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HEXDASOEERDTIRAZIBOEERIIEORE

PR, AEAES: HEAl, ERBE

Examination of isolation and purification method of Ustalic acid,

a toxic component of 7richol/oma ustale

Makoto WATANABE, Yoshitaka ISHIDA, Katsunori NAKAJIMA and Yuka NAGAOKA

AXVADEF ) aRFEOFINE 725 FHEREX /) 2 THHN, FERSTHD VA X VEEOREHES LT
SNTORNZ ENLOITEDOHSIARETH Y, YT TITREFERAERIRROREN TE V. £ 2T, F1E
LI DU AT NERE L, BELERRERHOMELZ BRE LT, Bl YV 2RI X AVND T AZVEBD
Hi Az, 2O, FREMEEZHAGDEDLZ L THF VAT 522 ¢ NOLEMED Y 2 7 Ll 3.6 mg &

BEzZLIlTEKR L.

X —U— R XA Tricholoma ustale, 7 A% JLEE Ustalic acid,

HEER P E5E” v~ ~ 7 Z 7 Eluting Position Controllable Smart Flash (EPCLC),

Wikr v~ 79727 NEESHTE Liquid chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS),

7L E R Pulvinic acid

I oIS

5% A Y (Tricholoma ustale) 137 F<007 XX 72
EDOREMOMEAMKOM FICHET D HHREOX / =
T, ROREIIFRBOELIT ) TVEBOE L TH
D, AIBDF ¥ FTAYLEZrR=kT TRV L
fiEbh s Z ENZ. TSRS E L TY RAZ VIR
(1) REbnTBY, BUREZMED MmNl &
DIERZ B EH Z 7 2.
BX/aERAX /a2 LBERBLEZEICERT
LZEPFHIIFIFERETRAELTEY, FTHI X
AL DX aghEREMBITY XX, 7
P IR=FTIZRVTIFHICELL, 20O 3HFER
¥/ afPEO 6L EE SO TS Y. £z,
BROEX /) 2 X5 RPEREGETIEE S v 7

7 7ATHY, FRERoTF 7 afmiTaeEs
ZIEFRETH .

#mX/ ANFREE RO EPRENPIEE L
AL &0 R RE AR IR T O BRI NN EE 2R 5 B2k
Wb ENL U o B 0 AT IE DS B X B k40 0 T E
WEOVREREZRETDLZENTED. AFTATD
BE, BHERSTHD T XX VBOEYE AR S
NTROLTONIEOWSINEBECTH o 72h, vAHF
JVEE D HEERE U B L7zl B VK0 RS & 4y
HLTWEETRZ Eb, g Ay Tl
BEOWMSIZET L. LB, 5L Tuniz
TEVTZRRYE R D 7 TIEMR AR 22406 L, MR 2
ZEDRHEERTD, WAL FTATNE T AL L
% BT 2 PRI OV TR 21T 2.
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HOOC COOH

B1 DX )LEBEER

I BHBIUAE
(¢

BEHT W= B % 2 2 20%, 2018 48 9 AL
P, 10 IS PE)IET S E THREL L, -20°C CHmRiRfF L
72bD410g B LV 2020 FICILBED Z DR LV i
fExni=b o 112gDE 522 ZHEA LT
2 HE

U AL VEREERE S, RS ST X T A DD HEf
L7eD A ZVERRE R D& H Wz,

WA T madRv s, EERE, FERT TV, A X )
— T BIR LR (BF) ®ofsksLr— K%, 7& b
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(%K) ®oOLOMS ZL—K%&, =%/ —), U
TUA B EERILE L7 A L AREHZE (B 0k
T —FOb0E AW, HEIRIT Supelco LD
HPTLC Silica gel 60 F254 (JIEfH) 3 X O HPTLC Silica
gel 60 RP-18 WF254S8 (ifitH) %, [&A A o Z3#uksifiE
(PSA) X =707 A% Agilent Technologies 1% ®
Bond Elut Jr-PSA (500 mg) % H\7z.
3 EE
VAL (AR B B RE T E S BURIE 7 m~ R 7T
7 (EPCLC) (X1 (Bk) o EPCLC-W-Prep 2XY
%, LC-MS/MS IZ, LC #5iZ AB SCIEX #:#4 Exion LC
AC, MS #1Z AB SCIEX ¢ QTRAP4500 %, /&K
Wik m~ 2757 (HPLC) \Z HASE (k) A
Y R—1500 ¥ U — 2%\, BAIEE (NMR)
EEITHAEF () R ECAS00 2 L7-.
4 SWEH
LC-MS/MS D o#rdefh a3 1 1T L7z,

= MU, XEE, AEF ) —)VITE LT AV ARG
1 LC-MS/NMS > #7r&#
L LCER >
BT A . GL Sciences Inertsil ODS-3  (2.1x150 mm, 5 pm)
B EhHH s 01X BIAIR-7 8 b= bk VU L= 6:4 (isocratic)
it - 0.2 mL/min
BT LR E - 40°C
HEAE . 5uL
K MSHER >
A A Ak - ESI(Negative)
WEA A m/z - (EE) 33702188  (iEME) 337.0—117.0
Y v 7V —FE - 4500 V
o— VEE . <150V
o Vg R F— - -10.0V
IV A 3 S - 400°C

5 DRANEORFR
BELD I % A DITER I A FICEEENIZ S TR
DENEZIT S T2
B V& 55(C,
WCREL, |ETHHLE.

o)L 7-E A 85% X ) — 1
EEY % Al L 7=HhH

RIZT v a RV A& MZ CTR-TREZ 1T, A E
WML, BoNABEITRWEEZEL, Z7un
R bhTFAL LI,
RIZ TLC DR % HI,
20LBY &L, JEME - FHONETHEL 2.

EPCLC Oy fESeft % 5%
7 ¥



ADVICEENDIWMED T A X )VER OV 8 % i
THRD, KEATOY ALY VEOREL LC-
MS/MS W THERR L, 7 A Z VIR E £ 41 2 W5y
ZNE, BEE L2 b0y E L.
T, #IWRLEEMGCHPLC IC XL 2 08E% 1T -T2

AR
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TEEEMIZAZ 7 —ATHIE L, Bon-hhtim %
PSAI=W T LKV L., ZoLE, HiEIC
T A X ) — V%, BEHICIE 0.1 mol/L IZFHH L 7=
WaH ALY ) —LERWE. R R&ERY O
"H NMR % I8 U#IE & i L7z,

%, NEFHSE T4 B TLC IC & v ksl L 7=,

WX

5 2 EPCLC S BES#H

< JIEAE >
VIRTANN . 2 =/"—H%)LHZ A Premium (Silica)
B EhIH o JuaRLh-AHX ) — L-FifE = 100:5:1 (isocratic)
it = - 10 mL/min
T & : 254nm
NQUIE D
VIRTANN . 2 ="—H )L HZ A Premium (ODS-SM)
B aEnta A) 01 %R~Y T v BERR IR
B) A% /) —)
75 xSk (BIKR) - 5%(0 min)-5 %(3 min)-100 %(13 min)-100 %(27 min)
it & - 10 mL/min
15 I & . 337nm
#&3 HPLC oBE&E

T A . GL Sciences Inertsil ODS-3 (10x250 mm, 5 um)

B Ehte 01 %X -7 & = b VU )L=64 (isocratic)

it il : 2mlL/min

BT LIRE - 40°C

B E . 337nm

I ®KEESIUVEER EZAH,TLC EO ARy MIT—VU 7 LTV,

- BT & % R ERE, == v Y a MBI &
DEEEEKBOSBER AR Tholz. £ZTK
O H )= NVERBELEBIIGKR LIZEZA, =
~ Y a UREGES R, o oBEE

TLC Z AW 7= 3B St o st i, TEM O & &
LCIEUDIT n-7 4 ) —V-FEiE-KRIC L D 5B
ERABIZ. LInL72Rs, 74 —LolEr Bif
T REED S <, 7 A X VERE 53 I ARFF T & 22
BT, Z7uaafRlh-A¥ ) —VRERR

STz

RfEIE 0.65 & Ho0i2fRFF S L. U A Z VBRI
fbtEMTHDLZ D, BEMRIZAOEOREEZINZ
LZETT—U U ITREE L2, IEME OB EIE
FruaariVih-AX ) —NL-FiiERE L. —J,
W O FAFRFHTBW T, TLC ETREA-2 % J —
NRTHFITERFENTZH DD, EPCLC Tidsy s

REHT, RoyNn7o—RIBEHE L., 22 CTBE)
I MY 7t aligiEnziz& 25, 77— KR
RSN, Yy—FRE—s Lo, ZhbHbDZ



LMD, R2IRLIEZEGETHREEZITo72. 3B I

U AXNRIIEFBEIC s HEREBELTRY,
WUV BINEET D ERTRENT.
MHROZEERHBICEDIMNEEZIToT2 &2 5,

UV337 nm (ZPIRMER Z A LT D 2 EAVHB L,

UAZNREGUEBOE— I BH LT,

HPLC (2 XV U A X VEEEEYE S 36 I OVHLKS 544 o
EHOZEBZ MR LIZL 2 A, AR CIIRFRERH
20 41, 36 pAHiEICENENE — 7 B S 7223,
LC-MS/MS TELNZr r~ 7T LhEDLEND
BENTALLBOY =7 EZ N, —F7, #H
Ry T3 oy —7 BNt Sh, AR E 2
REL, BEREWVRERETRELEZ2 20
— 7 %W L7 (BT, ?WL7e77 27 v a % Rt
20, Rt-36 £3%) (X2). MWLM ~7Z7 7 v av
ERIOEMHTHELLZEZA, WT T arn
buRZ AR IR (K 3). 512,
MS/MS @ SCAN E— FE L OEZEEMINEHFIZLY
WELZEZA, ZHERHGETEIVTRL 55 %
L83t —rnHm bl (K4). SCAN HflIZED
FE, fREFEERT 55 D~ AR FAIETLE
VERY (K5) HEDA AN, 835D~ AR

LC-MS/MS

LC-

MUVIZIE T R X OVERHSED A F v PR S iz, LL
6.0X10° ( A)
g 4.0x103 1 E
g z
g 2.0x10° g
N
0.0 1(;.0 2(;.0 31;.0 4(;.0

Retention Time [min]

B2 HPLC-UV337T nmdD o A<+ 5L ; (A)
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LD LML, Rt36 IZH L DU AL NVEENER S
TV Effamfh T, SERERMELE L, SEaoy
2 A VIR 63 mg 25T, U A X VIR LY
OHNMR ZJE L&A, Rt Hrbhd Y
TFNUBBH SN0, DB TLC B L UA F %2
AT LI RMMEREL, EWHADT X Z )L
B23.6 mg &850 Z LI LTz,

BONETAZLVEO 'THNMR 2ELZEZ 5
WKOT =26, BER VT —% & O—Bx iR
L.

'H NMR (CDCl3, 500 MHz) : 6 7.43(4H, d, J=7.50Hz),
7.39(4H, t,J=7.25 Hz), 7.34-7.31(2H, m), 5.42(2H,s).

R e HEND T 7T b/hE L, HEE 90% LA
oA ZAERB/ENT.

—F, M2 THBMLIEMZ 727 v a ryRR—0F
— 7 RPN D, ZFORKE T AL L
WD —H NG LT R LZ., Y AZ AR
WEATF LU UF X VERD L0, BIZL Y NRT
DAREMER DD, R L7z BY, (REFFHE 55 7
TNV EVBHREZZONDA A U DNHER I
ZEND, DREICEVALTEVAZ ALY E Ra Xk
ENRT 7 NUBREBKRL, TAEVBBAER LT
LEzZ .

Rt-36
6.0x 1057

(B)

Rt-20
4.0x 105

2.0%X105 7

M i

0 TN T

0.0 10.0 20.0

30.0 40.0

Retention Time [min]

DA IVEREER, (B) YRZLREEIY
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6.0e6

| (A) ss| (B) s (C)
5066 5.0e6 5066 848
45e6 4.5e6 45e6
4.0e6 4.0e6 4.0e6
35e6 35¢6 3566
%*
5 3.0e6 3.0e6 3.0e6
= s 2566 25e6
2.0e6 20e6 20e6
15e6 1566 15¢6
1.0e6 1.0e6 1.0e6
5.0e5 5.0e5 8.47 5.0e5
Qo0 3 4 5 6 ' 4 8.;. 10 n 0020 3 4 5 6 7 Sj:}“g 10 1 0/0s0 3 4 5 6 7 n
Time, min Time. min
3 LC-MS/MS RIEHER (m/z:337.0 > 218.8 D RZILE) ;
() DR LEEER, (B) Rt-20, (C) Rt-36
100 (A) 100 (B) 100 (C)
%0 90 0
8.33
80 80 80
70 70 70
2 60 60
é 50 50 50
40 40 40
30 30 0
20 833 20 2
10 10 10
0 4~ SRR . - 0 8)3\3 0 j\
3 4 5 6 7 s¥3§ 10 10 3 4 5 6 7 s¥ 3§ 10 n T 2 £ ¢ 3 ¥ 3 1 n
Time. min Time. min Time. min
B4 LCMS/MS (+EZRERHEEAERR (UV335-340 nm) ;
(A) DR2 )ERIE# S, (B) Rt-20, (C) Rt-36
O s
OH A IV
\ 7
o \ O https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsuite/bunya/00001
42705 .html
Q 3) BE ER, ML BET, BE % b baE
5] ~ h- 3
B5 FLEvBEEd B B B ABIC 5 R OB (R
~22 ). BWEAETEMERE. 2012;53:105-120.
v XXk

1) Sano Y, Sayama K, Arimoto Y, et al. Ustalic acid as

atoxin and related compounds from the mushroom

Tricholoma ustale. Chem Commun. 2002;1384-1385.

2) EAEFBHESR— L=V HRBEOY AT T T

Vo OBiE

U A B VEEREYE T B 5y 5N T W T R R B
G ) R R 2 G AR A B2 ) 102> B S R
L EFET.
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2021 FOWBRICETIBRERESHARBMEDV 1 LA RHRKR

rrx KEFE, BIHRE—

, BT,

PP

A situation of virus detection on surveillance of infectious disease
in Yamagata Prefecture in 2021

Mika SASAKI, Kenichi KOMABAYASHI, Yoko IKEDA and Yoko AOKI

iR 1

BT 2 REGMER B MFAIC IV T, 2021 4R 688 MK D ¥ A )L A 5y B M OB An 11 HH &2 5

i L 280 #ifl (40.7%) 7>5 17 s, 290 ko v A v AR &Nz, RTI4TNV 3

MET LD IHEHO A NV ATERHRTITVHERINTZ—TF, A VIV oA ILA,
AT ORI N2> 7-. RS U AV AIZ,
i L7z & 2 A, WATOHRMBEFTIZEL TWDHH

T ANVADKEHEIT DTN THD,

a7y F—
i = DR PRI & fF T
EMENTRIBE SN, A TN FUAL AR N

IH X =T AN AOBREEOBAIH M anF AN AEREROCZEDOHRICEDEEBCLLDbDLH

g2ani.

X— U — K EYER LA, COVID-19, FEHiMk, RS 7 A /LA

I XC&HIZ

JRKYRIE 5 AR B ) R AR VL AR 2R YL E DR A e OV E
AIERGIE R HIE U, TREYRE O T B J OUGIE O i
FNRIT 2 EFRICBIT DU IS <R & LT
ESTONTEMETHD. ZO—BRE L TYCEN
LTWOIERERT A LA Z il E Licth—_ o T
2UF, EAERERE ) b O BERE L AbE TREIC
THHIEILT 5 2 & TRIMESRICE L THR TV D.

2020 AELIRENTRAEDM BTV A an ;Y
A b A JEYLIE(COVID-19) ~D 5%t & LT, 2021 4Rl
IR Z ST REO BIREICB VT, AR A D
FMEORBFERESORS DRI E AR IE
SEAHEENER SN, EREEZ2IC L DR o
0 A L R SEGE D AR L3 E RS R O 2 NI
20 D, R ARE: & TR RIS B L 1T R 5
R TH ol AFETIE, 2021 FEDOILBRICK TS ¥
A NVAREHIRILZ F &6, EOIAE A DR G
L.

I #HEERE

1. DALRGEBEEELITVMILRBIEFORE
2021 46 1 A5 12 A & TSI R L QNI G
3 A Tl ) AT S 2T F U B 9 SRR T A oD T S )
FaZi Lo BE OWHEER SV, Sit, [ESOmIE
ARG L L.

KifiZ 2000 rpm T 15 yfEL L, RiEE T A LR
Gy K ONEAR TR A L7z

T A NVAGYEEL 96well L— R EHAWE~ A 71
7L — b ATI{TV, HEF, HEp-2, VeroE6, MDCK,
RD18s, GMK, LLC-MK2 o 7 fE O8Ik
B T5u L POBRE L7z, BEfifs 33°C, 5%CO2A1 v %
o N— X — K 3 MR L, MR ZE 1 2h 5 (CPE)
ZBIEE LTz, CPE 23R S LT MIaic D\ T, JRILER
BERINHIRER, ek ERER, FFEER, RT-PCR ik
LEDUANABIRFORBIZEY U A L2 DFESE
ZRE LT 2.

AR DU A VAR TR HIEBR T RT-PCRIEIC



L FEmLE.
THAR 3% 200 u L 705 RNA ZfhiH %%, Prime  Script
TM RT Master Mix (Perfect Real Time) (TaKaRa) % M
W R G GIZ L 0 A L7z cDNA Z FHWT, =2
Ry aFAPCRIEDHHWVXY TVH A L PCREE
FEhta L7= 2.
2. RS VA VRS EERRD LB

RS U A L ARYYEL, AIRICEERERE T &
L, MRIZEBW T CTEERBYIETH D, —i
A INCTATT 2 Z & B mb i Tns. EEEIC, &
[ElD RS VA /L ABYIE A FARDLIT, 2015 F£ T
ITHERIZE — 7 DA LTS, 2017 41X 9 A,
2021 FE 7 A= b ol Z L RE ST
%99, 2T, HETZRT H0BEROHERE DD RS
A IV AGATOFFNE DB AIBTET D728, 2014 4
M5 2021 FFETD RS U A LV ASSHRIRIL 2 bl L7z,

High Pure Viral RNA kit(Roche) % >

m #R

1. DANVASHBERE LUV IILRBGFOHRE

2021 E O EGLEFE /LB A FHA TIX, 688 ffAt 280
R (40.7%) 76 17 FIHO U A VAR STz
(FD. Zhb 280 MR, &yt 6 Mk OMHIR <
WK 2 RS 2 B, St LIRS 3FREEHD T A
VAR S 4, EAREEIT 200k Th o7, Z D
9B 1618k (55.5%) |TEsFIH, 129 #% (44.5%)
WEBERE R I L R &7,

£1 AMNIANREHKSE
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2021 FED 7 A N ABHIRBLUZ BN T, —Hi D v A 1
A THEHNRIATABIE SN BERIIZE, 74
YINT U TANVAIET6H, B har) AL
A HCOV-NL63 /% 4 A, HCoV-0OC43 (X 11 H, /S =
TANALANES A, RS UA/VAIZT, 8 Al
OHEMR R ST (£ 1).

BHEAZRICHAT L TV e A 7= U FIZB LT
X, 2 AlCA v 7z YA LA AHS A 2 R4 B S
NEOBTH-T- (D). 202 LTREREEEO /N
FRTEE A 7NV o FOEMBEENSELN
TR CTh o7 Fi, FRAWFEDORR Y A NLR L
LTHHEREFICHATA A ON D =T r A LA
L TEmEn 2, 27 yF—u A LR AdTIRN
BORRICEE THR, A6 BN 1 RO BES 72D B TH -
7= (F1).

JRYLEFS BT EF LD U A NV RGBT
BIENFR 2 0T 7 A L ANSEES LD AT %
# % BSL3 EBRENTIEEL TW=L A, 5 I 1
BEPLHR aa T oA NVARSEES -, ZOBRE
TRBEDTERN S - T2 7D IEFREE A 2% L1z
P, BT a A )V ARG A R D A R e < BRI
JAR WS, A T R BT TSR
WA STz, BIRRARZICHT 2o 7 A L R R
DPIERESRE T o 72 Z L AVHIFI L, EEHRHERT B 1ok
WO @t a0 A L AR AN & e 0 EEE R AT
RS o7 Z & AHB LTz,

1B 2R 3R 4H 5B 6A THE @8R 9RA 10H 11A 12H
AVINITUFIL IR AH3 2
TT/I41LR 18 1 1 1 1
2% 2 2 1 1 2 1 4 2 3
h% 1 1 1
NRIAVITNVIVHFIL LR IH 9 35 8 3
4% 1
RS A LR 2 14 15
JAFIMILR HCoV-NL63 14 31 9 1
HCoV-0043 1 6 25 1
SARS-CoV-2 1
Eal+o4ILR CoxA 4% 2 2 3
CoxA 6% 1
Parecho 1% 1 5 2 1 1
A7 94NR 1 4 6 5 12 4 4 2 5 4 8 9

YA RAAAISILR
AVRRIAVR

ERFXIAILAR HEV G3




2. RS 74 LR 5 BEdR R ) LL &S

2014 4 5 2021 HE TO RS A LA H BISyBER
WA M 1IZRT. 2014 4F1% 11 A 25 3B o s s
FLBR T8, 2019 4RI 2T CorliEsk o3 B hn4- 2 iy
WA R E B 258 7. 2020 41355 BER b 0 72 <
TR LR TZb DD, 2021 ik 6 A 8 A
WZHNFTTODH RS UA VAP GRES HLTZ.

“
20
2014
10
o [ T— - - | I— I [ |
“
20
2015
10 I I
., N - - m m I -
“
20
2016
10
. - - -nh_
“
20
2017
10
o - - - - I I |
“
20
2018
10 I
° = m N - m W I I m B
“
20
2019
10 I
o - [ - I I m N
4
20
2020
o)
° m 0 =
4
20
2021

1 2 2 4 5 B 7 8 91011 12 85

1 RSOALADAMNBEERER (2014~2021 &)

N ER

A T, 2021 FE O LB IRIZI 1T 2 R YE R A2 8)
A TO YA L ARHIRILZ S L7z, Z Otk
WNENRTAL TN P IAL )L AZH b hao)
U A LA NL-63, RS U A /LAZILFERIZI\ TS
BRIITN D ST EBZ b, ThbD U A L AT
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2 E ORI T b R TR I £ o BE N 23 i iR
INTWZ &b, RENICEROTATR S > &
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Infectious disease trends before and after the epidemic of coronavirus

disease 2019 (COVID-19)

in Yamagata Prefecture

Naomi OGAWA, Noriko INAMURA
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Proposal for the recognition of a new disease concept from Japan;
Parechovirus A3—-associated myalgia

Mizuta K, Aoki Y, Komabayashi K, Ikeda T

Jpn J Infect Dis. 2021;74:259-272.

Parechovirus A3 (PeVA3) was first reported in 2004 and has been recognized as a causative agent of mild and
severe infectious diseases in children. We first reported an outbreak of PeVVA3-associated myalgia (PeVA3-M) in
Yamagata, Japan, in 2008. We have repeatedly observed PeVA3-M cases in 2011, 2014, and 2016, and identified
the first child case in 2014. Reports of PeVA3-M have increased since 2014, indicating that the recognition of
PeVA3-M has spread across Japan. The findings showed that PeVA3-M commonly occurs among adults aged 30-40
years, particularly in males. Elevation of creatinine phosphokinase, C-reactive protein, and myoglobin, as well as
magnetic resonance imaging findings, suggest inflammation of the muscles and/or fascia of the four limbs. Patients
recover within 1-2 weeks without any sequelae. A longitudinal molecular epidemiological study in Yamagata
revealed that PeVAS3 strains cause a variety of diseases, ranging from mild to severe, including PeVA3-M, in
subjects ranging from neonates to adults, irrespective of their genetic cluster. As PeVA3-M has not yet been
reported abroad, more widespread recognition of PeVVA3-M as an emerging disease is important. We hope this
review will help clinicians and researchers in understanding PeVA3-M and therefore advance related research in

Japan as well as around the world.

Isolation of human coronaviruses 0043, HKU1, NL63, and 229E in
Yamagata, Japan, using primary human airway epithelium cells cultured
by employing an air—-liquid interface culture

Komabayashi K, Matoba Y, Seto J, Ikeda Y, Tanaka W, Aoki Y, Ikeda T, Matsuzaki Y, ltagaki T,
Shirato K, Mizuta K

Jpn J Infect Dis. 2021;74:285-292.

Isolation of seasonal coronaviruses, which include human coronavirus (HCoV) OC43, HCoV-HKUL1, and HCoV-
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NL63, from primary cultures is difficult because it requires experienced handling, an exception being HCoV-229E,
which can be isolated using cell lines such as RD-18S and HeLa-ACE2-TMPRSS2. We aimed to isolate seasonal
CoVs in Yamagata, Japan to obtain infective virions useful for further research and to accelerate fundamental
studies on HCoVs and SARS-CoV-2. Using modified air-liquid interface (ALI) culture of the normal human airway
epithelium from earlier studies, we isolated 29 HCoVs (80.6%: 16, 6, 6, and 1 isolates of HCoV-OC43, HCoV-
HKU1, HCoV-NL63, and HCoV-229E, respectively) from 36 cryopreserved nasopharyngeal specimens. In ALI
cultures of HCoV-0C43 and HCoV-NL63, the harvested medium contained more than 1 x 104 genome copies/pL at
every tested time point during the more than 100 days of culture. Four isolates of HCoV-NL63 were further
subcultured and successfully propagated in an LLC-MK2 cell line. Our results suggest that ALI culture is useful
for isolating seasonal CoVs and sustainably obtaining HCoV-OC43 and HCoV-NL63 virions. Furthermore, the
LLC-MK2 cell line in combination with ALI cultures can be used for the large-scale culturing of HCoV-NL63.
Further investigations are necessary to develop methods for culturing difficult-to-culture seasonal CoVs in cell

lines.

Investigation of a Legionnaires’ disease outbreak using direct
sequence-based typing in Yamagata City, Japan, 2019

Seto J, Amemura-Maekawa J, Sampei M, Araki K, Endo M, Kura F, Ikeda T, Kato K, Ohnishi M,
Mizuta K

Jpn J Infect Dis. 2021;74:491-494.
ek L
Epidemiology of coronavirus disease 2019 in Yamagata Prefecture, Japan,
January-May 2020: The importance of retrospective contact tracing
Seto J, Aoki Y, Komabayashi K, Ikeda Y, Sampei M, Ogawa N, Uchiumi Y, Fujii S, Chiba M,

Suzuki E, Takahashi T, Yamada K, Otani Y, Ashino Y, Araki K, Kato T, Ishikawa H, Ikeda T, Abe H,
Ahiko T, Mizuta K

Jpn J Infect Dis. 2021;74:522-529.

Public health interventions have played an important role in controlling coronavirus disease 2019 (COVID-19),

which is a rapidly spreading infectious disease. To contribute to future COVID-19 countermeasures, we aimed to
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verify the results of the countermeasures employed by public health centers (PHCs) against the first wave of
COVID-19 in Yamagata Prefecture, Japan (Yamagata). Between January and May 2020, 1,253 patients suspected of
SARS-CoV-2 infection were invited for testing. Simultaneously, based on retrospective contact tracings, PHCs
investigated the infection sources and transmission routes of laboratory-confirmed COVID-19 cases and tested 928
contacts. Consequently, 69 cases were confirmed between March 31 and May 4, 58 of whom were from among the
contacts (84.1%; 95% confidence interval [CI] 75.5-92.7). The spread of infection was triggered in cases harboring
epidemiological links outside Yamagata. Subsequently, the number of cases rapidly increased. However, PHCs
identified epidemiological links in 61 (88.4%; 95% CI1 80.8-96.0) of the 69 cases, and transmission chains up to the
fifth generation. Finally, the spread of infection ended after approximately one month. Our results indicate that the
identification of infection sources and active case finding from contacts based on retrospective contact tracing was

likely to be an effective strategy in ending the first wave of COVID-19 in Yamagata.

Virulence of enterovirus—-A71 fluctuates depending on the phylogenetic
clade formed in the epidemic year and epidemic region

Kobayashi K, Nishimura H, Mizuta K, Nishizawa T, Chu ST, Ichimura H, Koike S

J Virol. 2021;95:e01515-21.

Although epidemics of hand, foot, and mouth disease (HFMD) caused by enterovirus A71 (EV-A71) have occurred
worldwide, the Asia-Pacific region has seen large sporadic outbreaks with many severe neurological cases. This
suggests that the virulence of the circulating viruses fluctuates in each epidemic and that HFMD outbreaks with
many severe cases occur when highly virulent viruses are circulating predominantly, which has not been
experimentally verified. Here, we analyzed 32 clinically isolated strains obtained in Japan from 2002 to 2013,
along with 27 Vietnamese strains obtained from 2015 to 2016 that we characterized previously using human
SCARB?2 transgenic mice. Phylogenetic analysis of the P1 region classified them into five clades belonging to
subgenogroup B5 (B5-1 to B5-V) and five clades belonging to subgenogroup C4 (C4-1 to C4-V) according to the
epidemic year and region. Interestingly, clades B5-1 and B5-11 were very virulent, while clades B5-111, B5-1V, and
B5-V were less virulent. Clades C4-Il, C4-111, C4-1V, and C4-V were virulent, while clade C4-1 was not. The result
experimentally showed for the first time that several clades with different virulence levels emerged one after
another. The experimental virulence evaluation of circulating viruses using SCARB2 transgenic mice is helpful to
assess potential risks of circulating viruses. These results also suggest that a minor nucleotide or amino acid
substitution in the EV-A71 genome during circulation causes fluctuations in virulence. The data presented here
may increase our understanding of the dynamics of viral virulence during epidemics. IMPORTANCE Outbreaks of
hand, foot, and mouth disease (HFMD) with severe enterovirus A71 (EV-AT71) cases have occurred repeatedly,

mainly in Asia. In severe cases, central nervous system complications can lead to death, making it an infectious

19



No.55 2022/11

disease of importance to public health. An unanswered question about this disease is why outbreaks of HFMD with
many severe cases sometimes occur. Here, we collected EV-AT71 strains that were prevalent in Japan and Vietnam
over the past 20 years and evaluated their virulence in a mouse model of EV-A71 infection. This method clearly
revealed that viruses belonging to different clades have different virulence, indicating that the method is powerful
to assess the potential risks of the circulating viruses. The results also suggested that factors in the virus genome
cause an outbreak with many severe cases and that further studies facilitate the prediction of large epidemics of

EV-AT71 in the future.

IWERIZE 1T 52010~2019FEDFEHEI AT VAN I RADEZHER

AKHTEE, IreiET

6200 H AR 7 A /L A%E4, 20214E6 H 12 H-13H, Web BA{#
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LENTWD. LaL, Fex 1999 06 (LR THEE L T X 72/NEOMERIRRIKN S O 7 A v R 55
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WG PCREZEATHZ LIl [EW] EMichbRE2UBICB T 2FEiEan T VA VADEY %
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No. el 4 ¥ & 4
4 e

1 BEROBFHMECLVRRWEEZRELEGEEY /2 (Yxaxy) hafl FH ES fh

2 EORSRIEYE AR Lz T A L A G o "R L Btk B— b

3 BEMRAEOL VAT BEBEMSE (2014-20214F) = EEF M

£3 #HH=—21—X

No. il 4 %) & 4
200 - f#EAF= 2 — A B2 UNMTN0.2005 (2 ! 50 £ KB =B
CERLVWEBHM2RALWERA? 77 WS faobhin oAb E o OHEE A
O F L ATE AR B NI EE
CTBRBA Y TA VRIFHE] OBMLE A T A 1
< L3y A L A AT YE DS T LS YE TH D Z & R it ’ KkH ®E
2010 -fHCHEALWEX a2 [R73Ha) OF5E oAb F O Al EE
A TA R ELRMELE L ATE AR B NI EE
R = - REAS R E L WA E WEE ER
- NS EE R AT R A U B HE 2 GREENHE) & BRfk ATEEEE Sm
202 - HREFRHEMESRE I DHHESZ T AN i £ k@\E ®mBE
© BARBAERIARE | JRFBREFOY Y —Z{ER L TH LD ! ! Bk 5 R =
- REBAECFEN GBS FESICBVWTESERELZZE | | oAb o R
203 - REOHFBHEMRETFICIEEL LIV SE:: I (s | A N N (1
- AT IC B T DR HmIEIC OV T AEAES SH &
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) LWERBRLEREBRAE

JRYLIE D T B B OVRYLIE O SR x5 EFRIC
T O CEMRHFEEEEE -UE) UKo

(2 HD < LT R YL E R A B A AR 1T BV T
2021 4B LB 523 (202141 4 AN D
20224 1 A 2 B) FTICWE Sz, EYMESS AN
&I RARR S A U T LTo. AR A R,
Hif & LT, BIRHERS (EMHERS, (REEFTS) (24
—VEEZITV, A==V %@L CLL Hlz
fRefit L7z, F7z, FEWRSEE (ER) 2ERL, B
FREEBI AT L7z,

R IR YR, 17 R 239 A DY 3l
SR, FllaoF oAV ZARYIEE, FHT
3,216 NDEYE NG Shiz. B aURIR R YLEIC D
W, 2020-2021 4ES — R NFA TN F DK
ERFATHNHR LN o7, RS 7 A L ARG 1338
F 10 TR H LV 3,045 AOBED#RE S, BilFE
L0 HEEHIN WS A TANS 7 IZAICHEHD
v— 7 BH b,

1 SHIDIEREE
No. " B % ]
1|#&% 88
2 | BB R I AR R AE 38
3|ERIFFL 5
4 | ABUBF 1
5| D DhdfE 9
6|LIARTEE 39
7|7 A —I\FH 3
8| AV INARR LT R P R E 12
o9|yOqYITIVN-VITH 1
10| BISERSA MLt IRE RS RE 5
11| BRUERET LR 2
12 [{ZERME R BRI E 15
13|72k fE= (ABEAI) 3
14 |185 9
15|#B&EME D) SR O REE 2
16|\ 91D MR ER B RAERAE 4
17|EEX 3
=t 239
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®2 ERBIERLE

No. B & B RS
1 422 68
2| RSIAIVARREEAE 3,045
3| IHEAfEREZL 630
4| ABAIMMEL VT EREIRZER 1,587
5| REEMUBBR 3,832
6| KE 157
7 FRORK 114
8| CHMRIBE 18
9| ZEHRMFULA 724
10 ANWWIRUF—F 442
11| FITHEETRR 57

12| SMHmMEERER 0
13 ,,.bﬁ EREETEDS 70
14| HHEMERERRR 2
15| EEMERERA 0
16| YAOTSXhH% 5
17| O95IITRR 0
18| REEMBIRA(O5I1ILR) 2

19 ‘E%ﬁ?j\JTF& E 182
20| MEESAILARRT A )L RREGE 111
21| LFarro—v 26
22| MR 45
23| AFVUUMMEE T R OEKERE 151
24| RIS RRERE 46
25| EFIMMRIERRRE 1

&t 11,315

2) WRERERR

VN ORIAERFICET, (REEFT 5 Misk, EHHEEE 17
X DOF 23 fiFk TR U 7oA S A A AL TR
BIAC A 2520, b 245 UBIRERI I f it
U7z, GANTFEITR & U85 IREEFT 22 b DR 13 53 £

(#3) Y, 17 EEHED 513 19,696 1D HE
(£4) B"boi-.
=3 mREBRBRR (HERERT-REM
REAE Edad
Verotoxin-producing E.coli 35
Enteropathogenic E.coli 5
Campylobacter jejuni 1
Legionella pneumophila 12
5t 53

(A ENEERDH)
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R4 REH PR R R KR (5 D ESR 174 7

R ne | wwm | we |TRoSU| g wr | menE | Ga a5t
TRl | Gm

Escherichia coli &R (EHEC/VTEC) 13 13
Escherichia coli BESREME(ETEC) 11 11
Escherichia coli BBERERME(EPEC) 3 3
Escherichia coli fhd FHIRME 19 19
Salmonella O4 10 10
Salmonella O7 8 8
Salmonella O8 4 4
Salmonella 09 3 3
Listeria monocytogenes 3 3
Yersinia enterocolitica 14 14
Yersinia pseudotuberculosis 1 1
Vibrio parahaemolyticus 2 2
Aeromonas hydrophila 6 6
Aeromonas sobria 1 1
Aeromonas hydrophila/sobria #&RIt 2 2
Plesiomonas shigelloides 3 3
Campylobacter jejuni 95 95
Campylobacter coli 2 2
Campylobacter jejuni/coli #ERIE 58 58
MRSA 44 13 181 61 | 1,007 1,306
Staphylococcus aureus(MRSAL4) 73 78 1 274 177 603
Clostridium perfringens 2 2
Escherichia coli 125 4,068 950 5,143
Klebsiella pneumoniae 54 741 970 1,765
Haemophilus influenzae 1 380 1 296 678
Pseudomonas aeruginosa 20 721 52 816 1,609
Staphylococcus, 377 5—CPEH 82 473 701 1,256
PRSP/PISP 92 2 65 159
T AREE 16| s
Anaerobes 251 172 36 459
Streptococcus B 2 51 274 829 | 1,156
Streptococcus A S.dysgalactiae subsp. 1 1
equisimilis

Streptococcus A BB 47 6 53
Enterobacter spp. 292 292
Acinetobacter spp. 68 68
Enterococcus spp. 1,658 1,658
Candida albicans 302 539 841
Salmonella spp. 4 4
Mycobacterium tuberculosis 37 37
N heraceliatare complex 522 522
Legionella pneumophila 6 6
Staphylococcus aureus(MRSALIS}) 1,226 1,226
Neisseria gonorrhoeae 10 10
Chlamydia trachomatis 10 10
gt 374 626 4 888 [ 8,778 | 2,190 | 5,448 | 1,388 |19,696
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®1-1 RARBREVOREREREKE (1/5) B : ppn
Z v = TS BN iz} ¥ ol
R B REPE) * & W} .d— b {j’i ¥ v
2 A bl ) ZAS ~ al
78 D L P4 A

BRI IE

DDT - - N.D. - - - - -
EPN N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
XMC N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D
7 2t - N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
7Y VRN N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. - -
TEIIT N N.D.-0.95 N.D. N.D. N.D.-0. 17 N.D. N.D. -0. 05 N.D N.D
7¥7 b - - - N. D. - - - -
70T RyAbAE Y - - - - - N. D. -0. 08 - -
YA N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D N.D
T=nikA N. D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D -
TNy N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
77— N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
TV ) R OF b )y - - N.D. - - - - -
L)%Y F N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D N.D
197 w7 N. D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D N.D
107" vty N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D N.D
A7 an 7T - - - - N.D. - -
47" un" Uk N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
A )y - - - - - N.D. - -
A 7" YN - - - - - N.D. - -
A )77 - - - - - N.D. - -
AVE ¥ - - - - - N. D. - -
A7 w7 N.D. N.D. N. D. N.D N.D. N.D. N.D N.D
TANTINGY Y N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D N.D
Fty N. D. N. D. N. D. N.D N.D. N.D. N.D N.D
15 47 2VHA N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D -
I - N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D
)27 By )R N. D. N. D. N. D. N.D N.D. N.D. N.D N.D
)7 kA N. D. N.D. N. D. - N.D. N.D. N.D N.D
z/h )y - - N.D. - - - - -
YT N.D. N.D. N. D. N. D. D N.D. N.D N.D
LEs PR N.D. N.D. N. D. N. D. D N.D. N.D N.D
LES VA - - - - N. D. - -
KR - - - - - N.D. - -
TRV IVENT 2 N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
M - - - - - N. D. - -
HA YA N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
W7/ Abu— N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D N.D
12} - - - - N.D. - -
72N - - - - - N. D. - -
FFVA N.D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D.
%)% 71 N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N.D
¥))73 N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D N. D. N.D
i34 N. D. N. D. N. D. - - - - -
VNV - - - - - N. D. - -
IV IFYBAFIV N.D. N.D. N. D. N. D. N.D.-0.01 | N.D.-0.09 N.D. N.D.
yufr=yy - - - - - N.D. - -
Juv7z)V R - - - - - N. D. - -
Jni7 ny7’ — - - - - N.D. - -
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®1-1 RARBREVOREREREKE (2/5) B : ppn
Z v = TS BN iz} ¥ -l
R B REPE) * & W} .d— b {3'5 ¥ v
i) A D) 9 VA ~ =
78 D L P4 A
b osE -39
Jul gty - - - - - N. D. - -
Joh=Iy” J v N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. N. D.
Jupt” Jir N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
Jut” YRR N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. N.D.
VL ES N.D.-0. 31 N.D. N.D.-0.05 | N.D.-0.02 | N.D.-0.02 | N.D.-0.05 | N.D.-0.02 N. D.
VELVEVAR VS N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
Jap7’ n77h N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
Jun)Any - - - - N. D. - -
Juna” vy U=} N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
VTTY Y N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
V7 )hA N. D. N. D. N.D N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
vy - - - - N.D. - -
EAYE A N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D.
Y any Ay b N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
PAEVEY x4 N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
ALY S N.D. N.D. N.D. - N.D N. D. N.D. N.D.
v yngy N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
yne )y N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D.-0.01 N. D. N. D.
yroky7 7 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - -
VTN N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
V' 7z)ar) =l N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. N. D.
MAYY N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. -0. 03 N. D. N. D.
ZESRY - - - - - N.D. - -
AVIE= N.D. N. D. N.D N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
VI A By - - - - - N. D. - -
y7" wat) =l N. D. N. D. N.D N. D. N.D. N.D. N.D. N. D.
v7 ny o - - - - - N. D. -0. 02 - -
YN AR N.D.-0.29 N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. -0. 03 N. D. N. D.
Yy N. D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
Viat)T=p - - - - N.D. - -
VI ARAN Y N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
VAR - - - - - N. D. - -
VRN N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
v Abz=h N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D.
VAN N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
VAL AT =] N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
YITINET 2 - - - - - N. D. - -
VAES RV N.D. - N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
AET N N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. -
N N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N.D.
PATY ) N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
B fhny - - - - - N.D. - -
F7r7° ) p - - - - - N.D.-0. 08 - -
F7 AL - - - - - N. D. - -
FAN ST N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
7Nt VA N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D -
7hgat) = N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N. D.
7V kY N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. -0. 02 N. D. N. D.
FoV)n— N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. -
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®1-1 BAREREDOREEEREHR (3/5) B 2 ppm
z v X TS 5 [ii) £ -l
R B REPE) * & W} .d— b {3'5 ¥ v
) 3 ) ) 72 ~ z
78 D L P4 A
ARG
777 at) = N.D. N.D. N.D. N. D. N.D.-0. 14 N.D. N. D. N. D.
77" Fyny - - - - - N.D. - -
777 72)V - - - - - N.D. - -
777 7x/k 58 N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
FIVN Y N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
FINNT YA ny - - - - - N.D. - -
YV N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
7V A - - - - - - N. D. -
M7y )= N.D. N.D. N.D. N. D. N.D. N.D. - -
M7y AR N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
M7 A N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
M7V=} N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
MYI7)" = N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MFat) - - - - - - N.D. - -
M7 A N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. N. D.
M) 7vhny - - - - - N.D. - -
M7V N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
M7n%yAboe" N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. -0. 04 N.D. N.D.
MV nkAAF IV N.D. N.D.-3.79 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
NZE¥iavS N. D. N.D. N. D. N.D. 0. 05 N. D. N. D. N.D. -0. 04 N. D.
F7 7=y b - - - - - N.D. - -
17 e 3N N. D. N.D N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
=prf-f)7" uk" N.D. N.D N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D.
N ey - - - - - N.D. - -
N Ju7 £\ ) = N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
N IFAY N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D.
N TFE AT N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D.
T xs7" By A N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N. D.
LTV )=l N. D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
t 7)) N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AEYVM N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
B A nkA N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D.
(AZAYIN 1A% - - - - - N.D.-0. 03 - -
Wz N.D. N.D N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. -
AP N. D. N.D N. D. N.D N.D. N.D. N. D. N. D.
) EVs - - N. D. - N. D. N. D. - -
A AVEY 2 N. D. N.D N. D. N. D. N.D. N. D. N. D. -
AN N. D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
VR N. D. N.D N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
V2N - - - - - N.D. - -
SRSy 1 ZA N.D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
E )7 ¥y Ty N. D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N. D.
N - - - - - N. D. - -
L YN 9 A N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N. D.
) SRR N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
S N.D. N.D. N.D. - N.D. N.D. N.D. N.D.
t*n¥ny N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N. D.
E ey )y N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D.
747 uzl N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
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B : ppm

z % = TS 5 £ -l
FRAT kR PED * & W} 4 L ¥ v
i) A D) 9 N Z
7 ) 4 A
ARG
7} A N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
74) N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
7= fnfty N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. . D. 0. N. D. N. D.
72 )%=y N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
7 )RNNT - - - - - N. D. - -
7= )Fhv7 N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
72)7 V7 - - - - - N. D. - -
BN W - - - - - N. D. - -
72/ AVEFEY N. D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
7V br—p N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D N. D. N. D.
T2y7" ) = N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. - N. D. N. D.
72v7 0N My N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. -0. 08 N. D. N. D.
7xy7" ne" ®V7 N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
T2V 7 4774 - - - - - N.D. - -
474 N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N. D.
7" B yn-) N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. -
VAR VES V] - - - - - N. D. - -
7" B3R N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
776 ) p=h N.D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D.
VAVAR:VEVAV N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
747" wy7" jFw N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
TIARE W - - - - - N.D. - -
IVIIIE DA N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
IVE/ar) =l N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
WY M) x=b N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
b= N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
T ) x=h N. D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
IV7z))Any - - - - - N. D. - -
IVIAFYY N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
IVIInT 9N UEY N.D. N.D. N.D. - N. D. N. D. - -
IV B N. D. N. D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D
7" V7= N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. -
7 wy3hy N.D. N.D. N.D. -0. 07 N. D. N. D. N. D. N. D. N.D
7" nfAEA N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D
7" un ¥ kg7 - - - - - N. D. -
7" un Ja—j N.D. N.D. N. D. - N. D. N.D. N. D. N.D
7 N YTy N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
7 un ol N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D
770N W b N. D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
7" ne” af) - N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
AL AN N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D
7" 07z ) A N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
7" uik AN N. D. N.D. N.D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D
7 ey N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
7 uphyy N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D. N. D. N.D
7 nE7 ne’ b-h N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
77 nEHA N.D. N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N.D
¥ty - N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D
Y)Y N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N.D
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®1-1 RARBREVOREREREKE (5/5) B : ppn
z v = TS BN [ié) * -l
R B REPE) * & W} .d— L {3'5 ¥ v
ie) A bl ) ZAS ~ al
78 D L P4 A
BRI IE
~¥FT VAR - - - - - N. D. - -
~NRVFT) DA - - - - - N. D. - -
NSV N.D N.D N.D N.D N.D. N.D. N.D N.D
A )¥fa-l N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N. D. N.D.
A AN N.D N.D N.D N. D. N.D. -0. 05 N. D. N. D. N. D.
A Ak -l N.D N.D N.D N. D. N.D. N.D. N.D N.D
Ay - - - - - N. D. - -
INVONVES SVA - - - - - N. D. - -
N B AT - - - - - N. D. - -
NUT MY N.D N.D N. D. N.D. N. D. N.D. N.D N.D
INZIGIP N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N.D N.D
N N.D N.D N. D. N. D. N. D. N. D. N.D N.D
Hny N.D N.D N. D. N. D. N. D. N. D. N.D -
& Ap) b - - - - - . D. -0. 05 - -
BAFTE = N.D N.D N.D. N.D. N.D. N. D. N. D. N. D.
wA773 Y N.D N.D N. D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
HAAy b N.D N.D N. D. N.D. N.D. N.D. N.D -
<7k N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N. D. N.D
AV S N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N. D. N.D
MINURFTA vy - - - - - N.D. - -
ML A - - - N. D. - - - -
TR O =) %D N.D N.D N.D N.D. N.D. N.D. N. D. N.D
Y Ty N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N. D. -
S ZA N.D N.D N.D N.D N.D. N.D. N.D N.D
AV N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N.D N.D
AT VRA N.D N.D N. D. - - - N.D N.D
VESASD) N.D N.D N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
AT/t W IF N.D N.D N.D. N.D. N. D. N. D. N. D. N. D.
27" m= N.D N.D N.D. N. D. N.D. N.D. N. D. N. D.
EVEIS A N.D N.D N.D N.D N. D. N. D. N. D. N. D.
) )zany - - - - - N. D. - -
Ve - - - - - N. D. - -
Jzany - - - - - N. D. - -
ES SV - - - - - N. D. - -
Vv N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D. N. D.
i 8 8 8 8 8 8 8 8
WA E B3 1344 1336 1376 1296 1336 1784 1312 1208
RS- H Bk 3 1 2 3 4 16 2 0
FLYEM 28 2 - T 5K 0 1 0 0 0 0 0 0
N.D. : &R
- BREEA S
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=12 AENMTHROERBEERTRE
e 7 W i - 7 ES
L A A A -
A o I5) w 1 X b4 n
7 A * k) & W o I
Mt 7 Pt
A | 9
EPN N.D. | N.D. [ N.D. [ N.D. [ N.D. | NoD. | ND. | N.D.
747 eh N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
52V N.D. | NoD. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
177 472/ HA N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
T} AR N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
DA HhA N.D. | NoD. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD.o| N.D. | N.D.
*Hiba N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
Jupt” VA N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
Jun =/t VA N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
v yuT sty N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
LT Z S N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
vAFNE A N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
v pha=h N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | NoD. | N.D.
yATY )Y N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
M)A AT N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
N FFy N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
N TR A N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
AR EAVEYS ¥ N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
R N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
ESICYY N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
7z ha=h N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
AV Y N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
7" wtiR N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
7" w7z )HA N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
Huy N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
KAFTE b N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
HAky b N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
wEHEY N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
<5+t N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
AN ER N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D.
AP FEY N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | N.D. | NoD. | N.D. | N.D.
i3> 1 1 1 1 1 1 6 4
AT T H # 31 31 31 31 31 31 | 186 | 124
N.D. @ iE BRI
=2 REHYAEERRERER
wans | m | A | 5| A
A .
. K AA VAR VI — [ N.Do [ NDo [ ND | NOD.
i’gg I S
7)Y - — | ND. | — | ND
ThA AT=p N.D. | N.D. | N.D. | — —
1)) =y Ik N.D. | — |ND | — -
RiZAVATN - — | ND. | — -
T 7% %) N.D. | — | ND | — |ND
AVT IRV VBT Y N.D. | — |ND | — |ND
AVITY TV Y N.D. | — - - -
N.D. | N.D. | N.D. | — | N.D.
T R N.D. | N.D. | N.D. | — | N.D.
N N N.D. | — | ND | — |ND
BUREA) (77777 - N.D. | — | ND | — |ND
AT 7N F7y N.D. | — |ND | — |ND
AT 7=hG N.D. | N.D. | N.D. | — | N.D.
MITE )Yy N.D. | — | ND | — |ND
AVT 7R = N.D. | N.D. | N.D. | — | N.D.
AVTTANVE VI Y — | ND. | — - -
MTTATY N.D. | — |ND | — |ND
AVT7E) F VY N.D. | — |ND | — |ND
[P A - - - — | N.D.
i VAN N.D. | N.D. | N.D. | — |N.D.
Lh);éﬁﬂ j’“i”i‘/f’” N.D. | — |ND | — |ND
VIANZ VA N. D. — — — N. D.
i 11 8 7 5 6
AT IE H A 198 | 64 | 140 5 114
N.D.  E SRS AT
- WRAEEAS
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=R EMOBSIHEYERETHER
JGE (Ba/kg)
Ak 5 I—131 Cs—134 Cs—137
SRARARE | el | el | el | Sel&Af | SRemifiE
VI A 31 — N.D. — N. D. — N. D.
fa B 24 — N. D. - N.D. N.D. |9.4%2.2
R R 13 — N. D. - N. D. — N. D.

N.D. : B EH BRSO A

— BEEEN. D DA, Sl L

R4 FEREEKEEM (FEK) DRSS

RERIERERER

- | JEETRE (Ba/L) | AR R
BRRCER |\ WER G i ot | OBa/a)
45 4 - N. D. N. D.
54 6 - N. D. N. D.
64 8 - N. D. N. D.
TH 9 - N. D. N. D.
20214F | 8f 8 - N. D. N. D.
9 5 - N. D. N. D.
100 | 11 - N. D. N. D.
1Al 9 - N. D. N. D.
120 | 14 - N. D. N. D.
1A | 14 - N. D. N. D.
20224 | 24 8 — N.D. N. D.
3 9 N. D. 2.4 17
F 105 | N.D. 2.4 | N.D.—17
N.D. : f HHBR SR
A EN. D, DA, Bl L
®b HIEDMATHER
o |1 1—131 Cs—134 Cs—137 o
L BARAE | B | Bt | Bernfit | BoSil | Besfi i
£ |
@;jﬁ;i\/ufé 4| - N.D. - N.D. - N.D. | mBg/m®
i
WY |12 — N.D - ND. | N.D. | 0.39 | MBa/kn®
i
(TE:’EK) fu% 1 N.D. N.D. 0.57 Ba/L
3@
Q i ;’-; 1 N.D N. D. N.T
I} - Ba/keg%:
pr U |
71 |H| 1 N. D. N. D. N. D.
A |
N.D. : BB
— REEN. D DA, RelSfEZ L
=6 THIMSHRERAETER
. F=H VU ZAHRA L (nGy/h) | e X — &
) SR | el | (nGy/h)
44 43 53 45 40
55 44 57 45 40
6/ 43 55 45 40
7H 44 57 45 40
20214 | 8H 43 61 45 40
9H 43 61 45 40
104 44 63 45 40
114 43 59 46 40
12 37 67 46 50
1A 31 62 36 60
20224 | 24 28 58 35 40
3/ 34 59 43 40
£ 28 67 44 40—60
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1) TBRERERE
(1) Bt R ¥

2021/22 =R DA ¥ 7T P OAT & Tl
T 57w, BRNTEED 207 44 O 1fiE HI Bl 2 5 &
L, 4EHBERINZ R L 72. AH1pdm2009 (2009 4 D #r
) @ AlEZ kY 7120200 (HINL) (ZxF3 % Hifk
TRA = (F B S0E OFAR TH 5 1:40 LL L) 13 0.0-
22%Tho7=. A FHDO AI¥ 2~ =7 /503/2020/
(H3N2) X9 2 FidkfrA #1% 0.0-50.0% TdH - 7=.
B/Z'—/ » [3073/2013 (ILJEH#E) (ZkFT 2 Hrikfr
A%, 50.0-93.3%, B/t VU 7/705/2018 (£ b
U 7R 1200 TiE, 11.1-80.0%DHL AR EE TH
STz, ZOM, 207 A OERIC TV E, L
o, LA, RYFUANRZHT D HUERA R

A e B L7 R R E AT AE R A — A
N=UEBR.

(2) FEYRIE S A Bh ) ) A S

Fril=am AL A (SARS-CoV-2) &Y &t
10,646 IR{RIZDWT, U T /L A A PCRIEIZ L 23&
{7t & F2 L 1,500 IR BPECd o 72 (£ 1).
75 BRI A H A O I MEREGR IR IE 1,072 BIATH
Sl FRlaa T v A L ABEOREM AT 4 H,
5H, 8A, 1A, 24, 3 A2 1,000 Ll & 4Rz
Mole. FALV T br—7 2 AKRIC K D E484K 48
BRAEZ G UEM LA, BRHY 261, &
L 1, HERE 9 Thoe (BIKZMA
2021.4.1~2021.4.20). N501Y ZEEMH Y 7 /L% A L
PCRI T % 64T HEFEHE L= L = A, A8 H v 3231,
ZRE 7 L 250 {1, HIEARRE 74 1 ThH o7z (k= At
H 2021.4.1~2021.8.1, 2021.12.2~2022.1.18) . L452R 75
BBMY TV A L PCREEZ 1,715 hFEM L1z &
5, BRHY 5441, BRI L 1,030 4, HIEARE
11 Th o7 (iR H 2021.5.13~2022.3.25) .
HHRAEREN DS ENTREKEH VYA LR
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£1 #HEOOFI4I)LR (SARS-CoV-2) BEREE (FF13 £E)

48 58 68 18 8H 98 108 118 128 1A 28 38 g

HBH 164 107 5 38 179 39 15 16 14 133 451 339 1,500
- R 1559 1,581 185 403 1,391 484 307 78 252 1073 1,039 794 9,146
(SRR E IR A 48 56 15 44 273 33 20 4 2 360 188 29 1,072
&t 1,771 1,744 205 485 1,843 556 342 98 268 1566 1678 1,162 11718

K2 BREKBENVAIZGHE - BRHEB (FF3£E)

A FROAFIAILR FT/I24ILR EJLFIAILR

SARS-CoV-2  [GtERESEFRIK
iR (ZEBRBRE) AD1 AD2 AD5 CoxA4 CoxA6 _ Parechol __ Rhino
COVID-19 1,500 1,072
ERGER 2 3 11 2 6 10 52
TRER
RBEM B
VNAEFS 1 1
ANYE —F 1 2 4 1
FROR 1 1

3 2% - B AE
RATHEE TR
FFa¢

Z Dt 1
&t 1,502 1,072 3 13 2 9 5 10 55

RS INSAUTILIUH HAAHA| ALRR Ebans %
ik IA4ILR 24ILAR IAILR | AR 4R 24ILR
RS Para3 Para4 CcMV HSV NL63 0C43 | HEV G3 | BH+d i
COVID-19 9,146 11,718
ERER 31 50 3 41 30 303 544
TRER 6 1 1 13 21
R R 1 0 1
VNAYEFS 1 1 14
ALY —F 1
FREOR

i ¢ - B E
RATHEE TR%
13 2
Z D4t 2 1 1 1 48 54
&t 34 56 1 4 2 41 33 2 9,540 12,384

oo W= W
w
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