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R3 希少感染症診断技術研修会
事例紹介 腸管出血性大腸菌(EHEC)関係
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国立感染症研究所・細菌第一部
李 謙一
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※当日発表から一部改変しています。
※追加したスライドタイトルには[追加]を付けました。
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Enterohemorrhagic Escherichia coli  : EHEC
腸管出血性大腸菌(感染症法3類感染症)

≒Shiga toxin-producing E. coli :STEC
≒Vero toxin-producing E. coli :VTEC
志賀毒素(Shiga toxin: Stx)を産生する大腸菌
多数の血清型に分けられる: O157:H7など

病原性等
• 牛肉、野菜等の食品を介しての食中毒や、2次感染(ヒト-ヒト感染)を起こす
• 人での症状：下痢、血便、溶血性尿毒症症候群（HUS）
• 国内では年間約3,000名の感染者、～100名のHUS、～数名の死者

主な病原性機序
・III型分泌装置：腸管上皮細胞への接着
・Stx ：タンパク質合成阻害による細胞傷害

Stx(学術的) ＝Vero toxin:VT（行政的）＝Shiga-like toxin, Verocytotoxin etc.
2
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地方自治体
衛生研究所等 自治体間・内

比較情報

A県 B市 C県

感染研
細菌第一部

MLVA
O157、O26、O111、O103、
O121、O145、O165、O91

→全体の95%以上

PFGE
その他O群

菌株（約3000株/年）

全ゲノム配列(whole-genome sequencing: WGS)解析による
精度の高いサーベイランスのために・・・

MLVAとWGSの比較
類似MLVA型 O157
(Lee et al. Appl. Environ. Microbiol. 2019)

PFGEとWGSの比較
O121 広域散発事例
(Lee et al. Front. Microbiol. 2017)

WGSを用いた
サーベイランス
(試行的)

・解析パイプラインの構築・評価 ・ゲノム情報データベース化 ・従来法との比較

EHECの全国サーベイランス
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1.WGSとは？
2.WGSとPFGEの比較（O121）
3.WGSとMLVAの比較（O157）
4.WGSによるサーベイランス（試行的）

4
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超並列型シークエンサー(次世代シークエンサー:NGS)を用いて、
細胞内の全てのDNA配列(ゲノム)を解読する手法

利点
・単一塩基多型(SNP)解析など →高解像度に菌株の類縁関係が分かる
・ほぼ全ての遺伝子が解読可能 →網羅的な遺伝子型決定(病原因子、

薬剤耐性遺伝子、MLST等)
欠点
・費用が割高：1~2万円/株～
・解析が難しい

サンガー法 ショートリード型NGS ロングリード型NGS
リード長 約600 bp ~300 bp >10 kb
リード数 ～数百 数兆以上 数億以上
リードのクオリティ 高 中 中～低
必要カバレッジ 2 (F & R) 数十以上 数十以上

gene A gene B

ショートリード
（平均約250 bp）

1. WGSとは？

全ゲノム配列(whole-genome sequence: WGS)解析とは？

5



/296

機器 リード長 精度 コスト
(/株)

時間 目的

Illumina 
MiSeq

-300bp 高 2万円～ 60 h SNP解析
ドラフトゲノム
RNA-seq
メタゲノムIllumina 

HiSeqなど
-150bp 高 5,000円～ 2か月

(外注のため)

PacBio
RSII/
Sequel

-40kb
平均:
10kb

高 10万円～ 2か月
(外注のため)

完全長配列決定

Oxford 
Nanopore
(ONT)
MinIONなど

>100kb
平均:
10kb

中 2万円～ ~48 h 完全長配列決定
SNP解析?

外注

外注

・集団感染調査にはイルミナがスタンダード(今後はONTも？)
・外注やONTを用いることで小規模ラボでも実用可能

1. WGSとは？

(感染研 細1で使用中の) 主なNGSシークエンサー
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ライブラリー調整 multiplexing Sequencing

¥3,000/株 26万円/ラン
30株: 9,000円/株
5株: 5万円/株

外注

18万円/ラン
200株: 1,000円/株

費用

時間 半日 2.5日 1月

MiSeq HiSeq

・費用：1~2万円/株 (最低5,000円/株)
・時間：解析を含めて1週間～

1. WGSとは？

[追加]例. WGS取得の流れ(イルミナ)

7
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難

易

高

低

Linux OS＋フリーソフト
・ゲノム研究者が使用
・コマンドライン操作が必要
・仮想環境なら、Win/Mac PCで無料で使用可能

解析サービスウェブサイト
(CGE server等)
・基本的な解析なら十分

商用ソフト
(BioNumerics, CLC, SeqSphere…)
・高価・・・

Galaxy
・ブラウザで操作可能な種々のツール

CGE server 
(http://www.genomicepidemiology.org/services/)

1. WGSとは？

WGS取得後の解析

自由度難易度

コマンドライン操作(慣れれば楽しいです)

おすすめ

おすすめ

※発表者個人の見解です 8
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1.WGSとは？
2.WGSとPFGEの比較（O121）
3.WGSとMLVAの比較（O157）
4.WGSによるサーベイランス（試行的）

9
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O群別
PFGE型の
類似度

• O121は、他のO群よりPFGEの多様性が低い
• 2014年12月-’15年3月に同一のPFGE型株が

全国的に多数分離
• 一部で共通の食品喫食

しかし、類似株とPFGEで区別できない…

O111
(n=404)

O157
(n=10213)

O26
(n=2193)

O103
(n=288)

O121
(n=253)

O145
(n=318)

>95>90>85>80>75

(%)

TN121k6
(目視で完全一致)

NIID141202
NIID142321
NIID142478
NIID142676
NIID142774
NIID150151
NIID150395
NIID150542
NIID140961
NIID150152
NIID150213
NIID150238
NIID150239
NIID150241
NIID150242
NIID150281
NIID150342
NIID150373
NIID150375
NIID150387
NIID150393
NIID150616
NIID150243
NIID151171
NIID140990
NIID141544
NIID150337
NIID150338
NIID150339
NIID150340
NIID150341
NIID150240
NIID141004
NIID151387
NIID141341
NIID150174
NIID132137
NIID150977
NIID141247
NIID142136
NIID140452
NIID121512
NIID150376
NIID150400

2. PFGEとWGSの比較 O121

背景・目的

10

目的
より型別能が高い
散発集団感染の検出
=WGSを用いたSNP解析

方法
EHEC O121
44株のSNP解析
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菌株 (計44株)
・TN121k6： 16株
・2012-2015年分離株:  28株
ゲノム配列取得と一塩基多型（SNP）抽出
・Illumina MiSeq（300 bp×2）による全ゲノム配列取得
・マッピングによるSNP抽出（bwa, VarScanを使用）
・参照配列：O121 完全長配列解読株の染色体
・抽出SNPからファージ、50 bp以上のリピート領域を除去

参照配列

参照配列

マッピングの例

ショートリード
（平均約250 bp）

2. PFGEとWGSの比較 O121

[追加]方法

11
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Core genome（解析する全ての株に共通する領域）の
SNPをまとめる

Ref
A株

B株

C株

Core
genome

Position Ref A B C
5,514 C C G G
6,065 C T C C
6,456 A C A A
・
・
・

・
・
・

・
・
・

・
・
・

・
・
・

・系統解析
・pairwise SNPの算出

2. PFGEとWGSの比較 O121

[追加]方法：core genome SNP (cgSNP)抽出法

12
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TN121k6
TN121k6以外の

同一SNPクラスター株

・TN121k6は全て同一SNPクラスターに含まれた
・PFGE型類似株から同一SNPクラスターとなる株が抽出された

2. PFGEとWGSの比較 O121

PFGEとゲノム解析の比較

・PFGEで一致→ゲノムレベルでも一致
・PFGEで近縁→ゲノムレベルでは遠縁な株も含まれる

13
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0.020

約16SNPs

SNPによる
最尤法系統樹

TN121k6＋7株:
0-7 SNP
→同一クラスター

Lee et al.2017. Front Microbiol
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1.WGSとは？
2.WGSとPFGEの比較（O121）
3.WGSとMLVAの比較（O157）
4.WGSによるサーベイランス（試行的）

14
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現行のサーベイランス体制
・疫学情報
・1.5 年以内
・MLVAの差異：0-1カ所

A

B

C

・・・GTCGTTGTTGTTCGA・・・
・・・GTCGTTCGA・・・
・・・GTCGTTGTTCGA・・・

Isolate No. repeat unit
Allele 1 2 3 ・・・ 17

A 11 3 9 4
B 5 3 9 2
C 5 3 7 4

17か所のリピート領域のパターン

菌株をグループ化

集団感染を検知
目的
1. WGSによるMLVAの評価
2. WGS解析手法の確立

3. MLVAとWGSの比較 O157

O157におけるMLVA

方法
EHEC O157 369株のWGS
→SNP・MLVA・cgMLSTを比較
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使用菌株
EHEC O157, 369株
・分離年 2012-’17
・7種のMLVAグループ
=主要MLVA型＋近縁型

※SLV: single locus variant
DLV: double locus variant
TLV: triple locus variant

MLVA 
group

Index MLVA 
type

No. of isolates

Index SLV DLV TLV
G1 13m0551 56 10 1 7
G2 15m0278 39 9 0 2
G3 16m0110 26 2 0 0
G4 17m0121 41 6 24 2
G5 13m0157 18 11 6 10
G6 13m0694 36 18 19 6
G7 14m0004 5 9 4 2方法

1. cgSNP解析
2. MLVAとcgSNPの比較
3. cgMLSTとcgSNPの比較

WGS
(by MiSeq)

Analysis
pipelines

3. MLVAとWGSの比較 O157

[追加]方法

16
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203

NIID130856
NIID131158 132

NIID131281 128 48

NIID131294 58 130 126

NIID131486 127 47 3 125

NIID131487 126 46 2 124 1

NIID131493 4 132 128 58 127 126

NIID131896 6 134 130 60 129 128 6

NIID131934 128 48 22 126 21 20 128 130

NIID132008 7 135 131 61 130 129 7 9 131

NIID132187 6 134 130 60 129 128 6 0 130 9

NIID132349 548 556 550 546 549 548 548 550 552 551 550

NIID132448 131 47 47 129 46 45 131 133 47 134 133 555

NIID132572 128 48 22 126 21 20 128 130 14 131 130 552 47

NIID132595 129 49 23 127 22 21 129 131 9 132 131 553 48 15

NIID132833 126 46 30 124 29 28 126 128 30 129 128 550 45 30 31

NIID132914 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31

NIID132938 14 142 138 68 137 136 14 16 138 17 16 558 141 138 139 136 139

NIID140161 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139

NIID140373 56 128 124 44 123 122 56 58 124 59 58 544 127 124 125 122 125 66 125

NIID140465 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81

NIID140469 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0

NIID140473 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0 0

NIID140500 86 132 128 84 127 126 86 88 128 89 88 548 129 128 129 126 129 96 129 82 1 1 1

NIID140501 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0 0 0 1

NIID140502 87 133 129 85 128 127 87 89 129 90 89 549 130 129 130 127 130 97 130 83 2 2 2 3 2

NIID140579 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0 0 0 1 0 2

NIID140609 86 132 128 84 127 126 86 88 128 89 88 548 129 128 129 126 129 96 129 82 1 1 1 2 1 3 1

NIID140611 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0 0 0 1 0 2 0 1

NIID140717 130 50 6 128 5 4 130 132 24 133 132 552 49 24 25 32 5 140 5 126 129 129 129 130 129 131 129 130 129

NIID140721 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139 4 125 128 128 128 129 128 130 128 129 128 3

NIID140731 128 48 4 126 3 2 128 130 22 131 130 550 47 22 23 30 3 138 3 124 127 127 127 128 127 129 127 128 127 4 3

NIID140732 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139 4 125 128 128 128 129 128 130 128 129 128 5 4 3

NIID140828 128 48 4 126 3 2 128 130 22 131 130 550 47 22 23 30 3 138 3 124 127 127 127 128 127 129 127 128 127 4 3 2 3

NIID140851 127 47 3 125 2 1 127 129 21 130 129 549 46 21 22 29 2 137 2 123 126 126 126 127 126 128 126 127 126 3 2 1 2 1

NIID140930 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139 4 125 128 128 128 129 128 130 128 129 128 3 2 3 4 3 2

NIID141099 6 134 130 60 129 128 6 8 130 9 8 550 133 130 131 128 131 16 131 58 87 87 87 88 87 89 87 88 87 132 131 130 131 130 129 131

NIID141109 138 60 56 136 55 54 138 140 56 141 140 560 59 56 57 54 57 148 57 134 137 137 137 138 137 139 137 138 137 58 57 56 57 56 55 57 140

NIID141154 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50

NIID141155 123 43 35 121 34 33 123 125 35 126 125 547 42 35 36 33 36 133 36 119 122 122 122 123 122 124 122 123 122 37 36 35 36 35 34 36 125 51 1

NIID141159 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1

NIID141185 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 3 139 123 124 123

NIID141211 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123

NIID141212 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0

NIID141215 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0

NIID141258 4 132 128 58 127 126 4 6 128 7 6 548 131 128 129 126 129 14 129 56 85 85 85 86 85 87 85 86 85 130 129 128 129 128 127 129 4 138 122 123 122 3 122 122 122

NIID141268 123 43 35 121 34 33 123 125 35 126 125 547 42 35 36 33 36 133 36 119 122 122 122 123 122 124 122 123 122 37 36 35 36 35 34 36 125 51 1 2 1 124 1 1 1 123

NIID141269 124 44 36 122 35 34 124 126 36 127 126 546 43 36 37 34 37 134 37 120 123 123 123 124 123 125 123 124 123 38 37 36 37 36 35 37 126 50 2 3 2 125 2 2 2 124 3

NIID141292 127 47 3 125 2 1 127 129 21 130 129 549 46 21 22 29 2 137 2 123 126 126 126 127 126 128 126 127 126 3 2 1 2 1 0 2 129 55 33 34 33 128 33 33 33 127 34 35

NIID141305 87 133 129 85 128 127 87 89 129 90 89 549 130 129 130 127 130 97 130 83 40 40 40 41 40 42 40 41 40 131 130 129 130 129 128 130 89 139 123 124 123 88 123 123 123 87 124 125 128

NIID141349 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123

NIID141350 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0

NIID141351 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0

NIID141352 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0

NIID141369 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 5 139 123 124 123 4 123 123 123 1 124 125 128 88 123 123 123 123

NIID141370 4 132 128 58 127 126 4 6 128 7 6 548 131 128 129 126 129 14 129 56 85 85 85 86 85 87 85 86 85 130 129 128 129 128 127 129 4 138 122 123 122 3 122 122 122 0 123 124 127 87 122 122 122 122 1

NIID141371 6 134 130 60 129 128 6 8 130 9 8 550 133 130 131 128 131 16 131 58 87 87 87 88 87 89 87 88 87 132 131 130 131 130 129 131 6 140 124 125 124 5 124 124 124 2 125 126 129 89 124 124 124 124 3 2

NIID141378 4 132 128 58 127 126 4 6 128 7 6 548 131 128 129 126 129 14 129 56 85 85 85 86 85 87 85 86 85 130 129 128 129 128 127 129 4 138 122 123 122 3 122 122 122 0 123 124 127 87 122 122 122 122 1 0 2

NIID141381 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 5 139 123 124 123 4 123 123 123 1 124 125 128 88 123 123 123 123 2 1 3 1

NIID141422 124 44 36 122 35 34 124 126 36 127 126 547 43 36 37 34 37 134 37 120 123 123 123 124 123 125 123 124 123 38 37 36 37 36 35 37 126 52 2 3 2 125 2 2 2 124 3 4 35 125 2 2 2 2 125 124 126 124 125

NIID141434 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2

NIID141447 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0

NIID141473 123 43 35 121 34 33 123 125 35 126 125 547 42 35 36 33 36 133 36 119 122 122 122 123 122 124 122 123 122 37 36 35 36 35 34 36 125 51 1 2 1 124 1 1 1 123 2 3 34 124 1 1 1 1 124 123 125 123 124 3 1 1

NIID141504 85 131 127 83 126 125 85 87 127 88 87 547 128 127 128 125 128 95 128 81 0 0 0 1 0 2 0 1 0 129 128 127 128 127 126 128 87 137 121 122 121 86 121 121 121 85 122 123 126 40 121 121 121 121 86 85 87 85 86 123 121 121 122

NIID141573 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139 4 125 128 128 128 129 128 130 128 129 128 3 2 3 4 3 2 2 131 57 35 36 35 130 35 35 35 129 36 37 2 130 35 35 35 35 130 129 131 129 130 37 35 35 36 128

NIID141580 127 47 3 125 2 1 127 129 21 130 129 549 46 21 22 29 2 137 2 123 126 126 126 127 126 128 126 127 126 3 2 1 2 1 0 2 129 55 33 34 33 128 33 33 33 127 34 35 0 128 33 33 33 33 128 127 129 127 128 35 33 33 34 126 2

NIID141583 7 135 131 61 130 129 7 9 131 10 9 551 134 131 132 129 132 17 132 59 88 88 88 89 88 90 88 89 88 133 132 131 132 131 130 132 7 141 125 126 125 6 125 125 125 5 126 127 130 90 125 125 125 125 6 5 7 5 6 127 125 125 126 88 132 130

NIID141596 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125

NIID141600 123 43 35 121 34 33 123 125 35 126 125 547 42 35 36 33 36 133 36 119 122 122 122 123 122 124 122 123 122 37 36 35 36 35 34 36 125 51 1 2 1 124 1 1 1 123 2 3 34 124 1 1 1 1 124 123 125 123 124 3 1 1 2 122 36 34 126 1

NIID141602 124 44 36 122 35 34 124 126 36 127 126 548 43 36 37 34 37 134 37 120 123 123 123 124 123 125 123 124 123 38 37 36 37 36 35 37 126 52 2 3 2 125 2 2 2 124 3 4 35 125 2 2 2 2 125 124 126 124 125 4 2 2 3 123 37 35 127 2 3

NIID141620 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2

NIID141630 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0

NIID141632 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0

NIID141634 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0 0

NIID141636 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0 0 0

NIID141638 123 43 35 121 34 33 123 125 35 126 125 547 42 35 36 33 36 133 36 119 122 122 122 123 122 124 122 123 122 37 36 35 36 35 34 36 125 51 1 2 1 124 1 1 1 123 2 3 34 124 1 1 1 1 124 123 125 123 124 3 1 1 2 122 36 34 126 1 2 3 1 1 1 1 1

NIID141643 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0 0 0 0 1

NIID141646 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0 0 0 0 1 0

NIID141654 122 42 34 120 33 32 122 124 34 125 124 546 41 34 35 32 35 132 35 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 36 35 34 35 34 33 35 124 50 0 1 0 123 0 0 0 122 1 2 33 123 0 0 0 0 123 122 124 122 123 2 0 0 1 121 35 33 125 0 1 2 0 0 0 0 0 1 0 0
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NIID151337 7 135 131 61 130 129 7 9 131 10 9 551 134 131 132 129 132 17 132 59 88 88 88 89 88 90 88 89 88 133 132 131 132 131 130 132 7 141 125 126 125 6 125 125 125 3 126 127 130 90 125 125 125 125 4 3 5 3 4 127 125 125 126 88 132 130 8 125 126 127 125 125 125 125 125 126 125 125 125 127 125 125 125 89 126 126 126 125 125 4 7 131 125 125 125 125 126 132 132 132 543 129 89 78 3 126 126 11 12 6 53 8 132 130 132 7 126 126 128 125 126 62 3 4 3 3 2 126 125 127 127 125 126 126 127 126 126 126 126 127 551 135 132 135 7 89

NIID151367 131 51 7 129 6 5 131 133 25 134 133 553 50 25 26 33 6 141 6 127 130 130 130 131 130 132 130 131 130 5 4 5 6 5 4 4 133 59 37 38 37 132 37 37 37 131 38 39 4 132 37 37 37 37 132 131 133 131 132 39 37 37 38 130 4 4 134 37 38 39 37 37 37 37 37 38 37 37 37 39 37 37 37 131 38 38 38 37 37 132 133 25 37 37 37 37 38 4 2 2 545 23 131 130 131 38 38 137 138 132 121 134 6 24 26 133 38 38 40 37 38 130 131 132 133 133 132 38 37 39 39 37 38 38 39 38 38 38 38 39 553 7 4 7 133 131 134

NIID151368 131 51 7 129 6 5 131 133 25 134 133 553 50 25 26 33 6 141 6 127 130 130 130 131 130 132 130 131 130 5 4 5 6 5 4 4 133 59 37 38 37 132 37 37 37 131 38 39 4 132 37 37 37 37 132 131 133 131 132 39 37 37 38 130 4 4 134 37 38 39 37 37 37 37 37 38 37 37 37 39 37 37 37 131 38 38 38 37 37 132 133 25 37 37 37 37 38 4 2 2 545 23 131 130 131 38 38 137 138 132 121 134 6 24 26 133 38 38 40 37 38 130 131 132 133 133 132 38 37 39 39 37 38 38 39 38 38 38 38 39 553 7 4 7 133 131 134 0

NIID151707 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 5 139 123 124 123 4 123 123 123 3 124 125 128 88 123 123 123 123 4 3 5 3 4 125 123 123 124 86 130 128 6 123 124 125 123 123 123 123 123 124 123 123 123 125 123 123 123 87 124 124 124 123 123 4 5 129 123 123 123 123 124 130 130 130 541 127 87 76 3 124 124 9 10 4 51 6 130 128 130 5 124 124 126 123 124 60 3 4 5 5 4 124 123 125 125 123 124 124 125 124 124 124 124 125 549 133 130 133 5 87 6 132 132

NIID151708 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 5 139 123 124 123 4 123 123 123 3 124 125 128 88 123 123 123 123 4 3 5 3 4 125 123 123 124 86 130 128 6 123 124 125 123 123 123 123 123 124 123 123 123 125 123 123 123 87 124 124 124 123 123 4 5 129 123 123 123 123 124 130 130 130 541 127 87 76 3 124 124 9 10 4 51 6 130 128 130 5 124 124 126 123 124 60 3 4 5 5 4 124 123 125 125 123 124 124 125 124 124 124 124 125 549 133 130 133 5 87 6 132 132 0

NIID151709 6 134 130 60 129 128 6 8 130 9 8 550 133 130 131 128 131 16 131 58 87 87 87 88 87 89 87 88 87 132 131 130 131 130 129 131 6 140 124 125 124 5 124 124 124 4 125 126 129 89 124 124 124 124 5 4 6 4 5 126 124 124 125 87 131 129 7 124 125 126 124 124 124 124 124 125 124 124 124 126 124 124 124 88 125 125 125 124 124 5 6 130 124 124 124 124 125 131 131 131 542 128 88 77 4 125 125 10 11 5 52 7 131 129 131 6 125 125 127 124 125 61 4 5 6 6 5 125 124 126 126 124 125 125 126 125 125 125 125 126 550 134 131 134 6 88 7 133 133 1 1

NIID151823 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 6 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9

NIID151859 10 138 134 64 133 132 10 12 134 13 12 554 137 134 135 132 135 20 135 62 91 91 91 92 91 93 91 92 91 136 135 134 135 134 133 135 10 144 128 129 128 9 128 128 128 8 129 130 133 93 128 128 128 128 9 8 10 8 9 130 128 128 129 91 135 133 11 128 129 130 128 128 128 128 128 129 128 128 128 130 128 128 128 92 129 129 129 128 128 9 10 134 128 128 128 128 129 135 135 135 546 132 92 81 8 129 129 14 15 7 56 11 135 133 135 10 129 129 131 128 129 65 8 9 10 10 9 129 128 130 130 128 129 129 130 129 129 129 129 130 554 138 135 138 10 92 11 137 137 9 9 10 1

NIID151866 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 6 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9 0 1

NIID151906 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 6 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9 0 1 0

NIID151907 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 6 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9 0 1 0 0

NIID152373 10 138 134 64 133 132 10 12 134 13 12 554 137 134 135 132 135 20 135 62 91 91 91 92 91 93 91 92 91 136 135 134 135 134 133 135 10 144 128 129 128 9 128 128 128 8 129 130 133 93 128 128 128 128 9 8 10 8 9 130 128 128 129 91 135 133 11 128 129 130 128 128 128 128 128 129 128 128 128 130 128 128 128 92 129 129 129 128 128 9 10 134 128 128 128 128 129 135 135 135 546 132 92 81 8 129 129 14 15 7 56 11 135 133 135 10 129 129 131 128 129 65 8 9 10 10 9 129 128 130 130 128 129 129 130 129 129 129 129 130 554 138 135 138 10 92 11 137 137 9 9 10 1 2 1 1 1

NIID152421 8 136 132 62 131 130 8 10 132 11 10 552 135 132 133 130 133 18 133 60 89 89 89 90 89 91 89 90 89 134 133 132 133 132 131 133 8 142 126 127 126 7 126 126 126 6 127 128 131 91 126 126 126 126 7 6 8 6 7 128 126 126 127 89 133 131 9 126 127 128 126 126 126 126 126 127 126 126 126 128 126 126 126 90 127 127 127 126 126 7 8 132 126 126 126 126 127 133 133 133 544 130 90 79 6 127 127 12 13 7 54 9 133 131 133 8 127 127 129 126 127 63 6 7 8 8 7 127 126 128 128 126 127 127 128 127 127 127 127 128 552 136 133 136 8 90 9 135 135 7 7 8 11 12 11 11 11 12

NIID152496 129 49 5 127 4 3 129 131 23 132 131 551 48 23 24 31 4 139 4 125 128 128 128 129 128 130 128 129 128 3 2 3 4 3 2 2 131 57 35 36 35 130 35 35 35 129 36 37 2 130 35 35 35 35 130 129 131 129 130 37 35 35 36 128 2 2 132 35 36 37 35 35 35 35 35 36 35 35 35 37 35 35 35 129 36 36 36 35 35 130 131 23 35 35 35 35 36 2 2 2 543 21 129 128 129 36 36 135 136 130 119 132 4 22 24 131 36 36 38 35 36 128 129 130 131 131 130 36 35 37 37 35 36 36 37 36 36 36 36 37 551 3 0 3 131 129 132 4 4 130 130 131 134 135 134 134 134 135 133

NIID152541 138 58 32 136 31 30 138 140 32 141 140 562 57 32 33 40 33 148 33 134 137 137 137 138 137 139 137 138 137 34 33 32 33 32 31 33 140 66 44 45 44 139 44 44 44 138 45 46 31 139 44 44 44 44 139 138 140 138 139 46 44 44 45 137 33 31 141 44 45 46 44 44 44 44 44 45 44 44 44 46 44 44 44 138 45 45 45 44 44 139 140 32 44 44 44 44 45 33 33 33 554 30 138 137 138 45 45 144 145 139 128 141 33 31 33 140 45 45 47 44 45 137 138 139 140 140 139 45 44 46 46 44 45 45 46 45 45 45 45 46 562 36 33 36 140 138 141 35 35 139 139 140 143 144 143 143 143 144 142 33

NIID152567 4 132 128 58 127 126 4 6 128 7 6 548 131 128 129 126 129 14 129 56 85 85 85 86 85 87 85 86 85 130 129 128 129 128 127 129 4 138 122 123 122 3 122 122 122 2 123 124 127 87 122 122 122 122 3 2 4 2 3 124 122 122 123 85 129 127 5 122 123 124 122 122 122 122 122 123 122 122 122 124 122 122 122 86 123 123 123 122 122 3 4 128 122 122 122 122 123 129 129 129 540 126 86 75 2 123 123 8 9 3 50 5 129 127 129 4 123 123 125 122 123 59 2 3 4 4 3 123 122 124 124 122 123 123 124 123 123 123 123 124 548 132 129 132 4 86 5 131 131 3 3 4 7 8 7 7 7 8 6 129 138

NIID152666 5 133 129 59 128 127 5 7 129 8 7 549 132 129 130 127 130 15 130 57 86 86 86 87 86 88 86 87 86 131 130 129 130 129 128 130 5 139 123 124 123 4 123 123 123 3 124 125 128 88 123 123 123 123 4 3 5 3 4 125 123 123 124 86 130 128 6 123 124 125 123 123 123 123 123 124 123 123 123 125 123 123 123 87 124 124 124 123 123 4 5 129 123 123 123 123 124 130 130 130 541 127 87 76 3 124 124 9 10 4 51 6 130 128 130 5 124 124 126 123 124 60 3 4 5 5 4 124 123 125 125 123 124 124 125 124 124 124 124 125 549 133 130 133 5 87 6 132 132 4 4 5 8 9 8 8 8 9 7 130 139 1

NIID152751 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 6 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9 0 1 0 0 0 1 11 134 143 7 8

NIID152828 130 50 6 128 5 4 130 132 24 133 132 552 49 24 25 32 5 140 5 126 129 129 129 130 129 131 129 130 129 4 3 4 5 4 3 3 132 58 36 37 36 131 36 36 36 130 37 38 3 131 36 36 36 36 131 130 132 130 131 38 36 36 37 129 3 3 133 36 37 38 36 36 36 36 36 37 36 36 36 38 36 36 36 130 37 37 37 36 36 131 132 24 36 36 36 36 37 3 3 3 544 22 130 129 130 37 37 136 137 131 120 133 5 23 25 132 37 37 39 36 37 129 130 131 132 132 131 37 36 38 38 36 37 37 38 37 37 37 37 38 552 4 1 4 132 130 133 5 5 131 131 132 135 136 135 135 135 136 134 1 34 130 131 135

NIID152849 9 137 133 63 132 131 9 11 133 12 11 553 136 133 134 131 134 19 134 61 90 90 90 91 90 92 90 91 90 135 134 133 134 133 132 134 9 143 127 128 127 8 127 127 127 7 128 129 132 92 127 127 127 127 8 7 9 7 8 129 127 127 128 90 134 132 10 127 128 129 127 127 127 127 127 128 127 127 127 129 127 127 127 91 128 128 128 127 127 8 9 133 127 127 127 127 128 134 134 134 545 131 91 80 7 128 128 13 14 8 55 10 134 132 134 9 128 128 130 127 128 64 7 8 9 9 8 128 127 129 129 127 128 128 129 128 128 128 128 129 553 137 134 137 9 91 10 136 136 8 8 9 12 13 12 12 12 13 1 134 143 7 8 12 135

NIID152851 8 136 132 62 131 130 8 10 132 11 10 552 135 132 133 130 133 18 133 60 89 89 89 90 89 91 89 90 89 134 133 132 133 132 131 133 8 142 126 127 126 7 126 126 126 6 127 128 131 91 126 126 126 126 7 6 8 6 7 128 126 126 127 89 133 131 9 126 127 128 126 126 126 126 126 127 126 126 126 128 126 126 126 90 127 127 127 126 126 7 8 132 126 126 126 126 127 133 133 133 544 130 90 79 6 127 127 12 13 7 54 9 133 131 133 8 127 127 129 126 127 63 6 7 8 8 7 127 126 128 128 126 127 127 128 127 127 127 127 128 552 136 133 136 8 90 9 135 135 7 7 8 11 12 11 11 11 12 0 133 142 6 7 11 134 1

NIID160034 122 50 46 120 45 44 122 124 46 125 124 544 49 46 47 44 47 132 47 118 121 121 121 122 121 123 121 122 121 48 47 46 47 46 45 47 124 54 40 41 40 123 40 40 40 122 41 40 45 123 40 40 40 40 123 122 124 122 123 42 40 40 41 121 47 45 125 40 41 42 40 40 40 40 40 41 40 40 40 42 40 40 40 122 41 41 41 40 40 123 122 44 40 40 40 40 41 47 47 47 536 44 122 121 122 41 41 128 129 123 112 125 45 45 47 124 41 41 43 40 41 121 122 123 124 124 123 41 40 42 42 40 41 41 42 41 41 41 41 42 544 50 47 50 124 122 125 49 49 123 123 124 127 128 127 127 127 128 126 47 56 122 123 127 48 127 126

NIID160037 8 136 132 62 131 130 8 10 132 11 10 552 135 132 133 130 133 18 133 60 89 89 89 90 89 91 89 90 89 134 133 132 133 132 131 133 8 142 126 127 126 7 126 126 126 6 127 128 131 91 126 126 126 126 7 6 8 6 7 128 126 126 127 89 133 131 9 126 127 128 126 126 126 126 126 127 126 126 126 128 126 126 126 90 127 127 127 126 126 7 8 132 126 126 126 126 127 133 133 133 544 130 90 79 6 127 127 12 13 7 54 9 133 131 133 8 127 127 129 126 127 63 6 7 8 8 7 127 126 128 128 126 127 127 128 127 127 127 127 128 552 136 133 136 8 90 9 135 135 7 7 8 11 12 11 11 11 12 2 133 142 6 7 11 134 3 2 126

NIID160038 8 136 132 62 131 130 8 10 132 11 10 552 135 132 133 130 133 18 133 60 89 89 89 90 89 91 89 90 89 134 133 132 133 132 131 133 8 142 126 127 126 7 126 126 126 6 127 128 131 91 126 126 126 126 7 6 8 6 7 128 126 126 127 89 133 131 9 126 127 128 126 126 126 126 126 127 126 126 126 128 126 126 126 90 127 127 127 126 126 7 8 132 126 126 126 126 127 133 133 133 544 130 90 79 6 127 127 12 13 7 54 9 133 131 133 8 127 127 129 126 127 63 6 7 8 8 7 127 126 128 128 126 127 127 128 127 127 127 127 128 552 136 133 136 8 90 9 135 135 7 7 8 11 12 11 11 11 12 2 133 142 6 7 11 134 3 2 126 0

NIID160130 121 41 15 119 14 13 121 123 15 124 123 545 40 15 16 23 16 131 16 117 120 120 120 121 120 122 120 121 120 17 16 15 16 15 14 16 123 49 27 28 27 122 27 27 27 121 28 29 14 122 27 27 27 27 122 121 123 121 122 29 27 27 28 120 16 14 124 27 28 29 27 27 27 27 27 28 27 27 27 29 27 27 27 121 28 28 28 27 27 122 123 9 27 27 27 27 28 16 16 16 537 13 121 120 121 28 28 127 128 122 111 124 16 14 10 123 28 28 30 27 28 120 121 122 123 123 122 28 27 29 29 27 28 28 29 28 28 28 28 29 545 19 16 19 123 121 124 18 18 122 122 123 126 127 126 126 126 127 125 16 25 121 122 126 17 126 125 39 125 125

NIID160131 119 39 13 117 12 11 119 121 13 122 121 543 38 13 14 21 14 129 14 115 118 118 118 119 118 120 118 119 118 15 14 13 14 13 12 14 121 47 25 26 25 120 25 25 25 119 26 27 12 120 25 25 25 25 120 119 121 119 120 27 25 25 26 118 14 12 122 25 26 27 25 25 25 25 25 26 25 25 25 27 25 25 25 119 26 26 26 25 25 120 121 13 25 25 25 25 26 14 14 14 535 11 119 118 119 26 26 125 126 120 109 122 14 12 14 121 26 26 28 25 26 118 119 120 121 121 120 26 25 27 27 25 26 26 27 26 26 26 26 27 543 17 14 17 121 119 122 16 16 120 120 121 124 125 124 124 124 125 123 14 23 119 120 124 15 124 123 37 123 123 6

NIID160250 7 135 131 61 130 129 7 9 131 10 9 551 134 131 132 129 132 17 132 59 88 88 88 89 88 90 88 89 88 133 132 131 132 131 130 132 7 141 125 126 125 6 125 125 125 5 126 127 130 90 125 125 125 125 6 5 7 5 6 127 125 125 126 88 132 130 8 125 126 127 125 125 125 125 125 126 125 125 125 127 125 125 125 89 126 126 126 125 125 6 7 131 125 125 125 125 126 132 132 132 543 129 89 78 5 126 126 11 12 6 53 8 132 130 132 7 126 126 128 125 126 62 5 6 7 7 6 126 125 127 127 125 126 126 127 126 126 126 126 127 551 133 132 135 7 89 8 134 134 6 6 7 10 11 10 10 10 11 9 132 141 3 4 10 133 10 9 125 9 9 124 122

NIID160381 7 135 131 61 130 129 7 9 131 10 9 551 134 131 132 129 132 17 132 59 88 88 88 89 88 90 88 89 88 133 132 131 132 131 130 132 7 141 125 126 125 6 125 125 125 5 126 127 130 90 125 125 125 125 6 5 7 5 6 127 125 125 126 88 132 130 8 125 126 127 125 125 125 125 125 126 125 125 125 127 125 125 125 89 126 126 126 125 125 6 7 131 125 125 125 125 126 132 132 132 543 129 89 78 5 126 126 11 12 6 53 8 132 130 132 7 126 126 128 125 126 62 5 6 7 7 6 126 125 127 127 125 126 126 127 126 126 126 126 127 551 135 132 135 7 89 8 134 134 6 6 7 10 11 10 10 10 11 9 132 141 5 6 10 133 10 9 125 9 9 124 122 8

369株

369株

Isolate A B C D
A
B 3
C 0 1
D 4 7 8
E 8 9 6 17

各ペアで差異の数を計算
cgSNP
cgMLST
MLVA

3. MLVAとWGSの比較 O157

[追加] Pairwise distanceの計算

17
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・ 8/369 （2.2%） 株でmutS周辺の欠失 (55bp – 33.4kbp)
・mutS(-) 株は疫学関連ある株間でも多数のSNP
mutS (&mutL/H）の確認が必要

Nucleotide position of 
Sakai chromosome (bp)

mutS(-) 
isolates

白抜き： 欠失

3. MLVAとWGSの比較 O157

[追加] mutS (DNA修復タンパク質) 周辺の欠失

18/10



/29

Pightling (FDA) et al. Front Microbiol. 2018など
“WGSの適切な解釈には、
SNP距離、ブートストラップ、系統樹、
疫学情報、さかのぼり情報を
総合的に考慮することが必要”

19

Supports Neutral Does not 
support

SNP distance < 21 21-100 >100
Bootstrap support > 0.89 0.80-0.89 <0.80
Tree topology Monophyletic Paraphyletic Polyphyletic

WGS解析時の菌株間関連性の基準(E. coli, Salmonella, Listeria)

疫学リンクあり(同一感染源・二次感染)の株間SNP
→4か所以内
→先行研究でも大部分は10か所以内のSNPs

※大腸菌の場合

3. MLVAとWGSの比較 O157

SNP解析（同一由来だと何カ所のSNP？）

19
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SNP MLVA同一
(n＝221)

1か所違い
(65)

2か所違い
(54)

3か所違い
(29)

Min 0 0 0 3
Max 13 36 144 131

11 276

中央値 95％
予測区間

データ個数
10
20
30
40
50

※MLVA同一・1か所違いのみ

分離日の間隔

SN
P数

MLVAとSNPの関連 分離日が離れた株間のSNP

• MLVAが同一/1か所違いでは遺伝的に近い
• 2カ所以上異なる場合には、遺伝的に近い株と遠い株が

含まれる

• MLVAが同一/1か所違いでも
時間が経つとSNPが蓄積する

3. MLVAとWGSの比較 O157

cgSNPとMLVAとの比較
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SNP: (時間がかかる、コンピュータ負荷が高い）
cgMLST：
・保存性の高い2,513遺伝子のMLST(大腸菌)

速い コンピュータ負荷低い DBとの比較容易

高度に相関(R2=0.99)

cgSNPとの相関疫学関連ある株間での差異のヒストグラム

No. of different loci

Median: 2
(0-17 loci)

解像度はcgSNPより低い

※擬陽性 (挿入・欠失など)の除去
→99.9％は差異無し

3. MLVAとWGSの比較 O157

SNPとcgMLSTとの比較

21
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SNP
詳細な
系統解析

cgSNP

cgMLST
大規模比較

MLVA
・スクリーニング
・集団感染調査

WGS in silico 
typing

cgMLST

cgMLST comparison
近縁株のみで解析

Outbreak 1

Database

Outbreak 2

Outbreak 3 Food

代表的なMLVA型
→WGS

迅速・安価なサーベイランス：
Screening by MLVA
Detailed analyses by WGS

Example of surveillance with MLVA & WGS
Lee et al.2019. Appl Environ Microbiol

MLVAの違い SNP distance
～1年 1年～

0-1か所 Clonal (< 10SNP) Variable
2カ所 Variable Variable
3か所 Variable Variable

MLVAは短期間の調査用には高い型別能
（迅速・安価・他検体処理などの利点）

3. MLVAとWGSの比較 O157

小括
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1.WGSとは？
2.WGSとPFGEの比較（O121）
3.WGSとMLVAの比較（O157）
4.WGSによるサーベイランス（試行的）

23
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2012～’19年のMLVA対象EHEC菌株数
Year All O157 O26 O111 O121 O103 O145 O165 O91

No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA No. MLVA
2012 22 18 21 17 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2013 2,057 958 1,475 695 508 216 74 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2014 2,549 903 1,792 646 633 213 124 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2015 2,317 860 1,548 573 683 234 81 51 0 0 5 2 0 0 0 0 0 0
2016 2,651 972 1,653 586 693 221 77 44 51 28 111 48 37 16 8 8 21 21
2017 2,767 1,031 1,637 597 686 246 130 52 77 33 145 46 46 19 8 8 38 30
2018 2,786 1,105 1,674 679 645 231 88 55 152 46 141 53 48 27 4 4 34 30
2019 2,105 886 1,252 524 386 163 107 59 67 35 180 55 83 21 4 4 26 25

2020年～
MLVA対象O群 ：全MLVA型
その他O群（PFGE対象）：全株

目的
・集団感染/散発株の関連性
・流行系統
・O157以外でのMLVAの評価

4. WGS用いたサーベイランス

対象菌株・目的

試験的にWGS解読
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2,513遺伝子のMLST

25

WGS
生データ トリミング

カバレッジ確認
アセンブル
(ドラフトゲノム) ・血清型

・phylogroup
・病原性因子
・薬剤耐性遺伝子
・Inc type

・mutS
・clade
・MLST
・rMLST

Comprehensive characterization

grape: Genome-wide Robust Analyses Pipeline for Escherichia coli
ドラフトゲノム作製・in silico typing

cgMLST約20分/株

トリミング cgSNP抽出 系統樹作製
SNP抽出・系統解析

組換え等除去

全ての株に共通する領域のSNP

ほぼ自動で基本的な解析（血清型、保有遺伝子、系統樹）ができる体制を構築

4. WGS用いたサーベイランス

WGS解析パイプラインの確立
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・国内EHECのcgMLST・
cgSNPのデータベース化

・新たなゲノム情報が得られた
際に、迅速にデータベースから
近縁株を抽出する手法を確立

集団感染株のWGS

cgMLST
データベース
=大規模解析向き

cgSNP
データベース
＝詳細解析向き

国内EHEC
約5,000株

公共データベース
(主に海外株)

約19万件

国内EHEC
約5,000株

●食品
●焼肉店関連
●散発

国内・海外株データベースから
迅速に（4日～）
最も近縁な株を抽出

その他国内・海外株とは40SNP以上異なる

解析例

4. WGS用いたサーベイランス

WGSデータベース化と迅速解析法の確立
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焼肉店・散発株は同一クローン
データベース株との比較で、
USA株と近縁なことを発見

27

由来不明USA株
と最小で5SNP

国内株
・焼肉店関連
・散発例
→8SNP以内

USA
いずれも由来不明

●焼肉店関連
●食品
●散発
●アメリカ株

【背景】
• 2019年11月から全国的に類似したMLVAが分離一部の株は、焼肉

チェーン店と関連

4. WGS用いたサーベイランス

実際の事例解析：2019年焼肉店食中毒と海外株
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総括
PFGEとの比較（O121）

PFGE近縁株には、ゲノムレベルで離れた株も含まれる。
MLVAとの比較（O157）

集団感染調査には十分高い型別能。
MLVAで2カ所以上離れた株、分離日が離れた株では、遠縁な株も含まれる。

※いずれもO群によって結果は異なる。
WGSを用いたサーベイランス

cgMLST, cgSNPを用いることで国内外のデータとの迅速な比較が可能。

WGSサーベイランスの課題
・データ、解析法の共有
・コスト、解析労力(外注、フリーサービスで十分な場合も)
・遡り調査、宿主(動物等)調査の不足

依然として重要なのは…

疫学調査 / 病原体の分離
Cholera map by John Snow
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感染研 細菌第一部
大西 真
明田幸宏
伊豫田 淳
泉谷秀昌
石原朋子

感染研 病原体ゲノム解析
研究センター
黒田 誠
関塚剛史

九州大学大学院 医学研究院
細菌学分野
林 哲也
小椋義俊

地方自治体 衛生研究所
保健所等の皆様

（敬称略）
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