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Arboviren in Deutschland — neue Ergebnisse, neue
Maoglichkeiten fur den offentlichen Gesundheitsdienst
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Agenda

« Grundlagenprojekte

« Genomsequenzierung

e Immunmodulation von FSMEV u. TRBV
« Anwendungsorientierte Projekte

« Diagnostikentwicklungen

« Patientenstudien/ Biobank

e Feldstudien
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Grundlagenprojekte
« Genomsequenzierung
e Immunmodulation:

e Fruhsommermeningoenzephaltitisvirus (FSMEV)

e Tribecvirus (TRBV)

 Wechselwirkung von Integrinen mit West-Nil-Virus
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Virus Genom- bereits bekannte Sequenzen GroRe des hieraus hervorgegangene
organisation assemblierten Publikationen
Gesamtgenoms
Tribe¢ virus Reoviridae/ dsRNA/ - 17.871 bp Dilcher et al., Virology 2012 Feb
Orbivirus 10 Segmente 5;423(1):68-76
Kemerovo Reoviridae/ dsRNA/ - 17.875 bo Dilcher and Weidmann, Virology
virus Orbivirus 10 Segmente Journal 2012 Aug 21;9:166
Erve virus Bunyaviridae/ -ssRNA/ 442 bp von L Segment (partiell) 17.907 bp Dilcher et al., Virus Genes 2012
Nairovirus 3 Segmente Dec;45(3):426-32
Ngari virus Bunyaviridae/Ort -ssRNA/ 604 bp von L Segment (partiell) 12.301 bp Dilcher et al. Virus Genes 2013
hobunyavirus 3 Segmente 568 bp von M Segment (partiell) Aug;47(1):160-3
525 bp von S Segment (partiell)
llesha virus Bunyaviridae/ -ssSRNA/ 581 bp von L Segment (partiell) 12.297 bp dito
Orthobunyavirus 3 Segmente 4.406 bp von M Segment
(komplett)
961 bp von S Segment (partiell)
Calovo virus Bunyaviridae/ -sSRNA/ 4264 bp von M Segment (partiell) 12.253 bp dito
Orthobunyavirus 3 Segmente
Bhanja virus Bunyaviridae/ -ssSRNA/ - 11.508 bp Dilcher et al., Virus Genes 2012
Phlebovirus 3 Segmente Oct;45(2):311-5
Palma virus Bunyaviridae/ -ssRNA/ - 11.503 bp dito
Phlebovirus 3 Segmente
Sandfly Fever Bunyaviridae/ -ssRNA/ - 12.603 bp Carhan et al., Journal of Clinical
Turkey virus Phlebovirus 3 Segmente Virology 2010 Aug;48(4):264-9
Yug Rhabdoviridae/ -ssRNA/ 108 bp von Polymerase (partiell) 11.202 bp Pfeffer et al., Virus Genes 2013
Bogdanovac Vesiculovirus 1 Segment Feb;46(1):201-2
virus
Ntaya virus Flaviviridae/ +SSRNA/ 1.035 bp von NS5-Gen (partiell) 10.943 bp Dilcher et al., Virus Genes 2013
Flavivirus 1 Segment 862 bp von E-Gen (partiell) Feb;46(1):162-4


Vorführender
Präsentationsnotizen
Man müsste hier dann noch erwähnen, dass auf Grundlage dieser Sequenzdaten Real-time-PCRs, ein RT-MLPA-Microarray sowie ein Cytometric Bead Array mit exprimierten Nucleocapsid-Proteinen bzw. Oberflächenproteinen entwickelt wurden. 
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Tribec-Virus (Reoviridae, Orbivirus, dsRNA)
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EEV ACJ06235

BTV ACR58459 PHSV YP_460040

PALV YP_052931

AHSV ACH92678

TRBV HQ266585
GIV ADMB8586

KEMV HQ266594
az Great Island

YOV YP_443027

SCRV YP_0D52944

EHDV YP_003240109


Vorführender
Präsentationsnotizen
Tribec virus wurde 1963 aus Ixodes ricinus und dem Blut kleiner Nagetiere in Slovenien isoliert. Der Phylogenetische Baum für das stark variable VP2-Protein zeigt, dass es sich bei Tribec und Kemerovo um eine selbständige Serogruppe handelt und nicht, wie in der aktuellen ICTV-Klassifikation um Mitglieder der Great Island virus-Serogruppe (diese werden durch Ixodes uriae auf Seevögel übertragen). 
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Bhanja / Palma Virus (Bunyaviridae, unassigned

L Segment RdRp 2082aa
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NSs
313 aa

Genome size: 11.5 kb
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Palacios et al., Journal of Virology, 2013 Mar;87(6):3187-95
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Bhanja virus wurde 1954 in Indien aus Haemaphysalis intermedia Zecken isoliert. Danach wurde es in mehreren Afrikanischen und Europäischen Ländern aus verschiedenen Zeckenarten isoliert. Bhanja virus scheint eine fiebrige Enzephalitis hervorzurufen und Tierversuche zeigten, dass es ein neurotropes Virus ist. Palma virus wurde 1992 aus H. punctata Zecken von Rindern in Portugal isoliert. Aufgrund unserer Sequenzanalysen konnten Bhanja und Palma erstmalig den Phleboviren zugeordnet werden. Es zeigte sich, dass sie nah verwandt mit dem chinesichen Severy Fever with Thrombocytopenia Syndrome Virus sowie den amerikanischen Phleboviren Heartland virus (2009 entdeckt: erzeugt Fieber, Müdigkeit, Durchfall, Leukopenie, Thrombopenie) und Lone Star virus (isoliert 1967, könnte an der Southern Tick-borne Rash Illness beteiligt sein -> ähnelt Lyme disease). 

Neu Phleboviren !!!
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Virus-vermittelte Aktivierung des Typ-I-IFN-Systems
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Vorführender
Präsentationsnotizen
In contrast to TLRs RLRs are present in every cell!
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Virus-vermittelte Aktivierung des Typ-I-IFN-Systems
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Vorführender
Präsentationsnotizen
In contrast to TLRs RLRs are present in every cell!
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FSMEV und das Typ-I-Interferonsystem
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Interferon system
Delayed type I interferon production in epithelial cells by restructuring the ER and hide away in vesicular membrane structures with limited access to the RIG I / MDA5 dsRNA sensor.

Disruption of interferon signaling by TBEV-NS5.�
Plasmacytoid DCs
pDCs are activated after TBEV infection and block TBEV replication�by a strong and sustained interferon-α response.�
Conventional DCs
The Type I interferon response is not sufficient to block TBEV infection in
cDCs and thusTBEV replicates in cDCs (Trojan horse?).
 Activation is impaired.�
hScrib localizes NS5 to the cell membrane where NS5 disrupts STAT1 phosphorylation. However the exact mechanism is not known, but NS5 does not act as a phosphatase
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Tribec-Virus interferiert mit der Induktion der

angeborenen Immunitat
A. Inhibition der Interferon- B. Inhibition der IRF-3-Aktivierung
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Translationaler readthrough — ein neuer Mechanismus
zu Blockade des Typ-I-IFN-Systems

Tribec virus, a tick-borne
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Paper zu Plos Pathogens eingereicht
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ORF-Xab-Readthrough-Produkte sind orbiviral

Pathogenitatsfaktoren

PKR

Orbivirus-
ORF-Xab

PAMPs e.g. dsRNA,

~

MDA-5/RIG-I

PPP-ssRNA

\ ATF-2/clun

|

STAT-1/STAT-2

\/ p48 (IRF-9)
ISGF-3
ISRE 1SG

IRF-7/IRF-3

/|

[ien-g |

—

IFN-0,/B



@O e - UMG
Anwendungsorientierte Projekte
e Diagnostikentwicklungen

e Patientenstudien und Biobank

e Feldstudien
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Neue diagnostische Verfahren

« Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification-Assay

e Echtzelt-RT-PCR

« CBA und IFTs zur Serodiagnostik

UNIVERSITATSMEDIZIN
GOTTINGEN

UMG



@O e - UMG
NN
Molekulare Diagnostik flr Europaische Arboviren

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)

MLPA Hybridisation MLPA
Ligation

&

MLPA Probes ‘
Hybridization

K /

CCD A
image

Pam4U sequence
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Sensitivitat des MLPA-Flowthrough-Microarray fur Européaische

Arboviren

Table 2 Analytical sensitivities of wvarnous assay types during the
MLPA-microamray development given as molecules detected

Virus assay RT-PCR MLFPA MLPA-microarmy
TOSV 10' 10’ 10’
SFSV 10° 10° 10°
SFNV 107 10° 10°
TAHV Tig 10° 10°
INKV 107 10" 10"
BATV 10 10" 10"
UUKV 10/ 10 10

Hasib et.al. (2011) Mol. Biotechnology
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Entwickelte Echtzeit-RT-PCR-Verfahren

Erreger Zielgen Analytische Sensitivitat
n=8
Eyach VPG 107
Tribec VP7 10!
Erve N 102
Bhanja N 101
Palma N 102
Uukuniemi N 103
TBEV 3'NTR 101
Tahyna N 102
Batai N 101
Inkoo N 103
West Nile 3INTR 101
Sandfly fever Sicilian N 102
Sandfly fever Naples N 102
Sandfly fever Turkey L 101
Toscana N 102
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e Ziel: Serologische Nachweismethode von Antikdrpern gegen alle genannten

Arboviren
Batai Virus (BATV) Palma Virus (PALV)  Tick-borne encephalitis Virus (TBEV)
Bhanja Virus (BHAV) Sandfliegen Fieber Virus Naples (SFNV) Toscana Virus (TOSV)
Erve Virus (ERVEV) Sandfliegen Fieber Virus Sicilian (SFSV)  Tribec Virus (TRBV)
Eyach Virus (EYAV) Sandfliegen Fieber Virus Turkish (SFTV)  Uukuniemi Virus (UUKV)
Inkoo Virus (INKV) Tahyna Virus (TAHV) West Nile Fieber Virus (WNV)

e Entwicklung eines Cytometric Bead Array (CBA) als Multiplextest

e Simultaner Nachweis von Antikorpern gegen 15 Europaische Arboviren in
Patientenseren [Bunyaviren (N), Flaviviren (NS1) und Oberflachenproteine der
Reoviren (VP6/VP7)]

il : Fluo nzsignal
Ry, e S, . uoreszenzsigna
) i e = ) > + o— = ) D> = MAGPIX
f >
Proteinbead Erstantikdrper Zweitantikrper
(Serum) PE-konjugiert

e Austestung von 110 gut charakterisierten Patientenseren aus dem Oberrheintal
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Vergleich CBA und IFT
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1:8192
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1:2046
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1:1280
1:2560

1:320
1:320
1:1280
1:160

1:1280

1:80

- Optimale Serumverdinnung
zwischen 1:200 und 1:2000
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-grenze
N 1:4096
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1:1280
1:80

1:80
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Dﬂo Multiplex-CBA - Kreuzreaktione
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Kreuzreaktionen zwischen Proteinbeads nah verwandter Viren [Austestung: Positivseren]
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Vorführender
Präsentationsnotizen
Der Test ist nicht schlechter als ELISA und IFTA, NS!- geimpft und nicht geimft. Gutes tool für epidemiologisches tool
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Meningoenzephalitis Biobank (MEB)

Patienten:  Proben von Patienten mit V.a. ME (n =1852)

gesammelt an den Standorten Freiburg/Pforzheim.
Altersverteilung: 3 — 89 J.
Insgesamt 2476 Liquores, 2625 Seren

!Dlagnose Ursache neurologische Erkrankung

Infektios h q Nicht Infektios

n=478 n=1374 metabolisch/toxis
ch,
degenerativ,
’ \ vaskular,
ereger  Errege
bekannt unbekannt neoplastisch
n = 249 n =229 (48%)

Arbovirus-Serologie
(150/229)

Kontrollen: Beschaftigte des Universitatsklinikums Freiburg: n = 153

Negative Reiseanamnese 2 Jahre vor Untersuchung, Alter: 19 — 67 J.


Vorführender
Präsentationsnotizen
	Clinical diagnosis of patients with known etiology: 110 meningitis, 45 encephalitis, 37 radiculitis, 6 neuritis, 7 myelitis, cranial nerve palsy, 5 encehalitis with septicemia,9  headache fever, 6 	sinus thrombosis, 16 encephalopathy, 1 pontine lesion

	We obtained 186 csf, 205 sera of unknown etiology

	Clinical diagnosis in this group: 57 aseptic encephalitis, 53 aseptic meningitis, 13 facial palsy, 9 myelitis, 7 radiculitis,  5 ADEM, 4 Bickerstaff, 2 polyneuritis
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Epidemiologische Ergebnisse

1. Unklare ME: 2. Haufigkeiten ME bekannter
e TOSV:
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Ursache
|gG-Seropravalenz 12% (18/150),

30%

IgM-Seropravalenz 37% (56/150). 25%

Akute Infektion mit TOSV 8% (12/150) ?2:,

(pos RT-PCR aus Li u./o. spez.IlgM-Ak > 1:40 o. 1[:; i I
simultaner Nachweis von spez.lgG plus IgM-Ak > 1:20 ). 0% . . ™

HSV-1 HSV-2 VZV  ENTEROV. TBEV B.BURGD. OTHER

« TAHV: IgG-Seropravalenz 3,4%
3. Gesunde Kontrollen:
« TOSV: IgG-Seropravalenz 5,2% (8/153)
« TAHV : IgG-Seropravalenz 2,9% (4/153)
« WNV: IgG-Seropravalenz 0%
« FSMEV: IgG-Seropravalenz der > 50j.: 27% (41/153)

Tocanavirus ist endemisch im Oberheingraben


Vorführender
Präsentationsnotizen
TOSV: 1991, Schwarz et al., Prävalenz 1%
TAHV: 1970, Ackermann et al., Prävalenz in Südbaden 6,6%. Ursache für Rückgang ist die Vektorkontrolle
Kreuzreaktionen: SFVN (3,2%), SFSV (3,5%),SFCV (2,3%)
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Multiplex CBA Seren von ME-Patienten

* 110 Seren wurden untersucht [n=3]

* Mehrfachinfektionen denkbar

IgG positiv:

[40]

Virus

UUK

SFN / TOS
SFS / SFTV
TAH / INK
ERVE
TBEV
BHA / PAL
BAT

TRBV
EYACH

WNV

(6:7.

positiv

12

CBA
grenzw.
positiv

IFT
bestatigt

1 (25%)
7 (100% )
8(72%)
5 (45%)
0(0%)
2 (100% )
6 ( 100% )
0 (100% )
1(33%)
16 (100% )

0 (100% )

IgM positiv:

[21]

Virus

UUK

SFN / TOS
SFS / SFTV
TAH / INK
ERVE
TBEV

BHA / PAL
BAT

TRBV
EYACH

WNV
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(0:7.

positiv

CBA
grenzw.
positiv

IFT
bestatigt
%

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.


Vorführender
Präsentationsnotizen
Mit dem Test finden wir positive seren, was zeigt das Menschen infiziert werden Med Bedeutung ??
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Feldstudien

Analyse der FSMEV-Durchseuchung der Zeckenpopulation in
Naturherden.

Untersuchung der der genetischen Verwandtschaft von FSMEV-
Isolaten zwischen den Naturherden Uber die Zeit (Isolate von
1953 bis 2011, CZ, SL, AU, DE, 38 Orte).

Analyse der Virusgenetik aus Zeckenisolaten in einem Fokus
Uber 4 Jahre.

Korrelation der Zeckenpopulationen und Herdaktivitat mit
exogenen Faktoren.

Analyse der Pravalenz in Wildtieren.
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Naturherdanalysen

e 26.143 Zecken aus 27 Naturherden
untersucht.

4747 Pools auf Virus analysiert, davon 48
positive Zeckenpools.

 Durchseuchungsdicht im Herd lag bel O-
4%, Durchschnitt 0,5%.
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Mikrostruktur von FSME-Naturherden in Ostbayern

FSME-Herde umfassen
jeweils nur Flache von ca
10.000 m?

e Biodiversitats- und
Okologische Studien einfach
moglich

* Verstehen der Komponenten
des Naturherd-Zyklus

* Maglichkeit der Intervention
und Eradikation von
Naturherden
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FSMEV-Genetik in Naturherden
« >100 FSMEV-E-Gen-Sequenzen wurden untersucht.

e Zehn FSMEV-Herde mit fokaler Diversitat wurden
identifiziert.

* Die Bayessche Analyse zeigt eine Evolutionsgeschichte

seit 350 Jahren mit einer Aufteilung in zwel Linien
(Clade A u. B)

 Beide Linien verbreiteten sich westwarts unter
Umgehung des Bayrischen Waldes madglicherweise
Uber das Donautal.
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Median Joining Network Analysis @ Amberg
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Mogliche Migrationsroute clade A-Stamm nach Amberg
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Mogliche Migrationsroute clade B-Stamm nach Haselmiuhl




@Genetische Variation von 11 FSME-Isolate in einem Focus uber

vier Jahre

27 positions with nt exchanges/aa-exchanges in 7 different genes
with (fields in green)

Master Sequence: HM_467/09

HM_148/1
Nt position |[HM_474/09 [0 HM_153/10[HM 17/11 |[HM 91/11|HM_305/11[HM 329/11|HM_166/12 [HM 567/12|HM_570/12 |Gene
55 X 5°-NCR
284 C-protein
SR *}( P
CEY/ B — S R S X X X M X___|preM
1494 X X X X E-protein
1569 X X
1986 X
2295 X
2767 Ns1
2767 I — [ X ]
23+ X —
Egg X X Ns2a
4011 X e — X X 3% X
4059 X
4061
4209 X X X X Ns2b
5614 [Ns3
6519 X X X X  INs4a
Ns4b
Ns5
10682 X 3°-NCR
10848 X



Vorführender
Präsentationsnotizen
7 x TBEV with 1 aa-exchange in Ns5; 2 x TBEV HM 148/10 and HM 567/12 with 2 aa-exchanges; 1 x TBEV HM 17/11 with 3 aa-exchanges in Ns2a, Ns3 und Ns4b; 
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Keine Korrelation von
Wetterfaktoren mit
Zeckenpopulation und
Virusaktivitat in einem
Naturfocus

Keine Korrelation von
menschlicher
Erkrankung und
Dynamik im Naturfocus

Anthropogene Faktoren
sind fur das Auftreten
von Erkrankungen
verantwortlich
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Naturfocus und exogene Faktoren
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TaABLE 2. ANALYSIS OF BRAIN AND SPLEEN SAMPLES

Tasre 3. Anarysis oF Tick-BornNe EnceErPHALITIS VIRUS

INFECTION RATE 1N DIFFERENT RODENT SPECIES FrOM WiLD-Living RopeEnTs TESTED FOR Tick-BorNE
EncerHALITIS VIRUS RNA BY REAL-TIME (RT)-
No. of samples found QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTION
positive for TBEV*/total
SPECIES Ho. Uf samples r%} No. ﬂf Sﬂmp!gs
) found positive
Avodemus agrarius 3/24 (13 .
Hetriped feid mose) w Fosition on map for TBEV'/
Apodenus flavicollis 10/123 (8) ig. 1), district, total no. of
(vellow-necked mouse) federal state samples (%)
Apodemus sylvaticus (long-tailed 2/7 (29) )
field mouse, wood mouse) TBE nonrisk (1) Nordvorpommern, MWP 1/5 (20)
Microtus agrestis (field vole) 7/101 (7) areas (2) Ostprignitz-Ruppin, BB 4/60 (7)
Microtus arvalis (common vole) 2/21 (10) (3) Barnim, BB 10/98 (10)
Mus musculus (house mouse) 0/2 (0) (4) Potsdam-Mittelmark, BB 4/69 (6)
Myodes glareolus (bank vole) 21/163 (13) (5) Oder-Spree, BB 1/29 (3)
Total 45/441 (10) (6) Oberspreewald-Lausitz, BB 0/3 (0)
- - - — (7) Borde, SA 2/19 (11)
RT_-thé:EESt brain or SplEE‘I‘i tissue found to be positive in the TBEV (8} A.['\l'lﬂlt-BittEIfE]d, SA 2;11 (13}
: (9) Cologne, NRW 0/10 (0)
Total 24/304 (8)
TBE risk (10) Darmstadt-Dieburg, HE 4/38 (11)
areas (11) Bergstrafse, HE 16/79 (20)
(12) Odenwaldkreis, HE 1/20 (5)
Total 21/137 (15)

2At least brain or spleen tissue found to be positive in the TBEV
RT-gPCR

MWP, Mecklenburg-Western Pomerania; BB, Brandenburg; SA,
Saxony-Anhalt; NRW, North Rhine Westphalia; HE, Hesse; RT-
gPCR, real+time quantitative polymerase chain reaction.
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FSMEYV in experimentell infizierten M. arvalis

1. ANaLYSIS OF DIFFERENT OQRGANS OF MrcroTus ARVALIS VOLES EXPERIMENTALLY INFE(
1CK-BORNE ENCEPHALITIS VIRUS OVER A PERIOD OF 3 MoONTHS POSTINFECTION BY TICK-B
"EPHALITIS VIRUS-SPECIFIC REAL TIME (RT)-QUANTITATIVE POLYMERASE CHAIN REACTIO!

No. of samples found positive for TBEV/total no. of samples tested
(mean copy no. of samples tested positive/mg organ or mL blood)

5 dpi 20 dpi 50 dpi 100 dpi
1/2 (6x10%) 0/3 (0) 1/3 (8x10%) 0/3 (0)

1/2 (3x 105 1/3 (9% 10% 2/3 (2x10%) 2/3 (4x10M°
0/2 (0) 1/3 (3x10Y 1/3 (8x10Y 2/3 (7x10Y)
1/2 (7x10Y 2/3 (6x10" 1/3 (2x107%) 3/3 (6x10%)"
1/2 (4x10°% 1/3 (5x10%) 1/3 (1x107%) 2/3 (5x10%)
0/2 (0) 0/3 (0) 2/3 (6x10Y) 3/3 (1x10%)

1alyzed in duplicate.
V was performed by incubating the homogenized organ (tested positive for TBEV by RT-qPCR) on V
fecion; no., number; nd, not done; RT-qgPCR, real-time quantitative polymerase chain reaction;
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Zusamenfassung Grundlagenprojekte

e FUr FSMEV und TRBV konnten neue
virale Mechanismen zur Abwehr zellularer
antiviraler Strategien (IFN-System)
entdeckt werden.

— FSMEV: Reorganisation des ER

— TRBV: Interferonantagonisten durch
Readthrough
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 Diagnostika-Entwicklung:

— Virusdirektnachweis: 15 Echtzeit-PCR-Verfahren, 7 MLPA-
Verfahren.

— Serologische Dianostik: Entwicklung von IFT und eines
Cytometric-Bead-Arrays auf Basis 15 rekombinanter Proteine flr
die simultane Serodiagnostik.

e Pateientenstudie/ Biobank:

— Nachweis autochthoner TOSV-Infektionen im Oberrheingraben.
Acht Prozent der Falle mit klinischen Diagnose Vd. virale ME
durch TOSV verursacht.

e Feldstudien:

— FSMEV hat eine 350 jahrige Evolutionsgeschichte in
Zentraleuropa und verbreitet sich entlang der Flusstaler

— Durchseuchung der Zeckenpopulation in Naturherden 0-4% (
0,5%).
— Durchseuchung in Nagerpopulationen betragt bis 15%.

— Die FSMEV-Naturherde sind sehr kleine Areale mit fokaler
Evolution (Pathogenitat?).

— Kein Einfluss von Wetterfaktoren auf die Zeckenpopulation oder
Virusaktivitat in einem Herd.

— Kein Nachweis von West-Nil-Virus in Deutschland.


Vorführender
Präsentationsnotizen
First complete sequences of BHAV and PALV were generated which turned out to be Phleboviruses related to the recently described new phleboviruses SFTSV and Heartland virus
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" Ausblick

Charakterisierung von Pathogenesefaktoren der
europ. Arboviren / Pathogenitats-Shift?

Epidemiologie, (veterinar)medizinische Bedeutung
und Risikoanalyse der europaischen Arboviren.
Aufbau von Uberwachungssystemen.

mplementierung einer Flachendeckenden
Diagnostik in Endemiegebieten.

Kartierung der Naturherde in Hochendemiegebieten

Untersuchung Okologische Faktoren in den
Naturherden als Basis fur Eradikationsstrategien.
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TBEV E foci sequence diversity at six sites



Vorführender
Präsentationsnotizen
Rote orte mir stämmen mit divergenz
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Low focal TBEV E sequence diversity
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Extended dataset of TBEV E sequences



Vorführender
Präsentationsnotizen
Lokations übersichts hellblau
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Bayesian analysis: Method

» 1488 character alignment (including gaps) of the sequences of 106 (61 +
45) envelope genes (year of isolation and sampling coordinates
available)

« maximume-likelihood optimization using the general time reversible (GTR)
model of nucleotide substitution was used and topology, branch lengths,
rate heterogeneity and model parameters were optimized.

« A MCC tree with dated tips and internal nodes was inferred using a
MCMC Bayesian approach using a relaxed (uncorrelated lognormal)
molecular clock

e The GTR+C+l substitution model was used

* Four independent MCMC runs of four chains each were run for 1006106
states.

» Convergence of parameters during MCMC runs was assessed
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