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わが国でEHECに使われてきた
分子疫学解析手法

1996

PFGE

• Ia,I,I

(RAPD)

(AFLP)

2004

PFGE

(Pulsenet
protocol)

• TN#858など

2012

IS-PS

• O157
• 32箇所のIS

• 病原性遺伝子

2014

MLVA17

• O157

• O26

• O111

（2017：追加5血清群）



EHEC分子疫学解析法
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MLVA17 遺伝子座について

O157-34 EHC-1 EHC-2 O157-9 EHC-5 O157-3 O157-25 EH111-8 EH157-12

EH111-14 EH111-11 O157-17 O157-10 O157-36 O157-19 EHC-6 O157-37 EH26-7

9か所

9（8）か所

CDC（O157）：8か所
PNJ（2014年4月～）：17か所

(Izumiya, et al., Microbiol Immunol. 54, 569-577, 2010.)
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Reaction mix 1
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(* Timmons C, et al., J. Microbiol. Met. 125, 70-80, 2016.)
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MLVA43 追加遺伝子座について
追加5血清群用（O103, O121, O145, O165, O91）
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(* Timmons C, et al., J. Microbiol. Met. 125: 70-80, 2016)
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MLVA型表記

MLVA型

O157 18m0xxx

O26 18m2xxx

O111 18m3xxx

O103 18m4xxx

O121 18m5xxx

O145 18m6xxx

O165 18m7xxx

O91 18m8xxx



型数及びDiversity Indexの比較
（2017年株）

MLVA43 株数 型数 SID

O103 146 46 0.910

O121 78 33 0.957

O145 45 20 0.871

O165 8 8 1

O91 42 34 0.988

MLVA17 株数 型数 SID

O157 1668 608 0.973

O26 710 256 0.986

O111 135 55 0.924



2017年広域株（5機関以上、株数上位12）

O群 VT型 株数 機関 コンプレックス 関連事例

17m0121 O157 VT2 258 35 17c013 ポテトサラダ

17m2005 O26 VT1 39 20 17c201

17m0210 O157 VT1+VT2 33 15 17c027 介護福祉施設

17m0129 O157 VT1+VT2 25 16 17c044 焼肉食中毒

13m2040 O26 VT1 22 6 17c213 保育園

17m0144 O157 VT2 21 8 17c013

17m0212 O157 VT1+VT2 17 6 17c028

16m0039 O157 VT1+VT2 17 9 17c050

17m0351 O157 VT1+VT2 16 9

17m0104 O157 VT1+VT2 15 7

16m6009 O145 VT2 15 6 事業所弁当

17m0143 O157 VT1+VT2 15 6 17c027



MLVA-SIDについて
2017年O157

累計 週計



MLVA実施状況（2017年）

（厚労科研泉谷班）

実施（全株）
7%

実施（一部）
13%

実施していない
80%



平成29年11月以後

• 遺伝子型別としてMLVA
法に統一へ

• 健感発0 2 0 8 第１ 号
（薬生食監発0 2 0 8 第１
号）平成30年2月8日

– MLVA17

• 2018年3月に研修会



18c000(あるいは18m0000)
ZZZ県

型名もしくはComplex名
都道府県名

該当菌株
菌株番号、分離日、機関、型名、Complex名

【機関で色分け】

ComplexのMST

現在（過去1-2か月以内）発生中の集発の一部と考えられます。
追加情報等ございましたらお知らせください。

コメント（参考）

リピート数の違
いは反映され
ていません

線の長さは

異なる遺伝子座の
数を表します

送付MLVAデータ由来について
は”co”がつきません



回覧している
Minimum Spanning Treeについて

• 本来のMST

– 構成要素すべてを網羅
する

– 各要素を結ぶ辺の重み
が最小のもの

• Bionumericsで作成

– 線の角度の意味はない

17c013

17m012117m012117m012117m012117m012117m012117m012117m012117m0121

17m013017m013017m013017m013017m013017m013017m013017m013017m0130

17m012717m012717m012717m012717m012717m012717m012717m012717m0127
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17m040417m040417m040417m040417m040417m040417m040417m040417m0404

14m009514m009514m009514m009514m009514m009514m009514m009514m0095



回覧している
Minimum Spanning Treeについて

• 本来のMST

– 構成要素すべてを網羅
する

– 各要素を結ぶ辺の重み
が最小のもの

• Bionumericsで作成

– Single locus variantがわ

かるように、クロスリンク
を付加している
• 「⊥」で区別
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17m014017m014017m014017m014017m014017m014017m014017m014017m0140

17m014217m014217m014217m014217m014217m014217m014217m014217m0142

17m019217m019217m019217m019217m019217m019217m019217m019217m0192

17m019517m019517m019517m019517m019517m019517m019517m019517m0195

17m019117m019117m019117m019117m019117m019117m019117m019117m0191

17m019917m019917m019917m019917m019917m019917m019917m019917m0199

17m023617m023617m023617m023617m023617m023617m023617m023617m0236

17m040417m040417m040417m040417m040417m040417m040417m040417m0404

14m009514m009514m009514m009514m009514m009514m009514m009514m0095



MLVAフローチャート
操作

鋳型DNA

• 菌株培養

• DNA抽出

PCR

• マルチプレックスPCR 2種類（8血清群）+2種類（追加5血清群）

• 産物の希釈（HiDi Formamideで）

電気泳動

• シークエンサー

• GeneScanサイズマーカー

解析

• ピーク検出

• リピート数への変換
Genemapperのパネル・

bin設定ファイル



Binの修正

• 機器によってBinの位置
を修正する必要があり
ます。

• Samples Plot画面等で
修正してください。

• 全てのピーク位置をカ
バーしているわけでは
ありませんので、Binの
追加が必要な場合があ
ります。



MLVA精度管理

• 菌株もしくはDNAを配布

–結果を送付→判定

• 感染研に送付（済み）の菌株について、デー
タを照合

EH111-
11T

EH111-
14BB

EH111-
8O

EH157-
12N

EH26-
7D

EHC-1Q EHC-2C EHC-5S EHC-6U
O157-

3W
O157-

34Y
O157-

9M
O157-

25J
O157-

17Z
O157-

19L
O157-
36AA

O157-
37V

[菌株#] 2 -2 1 6 -2 11 5 -2 -2 11 9 12 4 4 7 9 6



MLVAデータ照合について
EH111-

11T
EH111-
14BB

EH111-
8O

EH157-
12N

EH26-
7D

EHC-1Q EHC-2C EHC-5S EHC-6U
O157-

3W
O157-

34Y
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9M
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25J
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17Z
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19L
O157-
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[菌株#] 2 -2 1 6 -2 11 5 -2 -2 11 9 12 4 4 7 9 6

地衛研 感染研

MLVAデータ 照合

結果

菌株番号
MLVAデータ

MLVAデータ
fsaファイル

解析・照合

結果

2

3

1



送付MLVAデータに基づく
MLVA型付与について（厚労省事務連絡）

地衛研 感染研

菌株情報
MLVAデータ

解析

MLVA型

2

菌株情報
菌株

解析

MLVA型
Complex情報

1

事務連絡別添2

事務連絡別添1

Complex情報

厚労省

NESFD掲示



厚労省事務連絡後の菌株送付について

• 地衛研でMLVAを実施した菌株については菌
株を送る必要はありませんが、結果の精度確
認をする必要があります。最初にMLVAデータ
を送るにあたり、昨年もしくは今年の株でリ
ピート数の答え合わせをしてください。

• MLVAデータとともに菌株を送付していただけ
れば、毎回答え合わせをすることが可能です。
（こちらの方が望ましい。菌株送付は後日で
構いません。）



MLVAデータ精度確認について
EH111-
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地衛研 感染研

MLVAデータ 照合

結果

菌株番号
MLVAデータ

MLVAデータ
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解析・照合

結果

2

3
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MLVAデータ精度確認について

地衛研データ

感染研データ

比較

一致 ：１
不一致：０



お知らせ

• 7月以後は2018年株のみと比較を行います。

• 引き続き、菌株（ならびに情報・データ）送付
のほどよろしくお願いいたします。


