
Key	concepts	in	this	sec-on	

v What	is	molecular	epidemiology	and	differences	Vs	epidemiology	
v What	are	phylogenies	or	phylogene6c	trees?	
					-	Terminology	such	as	extant,	ancestral,	branch	point,	branch	length	
v Why	build	phylogene6c	trees?	
					-	Algorithms	to	build	phylogene6c	trees	

	Distance-based	methods	
	Parsimony	methods	
				-		Minimize	the	number	of	changes	
	Probabilis6c	methods	
		-			Tree	that	best	explains	the	data	using	probabilis6c	models	

v Viral	infec6ons	–	Viral	epidemics	
-	origin,	expansion,	geographic	distribu6on,	evolu6on	
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Why	phylogene-c	trees?	

•  Inform	mul6ple	sequence	alignments	
•  Iden6fy	signatures	of	conserva6on	of	sequences	
•  Understand	how	organisms	are	related	

– Do	humans	and	chimpanzees	share	a	more	recent	
common	ancestor	than	do	humans	and	gorillas	?	

•  Ask	how	closely	organisms	are	related	
– Humans	and	chimpanzees	shard	a	common	ancestor	
5	mya	

•  How	specific	func6ons/traits	have	evolved	
– What	made	us	human?	



Σημασία	στοίχισης	αλληλουχιών	

v Προκειμένου	 να	 εκτιμήσουμε	 σχέσεις	 μεταξύ	 του	 ίδιου	 ή	
διαφορετικών	 οργανισμών,	 από	 αλληλουχίες	 DNA	 ή/και	
πρωτεϊνών,	 θα	 πρέπει	 να	 υπολογίσουμε	 το	 βαθμό	 ετερογένειας	
(heterogeneity)	μεταξύ	τους.	

v Προκειμένου	να	το	επιτύχουμε	αυτό,	θα	πρέπει	να	συγκρίνουμε	
περιοχές	 DNA	 που	 αντιστοιχούν	 σε	 ομόλογες	 (homologous)	
περιοχές.	

v  Για	παράδειγμα,	για	να	 	μελετήσουμε	την	προέλευση	του	homo	
sapiens	 sapiens	 με	 διάφορα	 πιθηκοειδή	 συγκρίνουμε	 τα	
μορφολογικά	 του	 χαρακτηριστικά	 (π.χ	 μέγεθος	 εγκεφάλου,	
θώρακας,	 ανατομία	 πέλματος	 κλπ)	 με	 τα	 αντίστοιχα	 από	 τα	
διαφορετικά	ανθρωποειδή	(π.χ	χιμπαντζής,	γορίλας	κλπ).	

	



Παράδειγμα	(Ι)	

v Κατ’	αντιστοιχία	με	τα	μορφολογικά	χαρακτηριστικά	προκειμένου	
να	 συγκρίνουμε	 αλληλουχίες	 DNA	 ή	 πρωτεϊνών	 από	 τον	 ίδιο	 ή	
διαφορετικούς	οργανισμούς,	θα	πρέπει	να	συγκρίνουμε	ομόλογες	
περιοχές	 DNA	 ή	 πρωτεϊνών,	 ή	 με	 άλλα	 λόγια	 περιοχές	 που	
κωδικοποιούν	για	παρόμοιες	λειτουργίες.	

v Παράδειγμα:	

	



Παράδειγμα	(ΙI)	

v  Για	να	μελετήσουμε	την	εξελικτική	σχέση	μεταξύ	των	οργανισμών	
με	 διαθέσιμες	 αλληλουχίες	 θα	 πρέπει	 να	 συγκρίνουμε	 το	 DNA	
τους	από	ομόλογες	περιοχές.	

v παράδειγμα	

	



Παράδειγμα	(ΙΙI)	

v Και	 όχι	 μεταξύ	 διαφορετικών	 περιοχών,	 από	 τις	 οποίες	 δεν	 θα	
μπορούσε	να	βγει	κανένα	συμπέρασμα	

v παράδειγμα	

	



Η	στοίχιση	προηγείται	πάντα	της	ανάλυσης	

v Οι	 αλληλουχίες	 DNA	 ή	 πρωτεϊνών	 αποτελούνται	 από	 σειρές	
χαρακτήρων,	 συνεπώς,	 προκειμένου	 να	 μπορούμε	 να	 τις	
συγκρίνουμε	 θα	 πρέπει	 να	 βρούμε	 τις	 ομόλογες	 περιοχές	 για	
κάθε	μια	από	 τις	αλληλουχίες	 και	 να	 τις	στοιχίσουμε	 	 (align)	 τη	
μια	κάτω	από	την	άλλη.	

v Η	διαδικασία	της	εύρεσης	και	στοίχισης	των	ομόλογων	περιοχών	
χαρακτηρίζεται	ως	στοίχιση–συστοιχία	αλληλουχιών		(alignment).	

v Προκειμένου	 να	 πραγματοποιήσουμε	 οποιουδήποτε	 είδους	
φυλογενετικές	 αναλύσεις	 θα	 πρέπει	 οπωσδήποτε,	 πριν,	 να	
στοιχίσουμε	τις	αλληλουχίες	DNA	ή	πρωτεϊνών,	που	πρόκειται	να	
αναλυθούν/μελετηθούν.			

	



Στοίχιση	αλληλουχιών	(Alignment)	

	
v Κατά	 τη	 στοίχιση	 αλληλουχιών	 μπορεί	 να	 παρατηρούνται	

αντικαταστάσεις,	 ενθέσεις	 ή	 και	 διαγραφές	 μεταξύ	 των	
διαφορετικών	αλληλουχιών.	

v παράδειγμα	

	



Αλγόριθμοι	στοίχισης	

	
v  Για	να	γίνει	στοίχιση	των	ομόλογων	περιοχών	DNA	ή	πρωτεινών,	

έχουν	 αναπτυχθεί	 αλγόριθμοι	 που	 βασίζονται	 στο	 κριτήριο	
βέλτιστης	στοίχισης.	

v  Συγκεκριμένα	υπολογίζεται	μια	ποσότητα	(score)	της	συστοιχίας,	
την	οποία	ο	αλγόριθμος	προσπαθεί	να	βελτιστοποιήσει	

v  Για	παράδειγμα	ας	υποθέσουμε	2	αλληλουχίες:	

	



Διάγραμμα	κουκίδων	των	αλληλουχιών	

	

v Από	το	διάγραμμα	προκύπτει	

	



Εναλλακτική	στοίχιση	

	
v Παρότι	 η	 παραπάνω	 στοίχιση	 φαίνεται	 ιδανική,	 υπάρχουν	 και	

άλλες	 εναλλακτικές	 στοιχίσεις,	 όπως	 φαίνεται	 τόσο	 από	 το	
διάγραμμα	 κουκίδων.	 Συγκεκριμένα	η	 εναλλακτική	 “διαδρομή”	
2	αντιστοιχεί	στη	συστοιχία:	

v  Σε	αυτήν	την	περίπτωση	το	πρόγραμμα	έχει	εισάγει	κενά	(gaps)	
στην	 αλληλουχία	 1	 που	 αντιστοιχεί	 στην	 κάθετη	 γραμμή-
διακλάδωση	στο	διάγραμμα	κουκίδων.	

	



Επιλογή	στοίχισης	-	κόστος	

v  Γενικά	είναι	δυνατόν	να	στοιχίσουμε	οποιασδήποτε	αλληλουχίες	
DNA	 αφού	 εισάγουμε	 κενά	 (gaps)	 και	 αντικαταστάσεις	
(subs6tu6ons)	σε	διαφορετικά	σημεία	της	συστοιχίας	(alignment)	

v Μετρώντας	 το	 σύνολο	 των	 παραπάνω	 (κενών	 και	
αντικαταστάσεων)	είναι	δυνατό	να	υπολογίσουμε	ένα	μέτρο	του	
κόστους	(score)	μιας	συγκεκριμένης	στοίχισης.	

v Το	κόστος	καθορίζεται	από	τη	σχέση:	
	 	 	D	=	s	+	wg	

	
S	=	αριθμός	αντικαταστάσεων,	g	=	το	συνολικό	μήκος	των	κενών	και	
w	=	το	κόστος	των	κενών		(gap	penalty)	



Υπολογισμός	κόστους	στοίχισης	



Στοίχιση	πρωτεϊνών	



Στοίχιση	πολλαπλών	αλληλουχιών	

v  Στη	 φυλογενετική	 ανάλυση,	 όμως,	 ο	 ελάχιστος	 αριθμός	
αλληλουχιών	 που	 χρησιμοποιείται	 είναι	 4	 και	 ως	 εκ	 τούτου	
σπάνια	στοιχίζουμε	μόνο	2	αλληλουχίες.	

v Οι	 αλγόριθμοι	 που	 χρησιμοποιούνται	 έχουν	ως	 βάση	 κυρίως	 το	
δυναμικό	 προγραμματισμό	 (dynamic	 programming)	 γενετικούς	
αλγορίθμους	 (gene6c	 algorithms),	 κρυμμένα	 Μαρκοβιανά	
Μοντέλα	 (Hidden	 Markov	 Models,	 HMMs)	 ή	 προοδευτικούς	
αλγορίθμους	(progressive	algorithms).	

v Ο	 αλγόριθμος	 προοδευτικής	 στοίχισης	 (progressive	 algorithms)	
αποτελεί	 την	 πιο	 ευρέως	 διαδεδομένη	 μέθοδο	 στοίχισης	
αλληλουχιών	(align	sequences).	



Παράδειγμα	προοδευτικής	στοίχισης	



Παράδειγμα	προοδευτικής	στοίχισης	



Παράδειγμα	προοδευτικής	στοίχισης	



Αλγόριθμοι	κατασκευής	φυλογενετικών	δένδρων	
Μέθοδοι	Φυλογένειας	

Distance	based	methods	
Neighbor-joining	
•  Minimizes	distance	between	nearest	neighbors	

Parsimony	methods	
Maximum	parsimony	
•  •Minimizes	total	evolu6onary	change	

Probabilis6c	methods	
Maximum	likelihood	–	MrBayes	(Bayesian	inference)	
•  Maximizes	likelihood	of	observed	data	



Comparison	of	Methods	

Neighbor-joining Maximum parsimony Maximum likelihood 

Uses only pairwise 
distances 

Uses only shared 
derived characters 

Uses all data 

Minimizes distance 
between nearest neighbors 

Minimizes total 
distance 

Maximizes tree likelihood 
given specific parameter 
values 

Very fast Slow Very slow 

Easily trapped in local 
optima 

Assumptions fail when 
evolution is rapid 

Highly dependent on 
assumed evolution model 

Good for generating 
tentative tree, or choosing 
among multiple trees 

Best option when 
tractable (<30 taxa, 
homoplasy rare) 

Good for very small data 
sets and for testing trees 
built using other methods 



Which	procedure	should	we	use?	
Which	one	is	the	best?	

Neighbor- 
joining 

Maximum 
parsimony 

Maximum 
likelihood 

All that we can! 

? 

• Each method has its own strengths 
 
• Use multiple methods for cross-validation 
 
• In some cases, none of the three gives the 

correct phylogeny! 



DNA	data	and	phylogenies	



Phylogeny assessment	

1    ACGAATGCTGCAGA 
2    ACGAATGCTGGAGC 

5    ACATTTGCGCCAGC 
4    AGGTTTGCGCCAGC 
3    ACGAAAGCGGCTGC 

1	 2	 3	 4	 5	
1	 -	 2	 4	 6	 6	

2	 -	 4	 6	 6	

3	 -	 6	 6	

4	 -	 2	

5	 -	

1	

2

4	
3	

5	

6me	



Sequences	 Distances	

						1		2		3		4		5			6			7	
1				T		T		A		T		T			A		A	
2				A	A		T		T			T			A		A	
3				A	A		A		A		A			T		A	
4				A	A		A		A		A			A		T	

2				3	
3				5		4	
4				5		4		2	
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2	
1	
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Discrete	method	
e.g.	Parsimony	tree	

Distance	method	
e.g.	Neighbor-joining	tree	

The	7	subs6tu6ons	are	placed	on	the	5	branches	 The	7	subs6tu6ons	are	appor6oned	over	the	5	branches	

Sum	of	the	branch	length	is	the	same	in	both	trees:	7	
But	in	the	parsimony	tree	we	see	which	site	contributes	to	the	length	of	each	branch	

Tree	building	methods	



Maximum	parsimony	
Method:		
1.	Make	all	possible	trees	
2.	Score	them	by	the	total	number	of	character	state	changes	required	(=	"evolu6onary	
steps")	to	explain	distribu6on	of	each	character	
3.	Pick	the	tree	that	infers	the	least	steps/number	of	changes	=	the	most	parsimonious	

A	

A	

G	

G	

For	the	first	site:	
(two	examples	of	what	the	ancestral	version	(internal	node)	could	have	looked	like)	

A	 G	

Only	one	change	required	
=	more	parsimonious	

A	

A	

G	

G	
G	 A	

Five	change	required	

1	

2	

3	

4	

Tree	1	1					ATATT	
2					ATCGT	
3					GCAGT	
4					GCCGT	

1	

3	

2	

4	

Tree	2	

1	

4	

2	

3	

Tree	3	



h�p://tree.bio.ed.ac.uk/so�ware/	



h�ps://www.phylo.org/portal2/tools.ac6on	



Molecular	Clock	

•  Muta6on/subs6tu6on	occurs	as	a	random	(Poisson)	
process.		If	muta6ons	accumulate	at	a	constant	rate	
over	6me	and	across	all	branches,	the	phylogeny	is	
said	to	obey	a		

				molecular	clock.	

% genetic difference 

2001	
2002	

2001	

2002	

2000	
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Worobey	CROI	2009	
	



Pybus	et	al,	Nature	2009	

Phylodynamics	
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Migra6on	of	modern	humans	



Migra6on	of	modern	humans	



Key	concepts	in	this	sec-on	

v What	is	molecular	epidemiology	and	differences	Vs	epidemiology	
v What	are	phylogenies	or	phylogene6c	trees?	
					-	Terminology	such	as	extant,	ancestral,	branch	point,	branch	length	
v Why	build	phylogene6c	trees?	
					-	Algorithms	to	build	phylogene6c	trees	

	Distance-based	methods	
	Parsimony	methods	
				-		Minimize	the	number	of	changes	
	Probabilis6c	methods	
		-			Tree	that	best	explains	the	data	using	probabilis6c	models	

v Viral	infec6ons	–	Viral	epidemics	
-	origin,	expansion,	geographic	distribu6on,	evolu6on	

	



Molecular	epidemiology	of	viral	pathogens	

•  Advances	in	sequencing	technology	-	Decrease	of	costs	
•  DNA	sequences	data	

•  Advances	in	methodologies	for	gene6c	analyses	and	

Computa6on	(HPC)	

•  Gene6c	heterogeneity		
•  	R0	
•  	Most	rapidly	evolving	species/pathogens	
•  Availability	of	HIV	sequences	and	epidemiological	data	



Insights	gained	by	molecular	epidemiology	



HIV-1	forensic:	example	1	

ü  1990	case:	Did	a	pa6ent’s	HIV	infec6on	result	from	an	
invasive	dental	procedure	performed	by	an	HIV(+)	den6st?	

ü  HIV	evolves	so	fast	that	transmission	pa�erns	can	be	
reconstructed	from	viral	sequence	(molecular	forensics).	

ü  Compared	viral	sequence	from	the	den6st,	three	of	his	HIV+	
pa6ents,	and	two	HIV+	local	controls.	



HIV-1	forensic:	Florida	Den-st	case	







HIV-1	forensic:	Florida	Den-st	case	

Bernard	EJ,	Azad	Y,	Vandamme	AM,	Weait	M,	Gere�	AM.	HIV	Med.	2007	Sep;8(6).	



HIV	transmission	networks	







Limitations of  
Molecular Phylogenetics    

Available sequence data	

Length of sequences and the choice of 
genomic regions to be used in the 
analysis	

Continuous updation and reanalysis of 
existing Phylogenetic relationships	

Computing power required to handle 
and analyze longer and longer 
sequences involving more complex 
Phylogenetic techniques	





Sequencing	and	Phylogene-c	analyses	
of	the	PARTNER	samples	

	



Background			

•  A	key	factor	in	assessing	the	effec6veness	of	ART	as	a	preven6on	
strategy	is	the	absolute	risk	of	HIV	transmission	through	
condomless	sex	(CL)	for	a	person	on	ART	with	undetectable	plasma	
VL	(suppressive	ART)	

•  There	are	however	a	number	of	gaps	in	currently	available	evidence		

•  There	is	no	direct	evidence	at	all	for	anal	sex	in	men	who	have	sex	
with	men	

•  In	transmission	studies	in	HT	couples	most	CYFU	in	context	of	
reported	consistent	condom	use	

	

	 	 		

	

	

	

	

	

	

Rodger	et	al.	An6vir	Ther.	2013;18(3):285-7	



The	PARTNER	study	was	an	observa6onal	
mul6-centre	study	of	HIV	serodifferent	
couples	(MSM	and	HT)	in	which	the	posi6ve	
partner	is	on	ART	in	75	European	clinical	
sites	
	

Primary	Aim	
To	follow	serodifferent	partnerships	that	
have	penetra6ve	sex	without	using	condoms	
where	the	HIV-posi6ve	partner	is	on	ART	
with	a	plasma	HIV-1	RNA	load	<200	copies/
mL	in	order	to	study	risk	of	HIV	transmission		

	

	

	

	

PARTNER	Study	



Study	Procedures	

•  Eligible	CYFU	(couple-years	of	follow-up):		
	-	had	condomless	sex	during	the	6me	period	

	-	there	was	no	reported	PEP	or	PrEP	use		

	-	plasma	HIV-1	RNA	load	<200	copies/mL	within	12	months	

	-	follow-up	occurred	before	31st	May	2014	(i.e.	censoring	date)		

	

•  Overall	by	31st	May	2014,	888	(548	HT	and	340	MSM)	couples	
contributed	1238	eligible	CYFU		

	



HIV	transmissions	

•  A	total	of	11	of	the	originally	HIV	nega6ve	partners	acquired	HIV	during	
eligible	follow	up.	

•  Of	the	11	people	who	became	infected,	10	were	MSM,	1	was	
heterosexual,	8	(73%)	of	these	reported	that	they	had	recent	condomless	
sex	with	others	apart	from	their	study	partner.	

•  Viral	sequences	were	recovered	successfully	from	all	couples,	comprising	
22/22	(100%)	subjects	for	pol	and	20/22	(91%)	subjects	for	env.		

•  Samples	collected	from	the	two	partners	of	each	couple	were	median	0	
months’	apart	(IQR	0.0-5.9).		



“Transmission”	PARTNER	Couples	

v  11	puta6ve	transmission	events	

v  27	specimens	examined	

–  N=	Ini6ally	nega6ve	partner	
–  P=	Ini6ally	posi6ve	partner	

v  Sanger	(popula6on)	sequencing	
of	plasma	HIV-1	RNA	or	cell-
associated	HIV-1	DNA	using	high-
fidelity	polymerase	

v  HIV-1	pol	(aa1-414;	HXB2	
2253-3495nt)	and	env	(aa43-708;	
HXB2	6351-8348nt)	sequences	

Couple	#		 Partner	 Sample		
Type	

1,	7,	10	
N	 Plasma	
P	 PBMC	
P	 Plasma	

2-6,	8	
N	 Plasma	
P	 PBMC	

9	

N	 PBMC	
N	 PBMC	
N	 PBMC	
P	 PBMC	

11	 N	 Plasma	
P	 Plasma	

1.	GereL	AM	et	al,	J	An6microb	Chemother	2014,69:1090-1097.	
GereL	AM	et	al,	J	An6microb	Chemother	2014,69:1090-1097.	



Phylogene-c	analysis	
•  Subs6tu6on	model:	JModelTest	v2	

–  General	Time	Reversible	(GTR)	nucleo6de	subs6tu6on	model	
–  012212+I+G+F	sub-model	

•  Maximum	likelihood	(ML)	and	Bayesian	Markov	Chain	Monte-
Carlo	(MCMC)	inferences	were	determined	with	RAxML-HCP2	v8	
and	Mr	Bayes	v3.2.6,	respec6vely	

•  Controls:	i)	the	10	closest	GenBank	sequences,	ii)	replicate	
partners’	sequences	(obtained	from	different	sampling	points,	
different	specimen	types,	or	repeat	tes6ng	of	the	same	sample),	
and	iii)	sequences	from	confirmed	HIV-	transmission	pairs		

•  Criteria	for	linking	infec6ons	was	monophyle6c	clustering	with	high	
support	(e.g	bootstrap	value	≥0.90	(ML)	or	a	posterior	probability	
≥0.95	(MCMC)),	and	a	pairwise	gene6c	distance	of	≤0.015	
nucleo6de	subs6tu6ons	per	pol	site	

Beloukas	A	et	al,	Virus	Research	2012	



Summary:	

v Pol	sequences	from	26/27	specimens	and	11/11	couples	

v Env	sequences	from	22/27	specimens	and	9/11	couples	(82%)	

#		 Partner	 Sample		
Type	 Pol	

1	
N	 Plasma	 B	
P	 PBMC	 B	
P	 Plasma	 B	

7	
N	 Plasma	 B	
P	 PBMC	 B	
P	 Plasma	 B	

10	
N	 Plasma	 B	
P	 PBMC	 B	
P	 Plasma	 -	

#		 Partner	 Sample		
Type	 Pol	

2-4,	8	
N	 Plasma	 B	
P	 PBMC	 B	

5	
N	 Plasma	 A1	
P	 PBMC	 B	

6	
N	 Plasma	 CRF14	
P	 PBMC	 B	

9	

N	 PBMC	 B	
N	 PBMC	 B	
N	 PBMC	 B	
P	 PBMC	 B	

11	 N	 Plasma	 B	
P	 Plasma	 B	



Phylogene6c	tree	of	pol	sequences	from	nine	couples	with	
subtype	B	infec6on	

•  The	Posi6ve	partner	was	always	infected	with	HIV-1	subtype	B	and	in	
2/11	cases	the	Nega6ve	partner	found	to	have	been	infected	by	a	
different	subtype/CRF	

•  None	of	the	partners’	sequences	clustered	together,	with	consistent	
results	observed	across	analyses.	

	
•  The	partners’	sequences	showed	pairwise	gene6c	distances	

consistently	>0.040.		

•  The	control	sequences	always	clustered	together	(ML	bootstrap	
>98%	and	MCMC	pp	=	1.00	and	their	median	gene6c	distance	was	
found	0.004.	



Gene6c	Distances	

v Screening	criterion	for	
poten6al	clustering	set	as	
a	gene6c	distance	≤4.0%	
(0.040)	for	the	pol	site	
and	a	branch	support	of	
≥90%	(bootstrap	value)	or	
≥0.95	(posterior	
probability)				

Sequences	 Median	(IQR)	
Partner	pol	 0.067	(0.042,	0.078)	

Partner	total	 0.08	(0.068,	0.121)	

Partner	control	pol	 0.001	(0.000,	0.003)	

Partner	control	total		 0.003	(0.000,	0.003)	

Greek	control	pol		 0.008	(0.006,	0.009)	

Beloukas	A	et	al.	Virus	Res	2012,166:54-60;	Hue	S	et	al.	AIDS	2014;28:1967-1975.		



MCMC	tree	–	pol	region	sequences	



ML	tree	–	pol	region	sequences	



1N	
1P	

P:	posi6ve	partner	
N:	nega6ve	partner	

2P	

2N	

9N	9P	

3N	

4P	

4N	

3P	

5N	

5P	
7N	

7P	



ML	tree	–	env	region	sequences	



0	 1	 2	 3	 4	

Rate	of	within	couple	transmission	
(per	100	CYFU)		

HT♀				Vaginal	sex	with	ejacula6on	(CYFU=192)	
	
	

HT♂				Vaginal	sex	(CYFU=272)	
	
	

												Recep6ve	anal	sex	with	ejacula6on		
												(CYFU=93)	
	

MSM		Recep6ve	anal	sex	without	ejacula6on		
												(CYFU=157)	
	

												Inser6ve	anal	sex	(CYFU=262)	
	

Rate	of	HIV	transmission	according	to	sexual	
behaviour	reported	by	the	nega6ve	partner	

es6mated	rate														95%	confidence	interval	



Conclusions		
•  Phylogene6c	analysis	of	the	Sanger	pol	and	env	sequences	of	11	

puta6ve	transmission	couples	do	not	indicate	that	the	couples	
have	linked	viruses	

•  Among	serodifferent	HT	and	MSM	couples	in	which	the	HIV-
posi6ve	partner	was	using	suppressive	ART	and	despite	a	
significant	number	of	condomless	sex	acts	over	1238	CYFU,	
there	were	zero	documented	cases	of	within-couple	HIV	
transmission	(upper	95%	CI	0.30/100	CYFU)	

•  This	provides	the	first	es6mate	of	HIV	transmission	risk	for	MSM	
through	condomless	anal	sex	with	suppressed	plasma	HIV	VL.		

•  Addi6onal	longer-term	follow-up	in	MSM	is	necessary	to	provide	
more	precise	es6mates	of	risk	to	inform	policy	and	also	
individual	choice	on	condom	use	



Παράδειγμα	2	

Διερεύνηση	της	ετερογένειας	μιας	
επιδημίας	και	συσχετισμός	με	
κλινικά	και	επιδημιολογικά	
δεδομένα	



HIV-1	Local	Transmission	Networks	
(LTNs)	in	9	European	Countries	
and	Canada:		
Associa6on	with	demographic	and	
clinical	factors		



Sampling countries	

Canada 

9	European	countries:		
	
Spain,	United	Kingdom,	
Germany,	Austria,	Italy,	
France,	Norway,	the	
Netherlands	and	Greece	
		
Canada		



Sequences	per	country	/	cohort	

SC Unknown 
n=5,905 

SC known 
n=3,050 

Overall 
N=8,955 

N (%) N (%) N (%) 
Country 
  Canada 913 (15.5) 28 (0.9) 941 (10.5) 
  France 6 (0.1) 17 (0.6) 23 (0.3) 
  Germany 628 (10.6) 914 (30.0) 1542 (17.2) 
  Greece 0 (0.0) 35 (1.1) 35 (0.4) 
  Italy 719 (12.2) 378 (12.4) 1097 (12.3) 
  Netherlands 0 (0.0) 58 (1.9) 58 (0.6) 
  Norway 436 (7.4) 189 (6.2) 625 (7.0) 
  UK 394 (6.7) 1165 (38.2) 1559 (17.4) 
  Austria 1097 (18.6) 0 (0.0) 1097 (12.3) 
  Spain 1712 (29.0) 266 (8.7) 1978 (22.1) 



HIV-1 subtype B in Europe 



Demographic	and	clinical	characteris6cs	(I)	

SC Unknown 
n=5,905 

SC known 
n=3,050 

Overall 
N=8,955 

N (%) N (%) N (%) 
Sex 
  Male 4202 (71.2) 2757 (90.4) 6959 (77.7) 
  Female 1158 (19.6) 293 (9.6) 1451 (16.2) 
  Unknown 545 (9.2) 0 (0.0) 545 (6.1) 
Risk group 
  MSM 2568 (47.8) 2412 (79.1) 4980 (59.2) 
  IDU 729 (13.6) 209 (6.9) 938 (11.1) 
  MSW 1706 (31.8) 381 (12.5) 2087 (24.8) 
  Haemophiliacs 12 (0.2) 0 (0.0) 12 (0.1) 
  Other-Unknown 353 (6.6) 48 (1.6) 401 (4.8) 
Ethnic/racial group 
  White 2299 (38.9) 1554 (51.0) 3853 (43.0) 
  Black 375 (6.4) 74 (2.4) 449 (5.0) 
  Other 371 (6.3) 166 (5.4) 537 (6.0) 
  Unknown 2860 (48.4) 1256 (41.2) 4116 (46.0) 



Demographic	and	clinical	characteris6cs	(II)	

SC Unknown 
n=5,905 

SC known 
n=3,050 

Overall 
N=8,955 

N (%) N (%) N (%) 
Sampling date 

  1987-02 1208 (20.5) 727 (23.8) 1935 (21.6) 

  2003-06 1368 (23.2) 870 (28.5) 2238 (25.0) 

  2007-08 1683 (28.5) 514 (16.9) 2197 (24.5) 

  2009-11 1633 (27.7) 327 (10.7) 1960 (21.9) 

  Not Available 13 (0.2) 612 (20.1) 625 (7.0) 
SC date 
  1981-96 767 (25.1) 767 (8.6) 
  1997-03 870 (28.5) 870 (9.7) 
  2004-06 671 (22.0) 671 (7.5) 
  2007-11 742 (24.3) 742 (8.3) 



Propor6on	%	in	LTN	by	country	and	subtype	

B C A CRF02 CRF01 
Other 

(D,F,G) 
Overall 

Country % % % % % % % N 

Canada 47.43 24.00 18.24 30.43 36.36 21.74 40.70 941 

France 29.41 21.74 23 

Germany 62.83 29.79 20.00 12.90 17.50 12.50 58.43 1542 

Greece 23.81 16.67 20.00 35 

Italy 16.11 18.18 57.14 43.24 17.14 1097 

Netherlands 12.07 12.07 58 

Norway 43.54 27.27 23.58 14.29 28.89 40.00 36.16 625 

UK 40.14 6.90 13.33 25.00 37.46 1559 

Austria 42.03 25.35 18.64 28.05 16.22 49.30 37.37 1097 

Spain 51.03 42.70 43.75 54.55 22.22 50.00 1978 

Total 44.40 28.43 18.71 26.15 18.75 35.85 41.32 8955 



Mul6variate	logis6c	regression	for	
probability	belonging	in	a	LTN	

Factor OR 95% C.I. p Factor OR 95% C.I. p 
Sex (vs. male) Sampling date (vs. 1987-02) 
  Female 0.66 (0.56, 0.78) <0.001   2003-06 2.01 (1.67, 2.43) <0.001 
  Unknown 0.44 (0.04, 5.10) 0.514   2007-08 2.38 (1.95, 2.91) <0.001 
Subtype (vs. B)   2009-11 2.61 (2.12, 3.19) <0.001 
  CRF02_AG 0.70 (0.53, 0.94) 0.016 SC known 
  C 0.51 (0.38, 0.69) <0.001   Yes/No 1.44 (1.23, 1.69) <0.001 
  A 0.65 (0.48, 0.89) 0.007 Risk group (vs. MSM) 
  CRF01_AE 0.36 (0.24, 0.54) <0.001   IDU 0.62 (0.52, 0.74) <0.001 
  Other (D,F,G) 1.04 (0.76, 1.42) 0.814   MSW 0.69 (0.59, 0.80) <0.001 
Country (vs. Spain)   Haemo 0.27 (0.06, 1.27) 0.097 
  Canada 1.30 (0.98, 1.73) 0.069   Other-NK 0.55 (0.42, 0.72) <0.001 
  France 0.33 (0.09, 1.23) 0.098 Ethnic group 
  Germany 1.43 (1.20, 1.69) <0.001   Black 0.44 (0.32, 0.62) <0.001 
  Greece 0.24 (0.10, 0.58) 0.002   Other 0.70 (0.55, 0.88) 0.002 
  Italy 0.55 (0.41, 0.75) <0.001   Unknown 0.91 (0.72, 1.17) 0.467 
  Netherlands 0.28 (0.12, 0.65) 0.003 ART Naïve  
  Norway 0.97 (0.71, 1.32) 0.846   Yes/No 1.19 (1.04, 1.35) 0.010 
  UK 0.72 (0.52, 0.99) 0.042 Age (10 yrs) 
  Austria 0.97 (0.74, 1.27) 0.823 0.79 (0.75, 0.84) <0.001 



Παράδειγμα	3	

Διερεύνηση	του	τρόπου	
διασποράς	μια	επιδημίας	



Διερεύνηση	τρόπου	διασποράς	και	γεωγραφικής	
προέλευσης	και	μιας	επιδημίας	

ü  Ο	 τρόπος	 εισαγωγής	 μιας	 επιδημίας	 σε	 μια	
γεωγραφική	 περιοχή,	 μπορεί	 να	 διερευνηθεί	
συγκρίνοντας	 το	 γενετικό	 υλικό	 του	 ιού	 που	 έχει	
απομονωθεί	 από	 άτομα	 σε	 συγκεκριμένη	
γεωγραφική	 περιοχή,	 με	 το	 αντίστοιχο	 από	
υποδόχα	από	διαφορετικές	περιοχές	

ü  Η	 επιδημία	 μπορεί	 να	 έχει	 προκληθεί	 από	 μια	 ή	
περισσότερες	πηγές	

	

	





Επιδημία	HIV-1	υπότυπος	C	

Beloukas	et	al,	2007	



Μονοφυλετική	επιδημία	του	HIV-1	υπότυπου	Α	
στην	Ελλάδα	

Beloukas	et	al,	2007	
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Διερεύνηση	της	αρχής	και	του	
τρόπου	εξέλιξης	μιας	επιδημίας	



Origin	of	HIV	pandemic	



Evolu-on	of	HIV	
HIV belongs to lentivirus subgroup of retroviruses. 

Sharp	and	Hahn	2011	



Peeters	et	al,	2002		

SIVs	from	different	primate	species		



Ø Worobey et al., 2010, taking SIV samples from a wider regions, substantiated the earlier 
conclusion and found the infection to be present at least 30,000 years ago.  

Da-ng	SIVs	origin	



Origin	of	AIDS	pandemic	Virus	

Sharp	and	
Hahn	2011	



Sooty mangabeys  



Chimpanzee (Pan troglodytes troglodytes) 



Origin of HIV-1 Origin of HIV-2 

Sharp	&	Hahn	2011	


