ortaya koydugu teknik ve diger sinirlamalarin {istesinden gelmek icin, bir¢ok tilkede
1960’11 yillardan bu yana etken/patojen hizli tan1 yontemleri lizerine yapilan arastirmalar devem etmektedir [3].
Bu arastirmalar baslica, minyatiirize biyokimyasal teknikler, immiinolojik testler, biyosensorler ve niikleik asit
temeline dayanan yontemleri icermektedir. Fakat, hizli sonu¢ vermesi i¢in tasarlanan s6z konusu yontemlerin
duyarliliklar;, hedef mikroorganizma ¢esitlilikleri ve rutinde kullanimi i¢cin maliyet etkinliklerinin
degerlendirilmesi énemlidir [4]. Ornegin, etken tamisinda DNA temelli yéntemler heniiz rutin laboratuvar
kullanimina girmemis olmakla birlikte bircok hasta grubundaki hizli tani ihtiyacindan dolay1 ¢ok sayida
arastirmada degerlendirilmistir. Fakat, patojen spesifik yaklasimla -tiir ya da cins dilizeyinde tasarlanan-
primerlerin kullanildigit DNA temelli metotlarda hedeflenen mikroorganizma cesitliligi olduk¢a sinirlidir. Bu
sebeple, gerek klinik gerekse gida ve ¢evresel érneklerinde bulunan patojen mikroorganizmalarin erken tespiti/
identifikasyonu i¢cin mikrobiyolojik taniya katki saglamak iizere ucuz ve duyarliligi yiiksek hizli tani sistemlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Gegtigimiz on bes yil, yeni nesil dizileme teknolojilerinde (YNDT) gerceklesen gelismeler ve bunun yansimasi
olarak saglik bilimleri, gida biyoteknolojisi, endiistriyel mikrobiyoloji vb. alanlarda énemli buluslarin yapildig: bir
ilerleme donemi olmustur. YNDT, ticari olarak kullanima girmeye basladig1 2004 yilindan bugiine degin 1 milyon
niikleotidin dizileme maliyetini 1000 Amerikan dolarindan 5 Amerikan senti seviyesine indirirken, tek bir seferde
dizileme hacmini de Mbp (milyon niikleotid~bakteri genomu) diizeyinden Tbp (trilyon niikleotid~1000 insan
genomu) diizeyine tagimistir [5]. Glinlimiizde kiiciik 6l¢cekli molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda dahi yeni nesil
dizileme ile genom diizeyinde calisma yapilabilmekte, fenotip-genotip iliskileri ortaya konarak hastalik
teshisi/prognozu/tedavi arastirmalar1 molekiiler diizeyde yiiriitiilebilmektedir.

Gegtigimiz birkag yilda, DNA dizileme paradigmasinda devrimsel bir gelismeye sebep olabilecek yeni bir yaklasim
bilimsel kullanima sunulmustur. DNA sentezinin optik (Illumina, Roche 454, PacBio teknolojileri) veya
elektrokimyasal (Ion Torrent teknolojisi) tespitine dayali teknolojiler yerine herhangi bir DNA sentezlemeye
dayanmayan, nanogozenekler [6] icerisinden gecen DNA iplikciklerinin dogrudan elektronik tespitine dayali
Oxford Nanopore MinlON teknolojisi inovatif bir DNA dizileme ydntemi olarak kullanilmaya baglanmistir.
Nanogozek dizilemesi, tarihi 25 yi1l 6ncesine dayanan bir fikir olsa da [7], DNA dizileyen ulasilabilir bir cihaz
teknolojisine doniismesi ancak 2014 yilinda miimkiin olmustur. Herhangi bir DNA amplifikasyonu, sentezleme
veya optik tarama gerektirmeyen bu teknik, ucuz ve kiigiik cihazlarla gercek zamanli, hizl1 ve uzun DNA okumalari
saglayan dizilemeyi olanakli kilmaktadir. Nanogo6zenek dizileme yontemini uygulayan ilk ticari DNA dizileyicisi
olarak ortaya ¢ikan Oxford Nanopore MinlON, bu teknoloji ile kisa stirede 6énemli bulgularin elde edilebilmesini
saglamistir. Ornegin, nanogdzenek dizileme ile elde dilen uzun okumalar bakteri tiim genomlarimn biiyiik bir
basariyla dizilenebilmesini saglamaktadir. Escherichia coli K-12 MG1655 susunun tiim genomu 48 saatlik MinlON
dizilemesi sonucunda elde edilmis ve yaklasik %87'sinin referans genomla 6rtiistiigli raporlanmistir [8]. Ayni
genomun daha gelismis biyoinformatik teknikleriyle birlestirilmesi sonucu %99.5 referans gen benzerligi ile
birlestirilmesi miimkiin olmustur [9]. Patojen tiirlerin antibiyotik direncinden sorumlu antibiyotik diren¢ geni
adalarinin yapi ve genom pozisyonlarinin bu dizileme teknolojisi ile tespit edilebildigi Salmonella Typhi genomu
lizerinde gosterilirken [8], Staphylococcus aureus ve Mycobacterium tuberculosis genomlarinin antibiyotik direng
tahminleri sirasiyla 12 antibiyotik icin ortalama % 99.4 ve % 90.55 dogrulukla yapilabildigi rapor edilmistir. Bu
ornekler disinda bir diger basarili gelisme, ilk ortaya ¢iktig1 siirecte MinlON verisi diisiik kaliteli okumalar
iretiyorken [8,10] kimyas1 degistirilmis yeni akis hiicreleri sayesinde bugiin neredeyse 2.nesil dizileme cihazlar
kadar Kkaliteli okumalar elde edilebilmesi olmustur.

Biitlin bu gelismeler 1s18inda MinlON nanogdzenek dizilemesinin ger¢ek zamanli tiim genom dizilemesi yapabilme
yetisi, bu teknolojinin patojen tespiti konusundaki potansiyelini ortaya dokmiistiir. Bu dogrultuda baslayan dncii
calismalarda basarili sonuglar elde edilmistir [8]. ingiltere'de bir hastanede basgésteren Salmonella salginini 100
dakika siiren nanogozenek dizilemesi ile tespit etmeyi basarmislardir. 2014 Ebola salgini izolatlar ile yapilan
calismalarda bir saatten kisa siirede Ebola virusunun tespit edilebildigi, aym teknikle chikungunya ve hepatit C
viruslarinin da kisa siirede MinION dizilemesiyle tespit edilebildigi goriilmiistiir. influenza genomunun dizilendigi
bir diger ¢alismada 4 saatlik bir nanogdzenek dizilemesi ile tiim virus genlerinin %99 dogrulukla ortaya
¢ikarilabildigi ve bu sayede virus tiplemesinin yapilabildigi belirtilmistir [11]. 2020 y1linda basg6steren COVID-19
pandemisinde SARS-CoV-2 genomlarinin dizilenmesinde baslica yontem olarak nanogézenek dizilemesi salgin
boyunca 6ne ¢ikmistir [12,13].

261



Nanogb

k DNA Dizil i ile Hizli Patojen Tanima Yapabilen Algoritmalar

Bugiine degin yiiriitiilmiis calismalar géz Oniine alindiginda, patojen tanima ydntemlerinin liretilen DNA
okumalarinin referans genomlar iizerine bilinen DNA hizalama programlariyla hizalamaya dayandigi
goriilmektedir. Buna gore ortamdan okunan DNA dizilerinin 6nemli bir bdliiminiin, hedef bir patojenin genomuna
hizalanabiliyor olmasi, o patojenin ortamda bulunduguna isaret etmekte ve bdylece patojen tespiti
yapilabilmektedir. Uzun DNA pargalarin1 hizalamada kullanilan yontemlerinden olan LAST [14] su an
nanogozenek dizilemesinde kullanilan en popiiler yontem olarak géze ¢arpmaktadir [8,15,16]. Bunun yaninda
BLAST [10,11,17] ve BWA-MEM [9,18,19] programlari da hizalamada kullanildif1 rapor edilen benzer
yaklasimlardir. Bahsi gecen DNA hizalayicilar aslen baz basina ortalama okuma hata orani diisiik olan (<< %1)
Sanger ve Illumina dizileme teknolojileri i¢in gelistirilmis yontemlerdir. Nanogozenek dizilemesinin mevcut
teknoloji ile %15-%30 arasinda degisen yiiksek okuma hatasi oranlarina sahip oldugu bildirilmektedir [10,20].
Hizalama algoritmalarinin MinION gibi yiiksek okuma hatasi oranina sahip veriler lizerinde ise diisiik basariya
sahip olmasi beklenmektedir. Nitekim rapor edilen nanogézenek dizilemesi deneylerinde iiretilen veri ancak %10-
%20 oranlar1 arasinda hizalanabilmistir [20,15]. Bu oranda giincellenen yeni kimyasal prosediirlerle ufak
iyilesmeler olsa da heniiz ortalama olarak iiretilen okumalarin en fazla dortte bire yakin bir b6liimii [9] referans
genomlar lizerine hizalanarak tespit i¢in kullanilabilmektedir. Bu durum firetilen verinin bilyiik ¢ogunlugunun
ortamdaki patojenlere ait 6nemli genom bilgileri icermesine ragmen bunlarin dogrudan kullanilamamasi
anlamina gelmektedir. Ebola, Chikungunya ve hepatit C viriislerinin tespiti icin yapilan bir ¢alismada MinlON
dizileme verisinin DNA hizalamasi ile Illumina platformuna gore yaklasik 3 kat daha az oranda hizalandig
gozlemlenmistir [11]. Bu ise saatler olarak rapor edilen patojen tanima siiresinin iiretilen verinin verimli
kullanilabilmesi halinde dakikalarla ifade edilebilecek performansa erisebilecegini isaret etmektedir. Dolayisiyla
patojen tanima yontemi olarak nanogozenek okumalarini referans genomlara hizalama yaklasimindan ¢ok DNA
kompozisyonuna dayali oriintii tanima ve makine 6grenimi gibi teknolojilerin kullanildig1 yeni yaklasimlara
ihtiya¢ vardir. Bu tip yaklasimlar, DNA okumalarini matematiksel modellerle karakterize ederek bilinmeyen bir
DNA pargasinin hangi genoma ait modelle ortistigint bularak tespit yapmaya yoénelik olmasi bakimindan
onemlidir. Patojen tanima i¢in gerekli taksonomik siniflandirmay: hesaplamal genom imzalari (HGI) [21] tabanli
oriintii tanima yontemleriyle gerceklestiren Phymm [22] ve RAlphy [23] gibi yaklasimlarin giiriiltila veriye
dayanikl oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte Ortalama Karsilikl Bilgi (ing: Average Mutual Information-
AMI) karakterizasyonun da yiliksek hatali dizilerde basarili modelleme yapabildigi bilinmektedir [24, 25]. Bu
sebeple bu yaklasimlarin, MinlON verisi lizerinde basarili modelleme yapma ve dolayisiyla verimli patojen tanima
yontemleri ortaya koyma potansiyeli bulunmaktadir.

Yiriitiilen ¢calisma ile gercek zamanli DNA dizilemesi saglayan, diisiik maliyetli ve tasinabilir bir yeni nesil dizileme
teknolojisi olan nanogdzenek dizileme teknolojisini kullanarak gercek zamanli ve ucuz patojen/etken tespit
sistemlerinin gelistirilmesi amac¢lanmistir. Bu kapsamda, Oxford Nanopore MinION DNA dizileyicisi ile
sekanslanan bakterileri gercek zamanl taniyabilecek bilgi kurami temelli biyoinformatik teshis algoritmalar:
gelistirilmis ve performanslari gercek veri lizerinde test edilmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismada izlenen metodoloji, 6nerilen yontemin gelistirilmesi ve test edilmesi i¢in gerekli (i) veri iiretimi, (ii)
tiretilen DNA dizileme verisi lizerinden biyoinformatik yontemler gelistirilmesi ve (iii) gelistirilen yontemlerin
tasarlanan simiilasyonlarla performansinin 6lglilerek 6nerilen teknolojinin basarisinin ve uygulanabilirliginin
kestirilmesi asamalarini icermektedir.

2.1 Islak Laboratuvar Yontemleri

Biyoinformatik tanima algoritmalarinin gelistirilmesinde gerekli egitim verisinin iretilmesi icin bu asamada E.
coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii ve
Enterobacter spp. tiirlerine ait suslarin genomik DNA izolasyonu, cift iplikli DNA (dsDNA) kalite 6l¢timleri, dizileme
kiitliphanesinin hazirlanmasi ve MinION ile dizilemesi yapilmistir.

2.1.1 Mikrobiyal DNA izolasyonu ve dsDNA Kalite Olgiimleri

E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, C. freundii ve Enterobacter spp. suslar uygun besi yerlerinde saf
olarak kiiltiirlenmistir. Suslara ait total bakteriyel DNA izolasyonu Mobio DNA izolasyon Kiti (Mobio-PowerLyzer
UltraClean Microbial DNA Isolation Kit) kullanilarak fretici firmanin prosediiriinde belirtildigi sekliyle
gerceklestirilmistir. izolasyon sonrasi elde edilen total bakteriyel DNA icerisindeki cift iplikli DNA (dsDNA)
konsantrasyonu ve kalitesi Qubit dsDNA BR assay kit kullanilarak Qubit fluorometer (Life Technology) ile
belirlenmistir. Uygun kalite ve miktarda elde edilemeyen suslar icin izolasyon agamasi tekrarlanmistir. Olgiim
sonuglarina gore uygun kalitedeki (OD 260/280 = 1.8, OD 260/230 = 2.02.2) dsDNA o6rnekleri nanogdzenek
dizilemede kullanilmis ve saf dsDNA kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmigtir.
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2.1.2 Nanogozenek Tiim Genom Dizileme

Nanogozenek dizilemesi icin Oxford Nanopore Technologies, MinION dizileme cihaz1 ve cihaza ait kontrol
yazilimlar1 kullamlmstir. izole edilen dsDNA, Oxford Nanopore SQK-LSK308 kiti ile firmanin énerdigi prosediire
uygun sekilde sekanslamaya hazirlanmistir. Kit prosediiriine uygun olarak dsDNA'lar1 yaklasik 8Kb'lik parc¢alara
ayirmak i¢in Covaris g-TUBE teknolojisi kullanilmistir. DNA hasar ve kiriklarinin onarilmasinda NEBNext Ultra 11
End Repair/dA-Tailing, NEBNext FFPE DNA Repair Mix kitleri kulllanilmistir. Kiitiiphane hazirlik islemleri
sirasinda DNA saflastirilmasi1 Dynabeads MyOne Streptavidin C1 manyetik boncuklar ile gergeklestirilmistir.
Alternatif bir kiitiphane hazirlik asamasi olarak, DNA par¢alanmasi, hasar onarimi gibi islemlere ihtiyag
duyulmayan kiitiiphane hazirlanmasina olanak saglayan Oxford Nanopore SQK-RADO0O3 kiti kullanilmistir. Her bir
ornek icin, MinlON cihazina takilan MK-I FLO-MIN107 akis hiicresi (flow cell) kullanilarak 48 saat boyunca
nanogozenek sekanslamasi yapilmistir. Dizileme cihazinin kontrol yazilimi olan MinKNOW programi iizerinden
DNA okumalar1 FASTA formatinda metin dosyalarina cevrilerek biyoinformatik analizler i¢in hazir hale
getirilmistir.

2.2. Kuru Laboratuvar Siirecleri

Nanogozenek dizilemesi ile elde edilen DNA okumalarinin ait oldugu mikorganizmay1 veya taksonomik sinifi
hassas diizeyde tahmin ederek patojen tespiti yapan biyoinformatik yontemler iki farkli yaklasim tlizerinden
gelistirilmistir. Bunlar Bagil Bolluk Endeksi (ing: Relative Abundance Index-RAI) ve Ortalama Karsilikli Bilgi (OKB)
karakterizasyonlarina dayal algoritmalardan olusmaktadir.

2.2.1 Bagil Bolluk Endeksi (RAI) Temelli Patojen Tanima Algoritmalari

RAI, genomlar igerisindeki kisa oligontikleotidlerin organizmaya 6zgii bollukta bulunduklari ve rastgele bir DNA
fragmaninin hangi tiire (veya taksonomik birime) ait oldugunu bu karakteristige gore olusturulmus endeksler
kullanilarak tespit edilebilecegi gozlemine dayanan bir DNA Kkarakterizasyon yodntemidir [23]. Bu yodntem
kullanilarak gelistirilmis olan RAIphy metagenom analiz programinin mikroorganizmalarin tespitinde oldukca
hassas ve 6zgiil oldugu raporlanmistir [26,27].

RAI, bir oligoniikleotidin bir genom veya taksonomik grup icindeki bagil bollugunu asagidaki sekilde hesaplar.

X1X5X3..X} k bazdan olusan bir oligoniikleotid ve p(x;X,...X})bu oligoniikleotidin genom iginde goriilme
olasiligi ise i. dereceden bagil bolluk endeksi

P (%1 X2 X3 )P (X1 X2 X — )

rai; (21 %5..%)) (1)
B b (Xt o Xie—)P (K1 X X1
ve toplu bagil bolluk endeksi
k-2
rai(x, x,...x) Z rai; (x,2x5..%) (2)
i=0

seklinde gozlenen oligoniikleotid frekanslarinin farkli dereceden Markov modellerine dayanan beklenen
degerlere oranlar1 toplami o genom (veya taksonomik tnite) icindeki her bir oligoniikleotidin bagil bolluk
endeksini vermektedir. Orijini bilinmeyen bir DNA parg¢asinin icerdigi oligoniikleotidlerin bir genoma gore toplam
endeks skoru, o DNA parcasinin sdzkonusu genoma gore RAI skorunu belirtir. Bilinmeyen fragman, RAIphy
tarafindan en yiiksek RAI skorunu olusturan genoma ait olarak siniflandirilmaktadir.

RAI endeksleme algoritmasina dayanarak nanogoézenek dizileri iizerinden patojen tanimasi yapabilecek bir
yontem gelistirmek icin 6ncelikle optimal modelleme yapabilen oligoniikleotid uzunluklarinin tespit edilmesi
saglanmistir. Bunun i¢in 1slak laboratuvar siirecinde elde edilen izolat genomlar1 ve NCBI RefSeq veritabanindan
bugiine kadar dizilenmis olan secili patojen suslarina ait genomlar indirilerek RAI veritabanlarinin
yapilandirilmasi gergeklestirilmistir. 7-13 arasindaki her oligoniikleotid uzunlugu i¢in farklh bir RAI veritabani
olusturmustur. Patojen suslarin MinION dizilemesi ile liretilen DNA okumalar1 bu degerler igin test edilerek en
dogru tanimalarin yapildigi oligoniikleotid uzunluklar tespit edilmistir.

MinION dizilemesi DNA dizisinin nanogotzenekler icerisinden gecerken aninda goriintiilenebilmesi imkani
sunmaktadir. Dizileme sirasinda okunan DNA par¢asinin uzunlugu arttik¢a ¢evrimici olarak RAI endeks skorlari
giincellenebilir. Gergek profile yakinsayan (veya yanlis profillerden iraksayan) bu tiirevsel skorlarin tanima da
kullanilmasi ile dizileme sirasinda tespit siirelerinin elde edilmesi saglanmistir. Buna gore her okuma igin her
saniye oOrneklenen RAI skorlarinin birinci derece farklar1 da smiflandirma yodntemine entegre edilerek
siniflandirma performansina olan olumlu etkisi gézlemlenmistir.
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2.2.2 Ortalama Karsilikh Bilgi (OKB) Temelli Patojen Tanima Algoritmalari

OKB, bir DNA parc¢asindaki niikleotidlerin birbirleriyle olan korelasyon iligkilerini 6l¢en bir bilgi kurami
yontemidir. Buna gore bir DNA dizisinde birbirinden k niikleotid uzaklikta bulunan iki niikleotidin (x,y) birbirleri
hakkinda igerdikleri bilgi

xy)
Ik = Exea Lyea Pk (x¥)10g, 7505 A={A GG, T} 3)

seklinde k niikleotid uzaktaki x ve y’nin empirik olarak kestirilmis bilesik ve marjinal olasilik dagilimlari iizerinden
hesaplanabilmektedir.

OKB temelli patojen tanima algoritmalarinin gelistirilmesi icin RAI temelli algoritma gelistirme asamasina benzer
adimlar atilmistir. Oncelikle tiretilen MinIlON verisi iizerinden farkli profil uzunluklarinda patojen tanima
performanslar1 arastirilmistir. OKB profillerinin tiim genom profillerine yakinsama verilerinin siniflandirmaya
olumlu etkisinin olup olmadig1 yine RAI skorlarinda kullanilan yontemle arastirilmistir. OKB profillerinin
uzakliklarinin él¢iimiinde Oklid, L1 normu ve Pearson korelasyonu metrikleri kullanilmigtir.

2.2.2.1 OKB Profillerini Kullanan Makine Ogrenme Temelli Patojen Tanima Yéntemleri

Farkli patojenlere ait OKB profillerinin siniflandirilabilmesi i¢in liretilen okumalara ait OKB profillerinden rastgele
ornekleme ile altkiimeler secilmis ve belirlenen makine 6grenme programlarinda egitilerek capraz gecerlilik
testleriyle performanslar: sinanmistir. Kullanilan makine 6grenme teknikleri sirasi su sekildedir: Naif Bayes
algoritmasi [28], Destek vektor makineleri [29], en yakin komsu algoritmasi [30], Karar agaglar1 [31] ve Rastgele
orman algoritmasi [32].

2.3 Hizli Patojen Tamima Yéntemlerinin Performansimin Olgiilmesi
Bu asamada gelistirilen patojen tanima algoritmalarinin eldeki patojenleri hangi slirede ne 6lgiide
taniyabilecekleri iiretilen veriler lizerinde simiilasyon yapilarak test edilmistir.

Patojen dizileme verisinin iiretilmesi sirasinda, DNA okumalarinin okunma zamanlari ve okunma siralari
MinKNOW yazilimi ile kayit altina alinmistir. Bir dizileme siirecin baslamasindan bitisine kadar siiren her saniye
icin o anki kiimiilatif veri gelistirilen yazilimla analiz edilerek her bir okumanin taksonomik tespitleri kayit altina
alinmistir. Yapilan simiilasyonlar ile profil yakinsama karakteri ve RAI skorlarinin evrimi gozlenerek her bir
patojen icin kritik degerler belirlenmistir. Bu degerlere erisim stireleri yine dizileme siireleri ve okuma siralari
kayitlari kullanilarak ortaya ¢ikarilmis, boylece yaklasik tanima stireleri hesaplanmistir.

2.4 Uygulama
Gelistirilen yaklasimla nanogozenek dizileme verisinden taksonomik analiz yapabilen yontemler bir yazilim

paketi haline getirilmis, “nanoTAX” isimli yazilim https://github.com/nalbant/nanoTAX adresli github versiyon
platformunda dagitima sunulmustur.

3. Bulgular

Yiirttiilen alti farkli nanogdzenek dizilemesi deneyi belirtilen iiretici firma tarafindan saglanan MinKnow DNA
dizileyici striici yazilimi ile gergeklestirilmistir. Her bir izolat i¢cin MinKnow prosediirleri icerisinde akis
hiicrelerini (flowcell) tam kapasite ile kullanan 48 saatlik dizileme prosediirii se¢ilmis ve dizilemelerin her biri 48
saat boyunca ylriitiilmiistiir. Deneylerde kullanilan MinION akis hiicrelerinin her biri 4’erli setler halinde 512
dizileme kanalindan olusmaktadir. Verili bir dizileme aninda her kanaldaki 4 nanogdzenegin o anda en saglkl
olani siirtici yazihm tarafindan tespit edilerek kullanilmaktadir. Yiriitiilen 6 dizileme deneyinin tamaminda
baslangi¢ degeri olarak 300 kanaldan fazlasinin saglikli olarak calistigi goriilmiistiir. Dizileme deneleri sonucunda
deney basina yaklasik 40.000 (ortalama 39.329 +/- 9.743) DNA okumasi elde edildigi, bu okumalarin ortalama
olarak 10.522 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda oldugu goriilmustiir. Okuma sayilari E. coli i¢in 49.675 bg, K. pneumoniae
icin 27.975bg, A. baumannii icin 50.062bg, P. aeruginosa i¢in 41.315bg, C. freundii igin 29.669bg¢ ve Enterobacter
spp icin 35.476bg olarak kayit edilmistir.

Elde edilen okuma uzunluklar1 géz oniine alindiginda 1000 b¢’den daha uzun okumalarin tiim okumalarin
%399,27’sini, 5000 b¢’den daha uzun okumalarin tim okumalarin %83,86’sin;, 10.000 b¢’den daha uzun
okumalarin tiim okumalarin %49,01’ini olusturdugu goriilmektedir (Ek A). En uzun okuma ise 37.455 b¢ olarak
kaydedilmistir. Buna gore okumalarin yaklasik yarisinin 10 Kb¢’den uzun oldugu goériilmektedir. Elde edilmis olan
bu DNA dizileme uzunluklar1 nanogézenek dizilemesi hakkinda son yillarda elde edilen raporlarla tutarli olmakla
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birlikte bir genom parc¢asina ait géreceli olarak uzun parcgalarin okunabiliyor olmasi biyoinformatik uygulamalarin
ontndeki belli kisitlar1 ortadan kaldirilmasinin 6niinii agabilecektir.

Calismada yiirttiilen deneylerdeki hata oranini tahmin edebilmek amaciyla dizilenen suslar NCBI veri tabanindaki
dizilenmis genomlarla Blastn algoritmasi kullanilarak karsilastirilmistir. Tamami hizalanabilen okumalarin
niikleotid varyasyonlarina bakilarak kestirilen hata orani ortalama olarak %8,71 +/- 2.35 olarak elde edilmistir.

4.2 Bagil Bolluk Endeksi (RAI) Temelli Patojen Tanima Algoritmasinin Gelistirilmesi

RAI endeksi kullanilarak bir patojen tanima programi olusturulmus ve s6z konusu algoritma belirlenen 6 patojen
icin test edilmistir. Gelistirilen program farkli RAI uzunlugu parametreleriyle (oligoniikleotid uzunlugu 7’den 13’e
kadar) farkli veri tabanlari olusturmus ve patojen tanima deneyleri DNA okumasinin ortalama dogru
siniflandirilma sayisi kriteri lizerinden test edilmistir. Calisma kapsaminda yliriitiilen testlerde oligoniikleotid
uzunlugu 12'yi astiktan sonra dogruluk payinin doyuma ulasip daha da gerilemeye basladig1 tespit edilmistir
(Tablo 1).

Tablo 1: Oligoniikleotid uzunluguna bagh olarak RAI endeksi tabanli siniflandirma algoritmasinin siniflandirma

dogruluk degerleri.
Oligontikleotid uzunlugu
7 8 9 10 11 12 13
A. baumannii 0.682 0.866 0.972 0.981 0.999 0.999 0.982
E. coli 0.696 0.763 0.861 0.926 0.955 0.954 0.926
C. freundii 0.886 0.778 0.899 0.939 0.953 0.963 0.938
Enterobacter spp. 0.744 0.78 0.87 0.956 0.978 0.979 0.954
K. pneumoniae 0.916 0.866 0.958 0.99 0.991 0.99 0.99
P. aeruginosa 0.995 0.99 0.998 1 1 1 0.999

RAI endeksi 12 bazdan olusan oligoniikleotid veri tabaniyla ytiriitiilen deneyde test edilen 6 patojenin ortalama
%98 dogrulukla tespit edilebildigi gozlenmistir. Elde edilen tiim nanogdzenek okumalar tlizerinde yiirttiilen
blastn hizalamasi deneylerinde ortalama okuma hata orani %8.71 olarak bulunmustur. Bu ise yine ortalamada
11.48 bazdan birinin hatali olacagi anlamina gelmektedir. Bu hata orani 11 ve 12 bazlik RAI profillerinde dogruluk
artisini biiyiik oranda etkilemezken 13 bazlik oligoniikleotid profilinden itibaren sonuglara etki ettigi ve dogrulugu
bir miktar duisiirdiigii goériilmektedir (Sekil 1).

1
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0.7
06 B A, baumannii
0.5 B E. coli

C. freundii
W Enterobacter spp.
0.3 B K. pneumoniae
P. aernginosa

0.4

Dofruluk defjeri

0.2

0.1

0
7 8 9 10 11 12 13

Oligonikleotid uzunlugu

Sekil 1. Oligontikleotid uzunluguna bagh olarak RAI endeksi tabanli siniflandirma algoritmasinin siniflandirma
dogruluk degerleri.

Nanogo6zenek DNA dizileme teknolojisi i¢in son zamanlarda ortaya ¢ikarilmis olan okuma tanima algoritmalarinin
en yaygin ikisi olan Minimap [33] ve WIMP (Kraken) [34] programlari ¢alisma kapsaminda iiretilen 6 patojene ait
deney verisi kullanilarak siiflandirilmis ve dogruluk degerleri elde edilmistir (Tablo 2). Elde edilen sonuglara
gore RAI endeksi tabanh yaklasimin WIMP programindan daha basarili Minimap’ten ise marjinal bir fark ile
rekabet edebilir diizeyde daha basarili oldugu gézlenmistir.
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A. baumannii E. coli C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
RAI 0.999 0.954 0.963 0.979 0.99 1
WIMP 0.888 0.718 0.675 0.807 0.956 1
Minimap 0.944 0.897 0911 0.9 0.923 1

3.1 OKB Temelli Patojen Tanima Algoritmalarinin Uzaklik/Benzerlik Metrikleri ile Patojen Tanimada
Kullanilmasi

Tanima i¢in belirlenmis alt1 patojene ait nanogozenek dizilemesi sonucunda elde edilen DNA okumalari ayr1 ayr1
OKB profillemesine tabii tutulmus ve bu profillerin patojen tanima algoritmalarindaki performanslar: test
edilmistir. Gozlenen DNA okumalari arasi varyasyona ragmen genel OKB formunun korunuyor olmasi belli bir
Olcekte patojen tanima yapilabilecegi goriisiinii ortaya atmaktadir. Bu potansiyeli gorsel olarak gézoéniine sermek
amaciyla elde edilen tiim OKB profilleri temel bilesenler analizi ile incelenmis ve ilk 3 temel bilesen 3 boyutlu
uzayda goriintiilenmistir. Sekil 2’de temel bilesenler analizi farkli perspektiflerden gorsellestirilmektedir.

=

PC3

Sekil 2. Dizilenen OKB profillerinin temel bilesenler analizi ile gorsellestirilmesi

ilk ii¢c temel bilesenin goriintiisii okumalarin belli bir kiimelesme gosterdigini, ancak ayr1 ayr1 okumalarin belli
oranda i¢ ice gectiklerini dolayisiyla bir patojen tanima algoritmasinda yanlis tespit sebebi olabileceklerini
gostermektedir. Bununla birlikte profilleri uzayin farkl bolgelerine en ¢ok dagilan tiirtin A. baumannii oldugu ve
iki ayr1 6bek halinde profiller olusturdugu goériilmektedir.

Veri gorsellestirmesi yolu ile elde edilen bu sonucun OKB temelli bir patojen tanima algoritmasina nasil
yanslyacagini tespit etmek amaciyla farkli metrikler lizerinden patojen tanima programlari olusturulmus ve elde
edilen DNA okumalar ile test edilmistir. S6zkonusu programlar oncelikle 6 farkli patojen icin ortalama OKB
profillerini her bir patojenin imzasi olarak kabul etmis ve bu sekilde bir veri tabani olusturmustur. Nanogézenek
dizilemesi ile elde edilen bir DNA okumasinin OKB profili bu veri tabaniyla karsilastirilarak bilinmeyen bu DNA
dizisinin hangi patojene ait oldugu tespit edilmeye ¢alisilmistir.

ilk agamada elde edilen ortalama genom imzalari ile her bir okuma OKB profilini Oklid vektér uzakligi metrigiyle

karsilagtirmaktadir. Tablo 3’de farkh parametreler kullanilarak Oklid metrigi ile elde edilen duyarlilik ve kesinlik
performanslari sunulmaktadir.
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Tablo 3. OKB profillerinin Oklid, L1 ve Pearson korelasyonu metrikleri kullanilarak siniflandirilmasina ait
siniflandirma performanslari.

OKklid Metrigi (Duyarhlik % /Kesinlik %)

A. baumannii E. coli C. freundii |Enterobacter spp.| K.pneumoniae P. aeruginosa
1-100 bg 55,6/71,6 25,7/33,1 | 62,3/55,6 52,4/47,1 48/60,3 98,9/69,7
1-50 bg 57,9/69,8 23,6/319 | 63,4/54,6 50/49,6 50,9/57,4 98,6/71,7
1-10 bg 41,1/59,1 18,1/27,5 64/46,7 44,1/48,2 50,4/48,7 97,5/74,3

L1 Metrigi (Duyarhhk % /Kesinlik %)

A. baumannii E. coli C. freundii |Enterobacter spp.| K. pneumoniae P. aeruginosa
1-100 bg 52,2/67,5 34,3/41 63,3/55,9 50,4/46,6 46,9/57,8 85,4/62,6
1-50 bg 61,4/72,8 23/32,1 64,6/55,1 49,4/45,9 51,2/58,2 93,9/71,6
1-10 bg 44,3/60,4 17,5/26,5 | 64,7/47,5 43/47 54/49,8 96,8/77,4

Pearson korelasyonu (Duyarlilik % /Kesinlik %)

A. baumannii E. coli C. freundii |Enterobacter spp.| K. pneumoniae P. aeruginosa
1-100 bg 31,2/89,9 7,4/40 89,6/28,2 15,1/84,4 37,1/46,5 98,1/74,5
1-50 bg 22,1/80,4 6,3/38,4 90,8/26 16/79,2 31/44 94,5/81,3
1-10 bg 4,9/45,8 0,4/5,6 90,6/23,5 21/56,9 23/31,9 76/87,5

Tablo 3’te sirasiyla 100 bg, 50 bg ve 10 bg uzakhga kadar olan OKB profilleri test edilmistir. Buna gére Oklid
metrigine ait 6l¢iimlerde il 100 ve 50 bg¢ uzakliga ait OKB profillerinin dnemli dl¢lide benzer sonuglar verdigi,
profilin ilk 10 elemam goz 6niine alindifinda ise bu performansin bir miktar distigii gorilmektedir. Oklid
metrigine gore en basarili patojen tanimanin P. aeruginosa genomu ile gerceklestirildigi goriilmektedir. P.
aeruginosa izolatinin sekanslanmasindan elde edilen DNA okumalarinin 6nemli kismi (%98 civar1) dogru sekilde
siniflandirilmistir, ancak bu oranin obiir tiirlerde olduk¢a azaldigi, hatta E. coli okumalarinda C. freundii
siniflandirilmasi yapilma oraninin E. coli oranindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun disinda teste tabii tutulan
diger 5 patojenin de ¢ogunlukla dogru siniflandirildig1 ve en ytliksek taninma oranina gézoniinde bulundurarak
patojen tanima gerceklestiren bir nanogézenek yaziliminin E. coli disindaki tiim patojenleri dogru taniyabilecegi
gozlenmistir.

OKB profillerinin en baskin elemani olan profilin ilk eleman: (ardisik niikleotidlerin birbiri ile olan birlikteligini
Olcen OKB parametresi) gozardi edildiginde elde edilecek sonuglar incelendiginde yani ilk 100 bg, 50 bg ve 10bg
uzakliklara kadar olan 99, 49 ve 9 OKB o6l¢iimii profilleri test edildiginde ortalama tanima oranlarinda bir 6nceki
yaklasima oranla belirgin bir diisiis olmakla birlikte bu kez E. coli patojeninin ¢ogunlukla dogru tahmin edildigi
ancak bu kez Enterobacter spp. okumalarinin C. freundii ile karistirildig1 gériilmektedir. Bu trend maksimum 6lgiim
uzakligr 10 bg¢ uzakhiga indirildiginde degismekte ve yanlis tanimlanan patojen tekrar E. coli olarak ortaya
¢ikmaktadir (Ek A).

Ayni deneylerin L1 metrigi ile tekrar edilmesi ile en basarili tanima yapilan patojenin P. aeruginosa oldugu
goriilmektedir. Oklid metriginde goézlemlenen trende benzer sekilde E. coli okumalarinda C. freundii
siniflandirilmasi yapilma oraninin E. coli oranindan yliksek oldugu goriilmiistiir. Bunun disinda teste tabii tutulan
diger 5 patojenin de ¢ogunlukla dogru siniflandirildig1 ve en ytliksek taninma oranina gézoniinde bulundurarak
patojen tanima gerceklestiren bir nanogézenek yaziliminin E. coli disindaki tiim patojenleri dogru taniyabilecegi
gozlenmistir.

Ardisik baz cifti birlikteligini 6lcen ilk OKB elemani elendiginde ise (Ek A) 100 bg¢ uzakliga kadar elde edilen 99
bilesenli patojen tanima metriginin, ortalama tanima basaris1 diismiis olsa da, tim patojenleri en ¢ok dogru
patojen siniflandirilacak sekilde dogru taniyabildigi gériilmektedir. Bu dogruluk trendi 50 bg profil uzakliginda
hafifce kaysa da 10 bg¢ uzakliktaki elemanlarin bulundugu él¢iimlerde de ayni sekilde gozlemlenmektedir. Bu
yoéniiyle L1 metrigi okumalar tek tek ele alindiginda Oklid metriginden daha basarisiz olarak ortaya ¢iksa da,
izolatlardan elde edilecek kolektif sonuglarda tespiti daha dogru yapabilecegi goriilmektedir.

Son olarak her bir okumaya ait OKB profilinin veri tabanindaki patojen OKB imzalarina olan benzerlikleri Pearson
korelasyon o6l¢iimii ile belirlenmis ve okumalarin hangi patojene ait olduklar1 en biiyiik korelasyon dl¢iisiine
dayanilarak tespit edilmistir. Ortalama tanima basarilarinin Pearson korelasyonu ile diger iki metrige gore daha
diisiik oldugu gézlenmektedir. Bununla birlikte diger metriklerle bezer sekilde P. aeruginosa basarili bir sekilde
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tespit edilebilmekteyken yapilan alt1 farkli parametreli deneylerde de toplu tespitlerin bu metrik ile yanhs bir
sekilde yapilacag1 goriilmektedir. Tiim bu sonuclar géz éniine alindiginda Oklid ve L1 metriklerinin belli 6lgiide
basarili oldugu ancak Pearson korelasyonunun basarili bir patojen tanima yeteneginde olmadigi sonucuna
erisilmektedir.

Bir hizli patojen tanima senaryosunda enfeksiyon unsuru/gevresel patojen ortaminda izole edilebiliyor veya
onemli oranda zenginlestirilebiliyor/kiiltiirlenebiliyor ise 6nerilen sistem basarili olarak kullanilabilecektir.
Ancak bir¢ok hizli patojen tanima senaryosunda kiiltiir/zenginlestirme i¢cin zaman kisiti oldugu ve dogrudan
ortamdan (6rn. Hasta dokusu, serumu, c¢evresel ornek vb.) izole edilen DNA iceriginin patojen tanimada
kullanilabilmesi 6ngodriilmekte ve bu yetiye sahip hizli patojen tanima sistemlerinin gelistirilmesi ihtiyaci
duyulmaktadir. Bu durumda izole edilen DNA'nin yalnizca patojene ait olmamasi, kommensal tiirlere ait DNA
iceriginin de dizileme sistemi ile elde edilmis olmasi beklenmektedir. Béyle bir DNA karisimi1 /metagenom icgerigi
senaryosunda ise her bir okumanin énemli dogrulukla siniflandirilabilmesi 6énem tasir hale gelmektedir. OKB
profillerinin proje 6nerisinde belirtildigi ve test edildigi gibi olusturulan veri tabanlarindan belli uzaklik/benzerlik
metrikleri kullanarak patojenlere siniflandirilmasi disinda alternatif bir yaklasim olarak makina 6 grenme/yapay
zeka teknikleri ile s6z konusu DNA okumalarin1 daha yiiksek dogrulukla tespit edebilecek zeki yazilimlarin
liretilmesinin miimkiin olup olmadigi da proje igerisinde irdelenmistir.

3.2 OKB Profillerinin Makine Ogrenme Teknikleri ile Patojen Tanimada Kullanilmasi

Yiiriitiilen 6 farkli patojene ait DNA okumalarinin OKB profillerinden bir veri tabani olusturularak segilen 8 farkl
makine 6grenme algoritmasi ile bu profilleri birbirinden ayirabilecek yazilim modelleri olusturulmus ve ortaya
¢ikarilan programlarin performanslari DNA okumasi basina basarili tespit dlciitiiyle test edilmistir.

OKB profillerinin smiflandirmasi i¢in kullanilan algoritmalar sirasiyla Naif Bayes siniflandiricis1 (ing. Naive
Bayesian), Dogrusal destek vektér makineleri (ing. Linear Support vector machines), Karesel destek vektor
makineleri (ing. Polynomial -order2- Support vector machines), en yakin komsu siniflandiricist (ing. 1NN
algorithm), en yakin 3 komsu siniflandiricisi (ing. 3NN algorithm), en yakin 5 komsu siniflandiricisi (ing. 5NN
algorithm), karar agaclar1 (ing. J48 algorithm) ve rastgele orman siniflandiricisi (ing. Random forest classifier)
olarak belirlenmistir. Test amaciyla her bir DNA dizileme veri seti rastgele 10 par¢aya ayrilarak 10 katli ¢capraz
gecerlilik testleri yiiriitiilmiistiir. Bu amagla gelistirilen yazilim her model icin toplam basarim sonucunu ROC
egrisi altinda kalan alan ile dl¢lilmiistiir. Yapilan her deneyden bir patojene 1000 DNA dizisi gelecek sekilde
rastgele secilen 6000 okuma ile yapilan ve bir 6nceki bolimde gerceklestirilen testlerde yiiriitilen parametre
secimlerine paralel sekilde 100 bg¢ uzakliga kadar belirlenen OKB profilleri alinmis, profilin tamami 50bg¢ uzakliga
kadar olan kismi, 10 bg¢ uzaklhiga kadar olan kismi ve aymi profillerin ardisik baz ciftleri géz oniinde
bulundurulmadan elde edilen profilleri ayr1 ayr1 tiim siniflandirma algoritmalar: ile egitilerek elde edilen
programlar test edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. OKB profillerinin makine 6grenme teknikleriyle siniflandirilmasina ait ROC egrisi altinda kalan alan

Olciimleri.
Ardisik baz ciftleri ile Ardisik baz ciftleri olmadan
1-10 bg 1-50 bg 1-100 bg 2-10 bg 2-50 bg 2-100 bg

Naif Bayes 0.822 0.818 0.81 0.805 0.812 0.806

Destek vektor 0.865 0911 0.918 0.857 0.908 0.914
makinesi (dogrusal)

Destek vektor 0.854 0.918 0.927 0.838 0.913 0.923
makinesi (karesel)

En yakin komsu 0.871 0.922 0.929 0.858 0.921 0.926
En yakin 3 komsu 0.924 0.952 0.952 0914 0.951 0.951
En yakin 5 komsu 0.939 0.96 0.959 0.933 0.959 0.958

Karar agaci 0.84 0.833 0.832 0.835 0.836 0.832

Rastgele orman 0.96 0.974 0.974 0.955 0.973 0.974

Yiriitilen testlere gore OKB profillerinin olusturuldugu maksimum uzaklik arttikca patojen tanima
performansinda da belirgin bir artis trendi olmakta ve genel olarak ardisik baz ¢iftlerinin birliktelik bilgisinin de
profil icerisinde bulundurulmasi daha basarili karakterizasyona yol agmaktadir. Rastgele orman algoritmasi ile
olusturulan patojen tanima programi deneyleri yapilan bakteri paneli icerisinden nanogdzenek dizilemesi ile

268



Nanogo k DNA Dizil i ile Hizli Patojen Tanima Yapabilen Algoritmalar

okunmus herhangi bir rastgele DNA parc¢asinin ortalama %97,4 basariyla hangi patojene ait oldugunun tespit
edilebilmektedir. Bu sonuglar ile, kiiltiir olmaksizin ortamdan izole edilen DNA’dan enfeksiyon etkeni bir patojenin
veya cevresel bir 6érnek icerisinde bulunan bir patojenin dogrulukla tespit edilebilmesinin miimkiin oldugu,
nanogozenek dizilemesi ve olusturulan OKB profili temelli biyoinformatik yéntemin bu tespit i¢in 6nemli
potansiyel tasidig1 yargisina varilabilir.

DNA icerisindeki uzak korelasyonlar ve tiire 6zgiiliik

Yapilan testlerde elde edilen ilging yan bulgulardan biri OKB profillerinde uzak niikleotid ciftlerinin birliktelik
bilgisinin de patojen tanima basarimini arttirdigl gézlemidir. Yukarida sunular sonuglar ele alindiginda belli
durumlarda genom igerisindeki 50 niikleotidden daha uzakta bulunan baz ciftlerinin arasindaki uzak
korelasyonlar da tanima basarisina katkida bulunabilmektedir. Buradan hareketle bakteriyel genomlar
icerisindeki belli uzakliktaki niikleotid ¢iftlerinin arasinda dahi tiire 6zgii korelasyonlar oldugu 6ne siirtilebilir. Bu
durumu gézlemlemek amaciyla orta-uzak korelasyonlari ele alan, yani ilk 20 OKB bilesenini kullanmayan, yalnizca
20 bg uzakliktan 100b¢ uzakliga kadar uzak niikleotid ciftlerinin birlikteligini 6lcen OKB profilleri kullanilarak
rastgele orman algoritmasi ile patojen tanima programi daha 6nceki prosediire benzer sekilde tekrarlanmistir.
Elde edilen 0.958 degere sahip ROC alan, orta-uzak niikleotid ¢iftlerinin benzerliginin de tiire 6zgii olup genom
icerisinde korundugunu isaret etmektedir.

Ayni deney uzak niikleotid ciftlerinin benzerligi i¢in tekrarlandiginda, yani birbirinden 90 niikleotidden daha uzak
baz ciftleri kullanilarak tanima deneyi yapildiginda yine 0.9 ROC alani iizerinde bir basarimla siniflandirma elde
edildigi goriilmektedir. Dolayisiyla orta-uzak niikleotid korelasyonlari icin elde edilen yargiya uzak niikleotidler
icin de varmak mimkiin gériinmektedir.

3.3 Hizli1 Patojen Tanima Performansi

Gelistirilen OKB ve RAI temelli patojen tanima yontemlerinin DNA okuma tanimasi performansi géz 6niinde
bulundurularak yapilan deneylerde yeterli coklukta dizileme verisinin bulunmasi halinde patojenlerin basarili bir
sekilde tespit edilebilecegi yapilan deneylerle tespit edilmistir. Proje kapsaminda elde edilen patojen dizilerinin
tiretilme kaydi MinION cihazinin siirticii yazilimi olan MinKNOW sistemi ile kayit altina alinmis ve her saniye
okunan DNA dizileri zaman imzalar1 (saniye:dakika:saat:giin:ay:yil) seklide arsivlenmistir. Bu sayede retrospektif
similasyon miimkiin olmus ve dizilenen patojenlerin giivenli olarak tespit edilebilme siireleri elde edilmistir. OKB
ve RAI skorlarinin dizileme siireci boyunca degisimine ait grafikler sekil 3-4’te goriilmektedir. Buna gore dizilenen
her bir patojenin eldeki veri tabanindaki patojen modellerine OKB profili uzakliklarinin (veya RAI skorlarinin)
degisimi toplan okunan baz ¢ifti cinsinden verilmis ve her patojen i¢in yaklasik giivenli tespit esik degeri
belirlenmistir. Bu deger secilirken yanlis modellerin erisemedigi ve dogru modelin erisimden sonra en az 1 saat
dizileme siiresi boyunca giivenli bolgede kaldig1 sinir degerler kriter olarak belirlenmistir. Daha sonra dogru
modelin bu kritik degere erisim siiresi patojen tanima siiresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. OKB profillerinin dizileme siireci boyunca veri tabanindaki ortalama profillere yakinsama grafigi.
Kirmizi: hedef organizma, kesikli mavi: belirlenen kritik deger.
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OKB profilleri g6z 6niine alindiginda A.baumannii'nin yaklasik 1.2 Mb¢ okuma sonucunda (8.64 dakika), E. coli'nin
2.6 Mbg¢ okuma sonucunda (17.72 dakika), C. freundii'nin 4.3 Mb¢ okuma sonucunda (32.9 dakika), Enterobacter
spp.'in 1.9 Mb¢ okuma sonucunda (13.7 dakika), K. pneumonia’nin 5.1 Mb¢ okuma sonucunda (37.4 dakika), P.
aeruginosa’'nin 270 Kb¢ okuma sonucunda (1.9 dakika) giivenli olarak tespit edildigi gériilmiistiir.

Ayni simiilasyon RAI tabanli algoritma tizerinde yiiriitiildigiinde ise RAI skorlarinin OKB profillerine oranla daha
hizli bir sekilde yakinsadigi ve test edilen patojeni glivenli olarak tespit ettigi gortilmiistiir (Sekil 4).
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Sekil 4. RAI skorlarinin dizileme siireci boyunca veri tabanindaki ortalama profillere yakinsama grafigi. Kirmizi:
hedef organizma, kesikli mavi: belirlenen kritik deger.

RAI tabanli hizli patojen tanima sonuglarina gore A.baumannii, Enterobacter spp. 1 dakikanin alt1 stirelerde tespit
edilebilirken E. coli'nin 1.2 Mb¢ okuma sonucunda (8.24 dakika), C. freundii'nin 320 Kb¢ okuma sonucunda (2.3
dakika), K. pneumonia’nin 410 Kb¢ okuma sonucunda (2.85 dakika), P. aeruginosa’nin 240 Kb¢ okuma sonucunda
(1.72 dakika) giivenli olarak tespit edildigi goriilmiistiir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢alisma ile heniiz yeni bir teknoloji olarak kullanilmaya baslayan ve yeni nesil DNA dizileme teknolojilerinin 3.
nesili olarak kabul edilen nanog6zenek dizilemesinin bir hizli patojen tanima araci olarak kullanilma potansiyelini
ortaya cikarma ve bu potansiyeli isler hale getirebilecek biyoinformatik yaklasimlarinin ve algoritmalarin
gelistirilmesi amaglanmistir. Enfeksiyon etkeni veya ¢evresel patojen olan mikrobiyal organizmalarin molekiiler
tekniklerle tespiti gectigimiz onyillarda klinik mikrobiyolojinin ilgi odag: haline gelen konulardan biri olmustur
[8-10]. Molekiiler teknikleri cazip kilan 6zelliklerden biri birgok uygulamada kiiltiirlemeyi ortadan kaldirabiliyor
olmasidir. Kiiltiir asamasi azimsanamayacak bir siklikta hedeflenen bakterilerin irememesi gibi sorunlar
dogurdugu gibi, basarili oldugu durumlarda dahi uzun siiren kulugka siirecleri ile hizli patojen tespitini imkansiz
kilmaktadir. Giiniimiizde kabul géren molekiiler patojen tespiti tekniklerinin énemli kismi1 hedeflenmis bolgelerin
polimeraz zincir reaksiyonlarn ile cogaltilmasi ve/veya bu bolgelerin dizilenerek karakterize edilmesine
dayanmaktadir. Bu yaklasim ¢esitli hassasiyet ve 6zgiilliik problemleri tasidigi gibi 6nceden rastlanmamis suslarin
primer dizileri tasarlanmamis oldugundan sézkonusu patojen tespitlerini saglayamamaktadir. Ote yandan yeni
nesil dizileme teknolojileri ulasilabilir maliyet ile tiim genom dizilemelerini olanakli kilmakta ve diger molekiiler
tekniklerinin dezavantajlarindan bu yoéniyle siyrilabilmektedir [11-13]. Ancak mevcut 2. nesil DNA dizileme
teknolojileri, temelinde bulunan teknik geregi dizilemenin (kimyasal reaksiyonlarin) tamami bitirilmeden okunan
dizileri ¢ikt1 olarak verememektedir. Bu ¢evrimdisi prosediir gogunlukla 2-3 giin arasi bir siire¢ aldigindan yine
mevcut 2. nesil teknolojiler ile hizli patojen tanima teknikleri ve prosediirleri gelistirmek teknolojinin su anki
evresinde miimkiin gériinmemektedir. Bununla beraber su an yeni yayginlasmaya baslayan 3. nesil nanogdzenek

270



Nanogb

k DNA Dizil i ile Hizli Patojen Tanima Yapabilen Algoritmalar

dizilemesi ve giiniimiizdeki tek teknolojik uygulamasi olan Oxford Nanopore sistemleri gercek zamanl dizilemeyi
ve DNA'nin okundugu anda islenebilmesini olanakli kilmaktadir [35,36]. Bu 6zellik sayesinde gercek zamanli hizli
patojen tanima tekniklerinin gelistirilmesi bu teknoloji ile olanakli olmustur.

Nanogozenek dizilemesi okuma ve hata yapma karakteri agisindan mevcut 2. nesil DNA dizileme teknolojilerinden
onemli Olgiide ayrismaktadir. 2. nesil teknolojilere goére daha uzun DNA parc¢alarindan olusan okumalar
tiretilebilirken hata orani mevcut teknolojilere gore olduk¢a yiiksek olabilmektedir [8, 10]. Dolayisiyla 2. nesil
dizileme teknolojileri i¢in gelistirilen patojen tanima amach biyoinformatik teknikler nanogézenek dizilemesinde
etkisiz kalabilmektedir. Bu sebeple uzun okuma dizilerinden faydalanabilen, ayn1 zamanda ytliksek okuma hata
oranlarina dayanikl yeni nesil tekniklere ihtiyac duyulmaktadir.

Bu calisma kapsaminda gerceklestirilen deneylerde tamami hizalanabilen okumalarin niikleotid varyasyonlarina
gore hata orani ortalama olarak %8,71 +/- 2.35 olarak bulunmustur. Bu oran su an literatiirde rapor edilen hata
oranina benzer olmakla beraber su an icin ikinci nesil DNA dizileme teknolojileri i¢in tasarlanmis olan taksonomik
analiz ve tanima programlarinin ve benzeri biyoinformatik yontemlerin patojen tanima gibi gérevler icin yetersiz
kalabilecegine isaret etmektedir. Calisma kapsaminda gelistirilen ve test edilen biyoinformatik yontemler hatal
okuma oraninin nispeten yiiksek oldugu senaryolarda da basarili tanima gergeklestirebilecek dayanikli 6ériintii
tanima yaklasimlari olarak tasarlanmistir.

Yapilan ¢alismada uzun okuma dizilerinin avantaji yaninda yiiksek okuma hata oranlarina dayaniklilik potansiyeli
tasiyan iki farkli teknik olarak OKB profilleri ve RAI endeksleri tabanli algoritmalar gelistirilip hizli patojen tanima
deneylerinde test edilmislerdir. Deney amaciyla klinikte yiiksek siklikla gdzlenen 6 farkl patojen izolati MinION
sisteminde dizilenerek eldeki olusturulan iki farkli program varyasyonunda bu patojenlerin taninabilme
performanslari 6l¢iilmiistiir. OKB profilleri tizerinden gegeklestirilen standart metrik 6l¢iimleri ile toplu dizileme
seviyesinde basarili patojen tanima saglanirken her bir dizilenen DNA parcasinin basarili olarak siniflandirilmasi
gereken senaryolarda yiiksek bir tespit dogrulugu gozlenememistir. Bunun baslica sebebinin OKB profillerindeki
varyasyon oldugu ve bu varyasyonun nanogozenek dizileme teknolojisine 6zgii okuma hatalarinin yanisira her bir
tlriin i¢csel dinamikleri ve genom dizi yapisindan kaynaklandigl dngériilmiistiir. Dizileme deneyleri sonucunda
elde edilen ortalama OKB profilleri gézoniine alindiginda olusan profillerin farkli bit diizeylerinde ortaya ¢iktig1
ve genom icerisindeki varyasyonlarin genisligi hesapta bulundurularak basarili tanima yapabilme potansiyeli
oldugu 6ne siirtilmiistiir. Dolayisiyla, elde edilen sonuglar itibari ile RAI endeksi tabanli patojen tanima sisteminin
OKB tabanli sisteme gore belirgin 6l¢iide daha basarili oldugu ¢ikarimina varilmaktadir.OKB tabanli sistem tek bir
patojen organizmadan olusan izolatlar iizerinde etkili olabilirken, tanima yetenegi kiiltiir bagimsiz metagenom
ornekleri icerisindeki patojenleri tanimak icin yeterli olmamaktadir. Bununla beraber RAI endeksleri tabanl
programin bir organizma karisimi igerisindeki DNA dizilerinin hangi organizmalara ait oldugunu teker teker
belirleme yetenegi, dolayisiyla kiiltiir bagimsiz 6rnekler iizerinde kullanilma olanagi daha fazladir.

Test edilen patojen ornekleri igerisinde P. aeruginosa ve A. baumannii'nin genellikle ylksek dogrulukla tespit
edilebildigi goriilmektedir. Bu durum geri kalan patojenlerin ayni aileden olmasi (Enterobacteriaceae) ve
filogenetik benzerliklerinin genom iizerinden olusturulan OKB ve RAI profillerinde de benzerlige sebep olmasi
dolayisiyla diger tiirlerin birbirlerinden daha zor ayristirilmasi ile agiklanabilir.

OKB tabanli yaklasim her ne kadar profil benzerligi/uzakligi metrikleri ile kullanildiginda yiiksek basarim
degerlerine ulasamasa da OKB profillerinin i¢sel 6zelliklerini verilen érneklerden c¢ikarimsayarak otomatik
modeller olusturan makine 6grenme teknikleri kullanildiginda OKB tabanli patojen tanima algoritmalarinin ortaya
atilabildigi gézlenmistir. Bu duruma karsilik aslinda bu profillerin patojene 6zgii 6znitelikleri yeterince temsil
ettigi, ancak tanima algoritmalarinin yeterince karmasik olmadigi savi ortaya atilabilir. RAI endeksine dayanan
algoritma herhangi bir temsil profili olusturmadigindan ve dogrudan bir endeks skoru kullandigindan bu
algoritma ile makine 6grenmesine tabi tutulacak bir gelistirilme saglanamamistir. Ancak makine 6grenme
tekniklerinin patojen tanima dogrulugu acisindan getirmis oldugu dramatik artis, bu yaklasimlara dayanan yeni
nesil hizli patojen tanima teknikleri agisindan biiyiik bir potansiyel olabilecegine isaret etmektedir.

Patojen tanima siirelerinin 6l¢iildigli simiilasyonlarda test edilen 6 patojen tiiriiniin de bir saatten kisa siirede,
hatta ¢ogunlukla dizileme prosediirii basladiktan sonra dakikalar icerisinde dogrulukla tespit edilebildigi
gorilmiistiir. Bu gézlem sonucunda nanogozenek dizilemesinin kullanilarak hayati 6nem tasiyan kisa stirelerde
klinik suslarin taninmasi, cevresel patojenlerin ve salginlarin tespit edilmesinde etkili ve gecgerli bir teknoloji
olabilecegi dne siiriilebilir. Bununla birlikte kisa slirede tanimanin yapilmasi, MinION cihazinin akis hiicrelerinin
tekrar kullanilabilir oldugu da goz o6niine alindiginda 6rnek basina maliyeti diisiik olan fizibilitesi yiiksek
sistemlerin olusturulabilecegini gdstermektedir.

Calisma neticesinde elde edilen sonuglar hizli patojen tanima konusunda olumlu sinyaller vermekle birlikte, bu
sonuclarin deneyler kapsaminda incelemeye tabi tutulan 6 patojen sus icin gecerli oldugunu unutmamak
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gerekmektedir. Daha genel yargilarin ortaya atilabilmesi i¢cin daha genis patojen panelleri kullanilarak genis ¢capl
calismalarin ytritilmesi gerekmektedir. Genis patojen panellerinin géz dniinde bulundurulmasiyla birlikte elde
edilen dogruluk sonuclarinda azalma goriilmesi olasilik dahilinde bulunmakla beraber bunun ne dl¢tide olacaginin
kestirilmesi oldukg¢a giictiir. Yine de bu olasilik, nanogézenek dizilemesinin hizli ve yiiksek dogrulukla patojen
tanima platformu olma potansiyelini gélgelememektedir.

Calisma kapsaminda onerilen OKB profili ve RAI tabanli algoritmalarin hizli patojen tanima konusunda yeterli
dogruluk seviyesinde ve kisa siirede tanima yapabilecek hizda oldugu nanogé6zenek dizilemesi yapilan patojen
paneli {izerinde gosterilmistir. Onerilen yaklasimlarin mevcut programlarla rekabet edebilen performansta
oldugu yapilan testlerle goriilmektedir. Gelismekte olan nanogtzenek DNA dizileme teknolojileri sahaya
tasinabilen kii¢iik portatif cihazlar olarak iiretilmektedir. Dolayisiyla sahada 6rnek toplayip sekanslamasinin
yapilmasi miimkiin kilinmistir. Ancak biyoinformatik analiz genellikle yiliksek performansl bilgisayarlar ve genel
ag baglantisi gerektiren sistemlerden olusmaktadir. Onerilen biyoinformatik algoritmalar yiiksek profilli sistem
gereksinimi olmayan ve c¢evrimici veri tabanlar1 ile baglanti kurulasin1 gerektirmeyen hafif sistemler olarak
tasarlanmistir. Bu sayede mobil hesaplayicilar (6rn. Tablet bilgisayar, akilli telefon, gémiilii sistemler vb.)
sistemler kullanilarak sahada patojen tanima yapilmasi bu projede gelistirilen ve benzer dogrultuda tasarlanan
sistemler icin miimkiin gériinmektedir.

Hizli patojen tanimanin kisith stirede, en az donanimla ve laboratuvar disinda da yapilabilmesi icin dizileme ve
biyoinformatik asamalar1 disinda 6rnek hazirlama siirecinin de hizli ve minimum kaynak gereksinimli bir hale
gelmesi gerekmektedir. Mevcut kosullarda 6rnek hazirlama stirecleri (6rn. Kiltiir, DNA izolasyonu, sekanslama
prosediirleri) laboratuvar disinda yapilamamaktadir. Ancak gelistirilmekte olan yeni nesil sistemlerle mobil veya
hizl1 6rnek hazirlama cihazlarinin yakin bir gelecekte ulasilabilir olacag diisiinilmektedir. Bu dogrultuda soz
konusu yeni nesil teknolojilerin kisa bir siire sonra rutin analizlere de yansimasi beklenmektedir.

Mevcut algoritmalar yalnizca bir patojenin taksonomik olarak kisa bir siirede tanimlanmasi i¢in tasarlanmistir.
Ote yandan bu goérevi iistlenen nanogézenek dizilemesinin aslinda bir tiim genom dizileme teknigi olmasi,
taksonomik tanima dtesinde patojen karakterizasyonunun tasarlanan baska biyoinformatik stireglerle miimkiin
olabilecegine isaret etmektedir. Ornegin incelenen patojenin igcerdigi antibiyotik direnc genlerinin tespit edilmesi
ve bunun gercek zamanl bir sekilde yapilmasi kisa siirede tedavi tercihlerinin sekillendirilmesi gereken vakalarda
oldukca yararlh olabilir. Bu amaca yonelik yeni nesil biyoinformatik algoritmalarinin gelistirilmesinin ¢alisma
kapsaminda ele alinan alan i¢cin 6nemli bir genisleme olacag1 diisiiniilmektedir.
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5

Ekler

Ek A. Yardimc1 sonuglar
OKB profillerinin siiflandirilmasina ait karisiklik matrisleri. Nanogézenek dizilemesi sonucunda elde edilen
okuma uzunlugu histogrami. Dizileme sonucu ortaya ¢ikan okumalara ait OKB profilleri

Bagil frekansi (%)

1.5 2 2.5
Okuma uzunlugu (baz cifti)

1

Sekil Ek 1. Nanogo6zenek dizilemesi sonucunda elde edilen okuma uzunlugu histogrami. Deneyler
sonucunda elde edilen okuma uzunluklar1 histogram olarak sunulmaktadir. Buna goére okuma

uzunlugu dagilimin ortalanin sagina egimli oldugu goriilmektedir.
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Sekil Ek 2. Dizileme sonucu ortaya ¢ikan okumalara ait OKB profilleri. Tanima i¢in belirlenmis alt1
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Nukleotid araligi

patojene ait nanogdzenek dizilemesi sonucunda elde edilen DNA okumalar1 ayr1 ayr1t OKB

profillemesine tabii tutulmus ve bu profillerin patojen tanima algoritmalarindaki performanslari test

edilmistir. Sekillerde her patojene ait elde edilen her bir DNA okumasi igin 1bg’den 100 bg

uzakliga kadar olan baz ¢iftlerinin olusturdugu OKB profilleri goriilmektedir. Profillerde OKB

karakteristigi genel olarak korunsa da DNA dizileme hata oraninin yiiksek bir varyasyon

olusturdugu ve profilleri yerel dlgekte bozunuma ugrattig1 goriilmektedir.
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Sekil Ek 3. Dizilenen DNA okumalaranin ortalama OKB profilleri.
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Tablo Ek 1. OKB profillerinin Oklid metrigi kullanilarak siniflandirilmasina ait karisiklik
matrisleri.

\(")klid Metrigi (1-100 bg)

‘ A. baumannii | E. coli‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 55.6 |6.6| 7.9 5.1 0.6 24.2
|E. ool 5 25.7\ 36.3 21.3 11.3 0.4
|G- freundii 1.6 19.2) 623 6.4 5.3 5.2
Enerobacterspp| 9.6 154 3.5 52.4 14.4 4.7

| <. preumonice 54 107 21 25.4 48 8.4
P seruginesa 0.5 0 0 0.6 0 98.9
1-50 b

i A. baumannii | E. coIi‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 579 | 6| 9 3.5 0.3 23.3
|E-col 55 236 385 17.4 15 0

|G- reundii 1.3 17.4\ 63.4 8 5.6 4.3
Enterobactersop-| - 11,4 16.2| 3.1 50 16.8 2.5

| preumonie 57 107 21 21.7 50.9 8.9
P. aeruginosa 1.1 0| 0 0.3 0 98.6
1-10 b

: A. baumannii | E. coIi‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 411 |41 185 10.8 9.1 16.4
[E. ool 59 181 446 8.1 21.8 1.5
|G- freunii 1.8 144| 64 9.5 6.7 3.6
‘Enterobacterspp- 12.7 16.3‘ 7 44.1 16.7 3.2
\K.pneumoniae 5.9 12.9\ 2.8 18.9 50.4 9.1
P aeruginesa 2.1 0 0 0.1 0.3 97.5
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(ardisik baz ciftlerinin birlikteligi olmadan).

\6klid Metrigi (2-100 bg)

‘ A. baumannii | E. coli‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
‘A. baumannii 572 | 6.1 ‘ 0 4.8 1.5 30.4
|E. ool 5.2 40.5\ 26.8 9.2 12.7 5.6
|G- freundii 21 |19.7 556 6.1 10.1 6.4
Enterobacierspn. | 6.4 (31.3) 8.6 28.6 15.4 9.7

| <. preumonice 46 |136] 115 12.4 48.5 9.4

‘P. aeruginosa 22 0.8 \ 0 2.4 0.1 74.7
\2-50 bg

‘ A. baumannii | E. coIi‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 64 | 2.4 \ 0 5.1 1.1 27.4
[E. col 6.6 |36.4 268 13 12.2 5

|G- reundii 36 | 18| 54 9.2 9.8 5.4
Enterobacterspp. | 7.9 | 29 | 9.4 27.4 17.5 8.8
[Kpneumonize | 48 | 9.1/ 11.6 14.9 51.6 8
P-aeruginosa 214 04| © 2.3 0 75.9
\2-10 bg

‘ A. baumannii | E. coIi‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 534 |28| 05 10.2 6.2 26.9
[E. ool 106 (16.1) 27.7 18.3 24.3 3

|G- freundii 41 153 47 11.6 17.2 4.8
Enterobacterspp. | 9.8 1223 133 30.3 17.1 7.2
| preumonise 75 |58 122 14.8 53.8 5.9
P aeruginosa 177 101 0 3.3 0.8 78.1
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Tablo Ek 3. OKB profillerinin L1 metrigi kullanilarak siniflandirilmasina ait karigiklik matrisleri.

\L1 Metrigi (1-100 bg)

‘ A. baumannii | E. coli‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 522 |67 7.9 10.3 1.7 21.2
|E. col 44 1343 356 12.2 10.4 3.1
|G- freundii 1.7 17.1\ 63.3 4.6 5.4 7.9
Enterobactersop| - 5.7 15,6 4.1 50.4 16.5 7.7
[Kpreumonize | 46 | 10 | 2.3 25.1 46.9 11.1
P seruginesa 8.7 0 0 5.6 0.3 85.4
1-5

e A. baumannii | E. coli‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 614 |66| 9.1 4.2 0.5 18.2
|E. col 58 |23 378 21.4 11.1 0.9
|G- freundii 15 157 64.6 5.9 6.9 5.4
Enterobacierspp. | 7.8 156) 3.8 49.4 18.2 5.2

| <. preumonice 51 108 2 23.4 51.2 75
P aeruginosa 2.7 0| 0 3.3 0.1 93.9
1-10 b

i A. baumannii | E. coIi‘C. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 44.3 4.5\ 15.8 10.6 8.8 16
[E. col 6.8 |17.5 453 9.5 20 0.9
|G- freundii 24 14| 647 8.4 7.3 3.2
Enterobactersop| 12 17.4 7.2 43 18 2.4
\K.pneumoniae 6 12.7\ 3.2 18.9 54 5.7
P aeruginesa 1.8 0 0 1 0.4 96.8
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Tablo Ek 4. OKB profillerinin L1 metrigi kullanilarak siniflandirilmasina ait karisiklik matrisleri
(ardisik baz ciftlerinin birlikteligi olmadan).

\L1 Metrigi (2-100 bg)

‘ A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 457 .15 | 13 5 2 31
[E. col 3.1 | 398 | 279 9.3 13 6.9
|G- freundii 1.9 - 185 | 539 5.6 9.4 10.7
Enterobacter spp 4.1 252 | 129 30.4 14.3 131
| preumonize 3.9 | 146 | 129 9.5 415 17.6
|P-aeruginosa 18.2 15 | 02 4.2 1.4 745
2-50 b

: A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| baumannii 58.3 . 81 | 05 3 1 29.1
[E. col 5 . 382 | 255 11 14.4 5.9
|G- freundii 2.8 | 185 | 516 8.4 10.9 7.8
|Enterobacter spp 5.4 . 285 | 109 27.4 16.5 11
. preumorize 2.8 13 | 124 12.5 45.4 13.9
P aeruginosa 19.6 08 | 0 3 0.2 76.4
2-10 b

: A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 53.5 32 | 1 10.5 3.9 27.9
[E. col 10.9 169 | 287 16.9 22.9 3.7
|C. reundi 5.2 1| 508 12.6 15.4 5

‘ Enterobacter spp. 10.6 ‘ 228 ‘ 16 27.1 15.4 8.1

| <. preumonize 7 . 61 | 132 15.1 51.6 7

P aeruginosa 19.5 06 | 0 3 1 75.9
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Tablo Ek 5. OKB profillerinin Pearson korelasyonu kullanilarak siniflandirilmasina ait karigiklik

matrisleri.

‘Pearson korelasyonu (1-100 bg)

‘ A. baumannii ‘E. coli ‘C. freundii Enterobacter spp. K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 31.2 26 | 407 0.8 2.8 21.9
[E. col 0.2 74 |9 0.5 12.8 0.1
|G- freundii 0.1 . 06 | 896 0.2 4.9 4.6
‘Enterobacter spp. 29 ‘ 5.6 ‘ 53.4 151 21.3 2.4
‘K. pneumoniae 0.4 ‘ 23 ‘ 54.8 0.9 371 4.5
‘P. aeruginosa 0.6 ‘ 0 ‘ 0 0.4 0.9 98.1
| 1-50 bg
‘ A. baumannii ‘E. coli ‘C. freundii Enterobacter spp. K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 22.1 | 25 | 515 1.1 6.2 16.6
[E. col 0.1 . 63 | 825 05 10.6 0
|C. reundii 0.3 . 07 | 908 0.8 4.6 2.8
‘Enterobacter spp. 2.7 ‘ 5.2 ‘ 59.7 16 15.6 0.8
‘K. pneumoniae 0.2 ‘ 1.7 ‘ 64.6 0.9 31 1.6
‘P. aeruginosa 21 ‘ 0 ‘ 0.1 0.9 24 94.5
1-10 bg

A. baumannii ‘ E. coli ‘ C. freundii Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 4.9 .16 | 768 2 5.4 9.3
|E- ool 0 . 04 | 806 0.8 18.2 0
|G- freundii 0.1 .07 | 906 4 3.4 1.2
‘Enterobacter spp. 04 ‘ 2.7 ‘ 65.8 21 9.9 0.2
‘ K. pneumoniae 0.4 ‘ 1.8 ‘ 70.7 3.9 23 0.2
‘P. aeruginosa 4.9 ‘ 0 ‘ 1.7 5.2 12.2 76
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Tablo Ek 6. OKB profillerinin Pearson korelasyonu kullanilarak siniflandirilmasina ait karisiklik
matrisleri (ardigik baz ¢iftlerinin birlikteligi olmadan).

‘Pearson korelasyonu (2-100 bg)

‘ A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 13.8 .34 | 04 6.6 4.8 71
[E. col 1 \ 16.4 \ 44.6 4 24.5 9.5
|G- freundii 0.3 .19 | 693 1.4 17.7 9.4
Enterobacter spp 0.5 . 68 | 291 9.8 35.7 18.1

| preumonize 0.3 | 07 | 154 1.1 64.3 18.2
P aeruginosa 0.5 0 | 02 1.2 1.8 96.3
2-50 b

: A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 16 25 | 21 6.2 9.9 63.3
[E. col 1.4 . 84 | 605 45 19.3 5.9
|G- freundii 0.3 L7 | 787 2.4 13.1 5.8
‘Enterobacter spp. 0.5 ‘ 4 ‘ 47.2 6.2 30.8 11.3
. preumorize 0.2 .13 | 259 1.3 62.6 8.7
P aeruginosa 0.7 0 12 1.3 1.7 95.1
2-10 b

: A. baumannii ‘ E. coli ‘c. freundii | Enterobacter spp. | K. pneumoniae | P. aeruginosa
| A-baumannii 13.8 93 | 99 15.6 23.5 27.9
[E. ool 1.5 . 64 | 647 8.3 16.3 2.8
|G- freundii 0.1 - 54 | 791 2.5 9.6 3.3
Enterobacter pp. 0.5 . 63 | 6438 8.4 15.9 4.1

| <. preumonize 0.1 24 | 475 5.2 41.8 3

P aeruginosa 1.4 22 | 16 4.7 11.6 78.5
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