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基礎疾患のない患者から Burkholderia pseudomallei が分離された一例
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33 歳，男性がマレーシアでラグビーの試合中，左大腿部を擦過受傷した。帰国後，皮疹が
残存したため近隣のクリニックを受診し，裂孔形成の可能性が指摘された。そのため外科的処
置および感染症が疑われ，当院皮膚科に紹介受診となった。患者はすぐにマレーシアに戻る予
定があったため外科的処置は見送られた。提出された左大腿膿瘍の検体から分離されたグラム
陰性桿菌は，自動機器やコロニーの生化学的性状だけでは同定が困難であったため，16S rDNA
を対象とした解析を行った。その結果，本菌株の rDNAの塩基配列は Burkholderia mallei あ
るいは Burkholderia pseudomallei のものと 99％一致した。両菌は rDNAの塩基配列では区
別出来ないためMacConkey 寒天培地での発育，運動性（＋），42℃での発育の違いから B. pseu-
domallei と同定した。さらにmultilocus sequence typing（MLST）により本菌株は，これま
でに報告されていない新規 ST型（ST1057）の菌株であることが判明した。
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序 文
類鼻疽（メリオイドーシス）は Burkholderia pseu-
domallei が起因菌の人畜共通感染症である。起因菌
である B. pseudomallei は，主に東南アジア及びオー
ストラリア北部の土壌や水辺に生息している１）。B.
pseudomallei は様々な国々から報告されているが，
国内には生息していない。現在に至るまで，86 菌種
の Burkholderia 属が登録されている（http:��www.
dsmz.de，最終アクセス日時：2015.01.21 12：00）。そ
のうち Burkholderia mallei，B. pseudomallei は，感
染症の予防及び感染症の患者に対する医療に関する法
律（感染症法）に基づいてバイオセーフティレベル 3

（BSL3），特定病原体第 3種に指定されている。さら
に，本菌による感染症は 4類感染症に指定されてお
り，菌種名が確定した際，直ちに保健所への届け出が
義務付けられている。
本菌は糖尿病や免疫不全など基礎疾患を有する患者
からの分離例が多く，時として重篤な疾患を引き起こ
すことが知られている。オーストラリア北部の一部地
域では市中肺炎，敗血症の一般的な起因菌としても知
られている２）。敗血症を発症した場合の致命率は高く，
50-90％と報告されている３）。
国内では，その感染事例の報告は稀であり，国立感
染症研究所の発生動向調査年別報告数４）によると 1999
年から 2014 年 3 月まで本症例を除き 8例の報告があ
るに過ぎない。今回我々は基礎疾患のない患者から分
離された B. pseudomallei による感染症を経験したの
で報告する。
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症 例
患者：33 歳，マレーシア在住の日本人男性。
既往歴：特になし。
現病歴：左大腿部に線状の褐色隆起病変。
2012 年 12 月に左大腿部後面をマレーシアでラグ
ビーの試合中に擦過し，その後同部位に皮疹が出現し
徐々に拡大した。現地の医療機関にて抗菌薬（処方抗
菌薬：不明）を処方されるも改善せず，10×100 mm
大の肉芽様になり排膿が持続していた。帰国後，近医
を受診し，皮疹が残存し，且つ裂孔形成の可能性があ
るため真菌症や他感染症を疑い，当院紹介受診され
た。当院受診の際は，左大腿部に線状の褐色隆起病変
があり，一部裂孔や排膿が認められた。また慢性膿皮
症及び肥厚性瘢痕も認められた。手術を勧めたが，当
該患者はすぐにマレーシアに戻る予定があったため外
科的処置は見送られた。フシジンレオ軟膏Ⓡ2％ 10
g，ヒルドイドソフト軟膏Ⓡ0.3％ 25 g，roxithromycin
（RXM）150 mg�day，リザベンCapⓇ 100 mg�day な
どの外用，内服薬で経過観察とし帰国後治療法再検討
することとなったが，現在に至るまで再来院されてい
ない。

微生物学的検査
1．培養同定および生化学的同定法による同定
病変部から採取された創部検体は，ヒツジ血液寒天
培地（日水製薬），チョコレート II 寒天培地（日本
BD），DHL寒天培地（極東製薬）および，スタヒロ
コッカスNo.110 寒天培地（極東製薬）を用い 35℃で
好気培養を行った。24 時間後，ヒツジ血液寒天培地，
チョコレート II 寒天培地及びDHL寒天培地にグラム
陰性桿菌様のコロニーの発育を認めた。スタヒロコッ
カスNo.110 寒天培地にはコロニーの発育を認めな
かった。ヒツジ血液寒天培地に発育したコロニーに対
しオキシダーゼ試験を実施したところ，陽性であっ
た。
生化学的同定検査はMicroScan Walk Away 96SI

（シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティクス）を
使用しNegCombo 3.12J パネル（シーメンスヘルスケ
ア・ダイアグノスティクス）およびAPI20NE（シス
メックス・ビオメリュー）を用い菌種同定を行った。
その結果MicroScan Walk Away 96SI にて Biotype：
02000776 B. pseudomallei 81.84％，Ochrobactrum an-
thropi 18.16％と同定された。またAPI20NEを実施
した結果，一部の反応が弱く 48 時間では判定するの
が困難であった。そのため 72 時間まで培養を延長し
たところ，プロファイルNo.1156557 B. pseudomallei

87.5％と同定された。
これらの結果から血液寒天培地に発育したコロニー
に対しフェイバーGセットFニッスイ（日水製薬）を
用いグラム染色を行った結果，安全ピン様に両端が濃
染された極染色性のグラム陰性桿菌が観察された
（Fig. 1）。また鞭毛染色はKodaka らの方法５）に従い実
施したところ極多毛性の鞭毛が確認された（Fig. 2）。
培養を継続したところ 48 時間後には正円状のムコ
イド型の集落を形成し 3日後には表面中心部に皺のあ
るコロニーを形成，4日目以降は集落全てに対し，皺
の形成を認めた（Fig. 3）。これらの性状から B. pseu-
domallei が強く疑われたためMacConkey 寒天培地で
の発育，42℃での発育（＋）を確認し，B. pseudomal-
lei と確定した。
2．薬剤感受性検査
薬剤感受性検査はClinical and Laboratory Stan-
dards Institute（CLSI）のM45-A2６）に従い微量液体
希釈法にてMICを測定した。MicroScan Walk Away
96SI にて NC 3.12J パネルを用い piperacillin（PIPC），
piperacillin�tazobactam（TAZ�PIPC），cefsulodin
（CFS），ceftazidime（CAZ），cefepime（CFPM），ce-
fozopran（CZOP），sulbactam�cefoperezone（CPZ�
SBT），imipenem（IPM），meropenem（MEPM），gen-
tamycin（GM），amikacin（AMK）， tobramycin
（TOB），minocycline（MINO），fosfomycin（FOM），
aztreonam（AZT），levofloxacin（LVFX），ciproflox-
acin（CPFX），sulfamethoxazole-trimethoprim（ST）
の計 18 種類を 35℃好気下で 20 時間培養後，MIC値
の判定を行った。分離菌株の薬剤感受性結果をTable
1 に示す。ペニシリン系薬，第 1，第 2世代セファロ
スポリン系薬，アミノグリコシド系薬，マクロライド
系薬など多くの抗菌薬に耐性を示した。一方 B. pseu-
domallei の第一選択薬であるCAZ，IPM，MEPMに
は良好な感受性を示した。

分子生物学的検査
1．16S rDNA遺伝子配列決定
1）核酸の調整
血液寒天培地で 24 時間培養した菌を，滅菌水 100

μl に懸濁した。95℃で 10 分間熱処理を行い，12,000
rpmで 1分間遠心し，上清を鋳型DNA溶液として使
用した。
2）PCR反応
鋳型DNA溶液 0.5 μl と PCR反応液 50 μl（dNTP
Mixture 12.5 nmol，Taq DNA porymerase 2.5 U，10
×Buffer および primer sets）を混和した。Primer は
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Fig.　1.　Gram negative rod with safety pin appearance 
on Gram stain
(magnification, ×1000)

Fig.　2.　Multi flagella appearance on Flagellar stain 
(magnification, ×1000)

Fig.　3.　Temporal change of colonies on Sheep blood ager

Dharakul らの報告に従い７），Primer Outer U33［5’-
AAG-TCG-AAC-GGC-AGC-ACG-G-3 ’］，OL731［5 ’ -
TTT-GCT-CCC-CAC-GCT-TTC-G-3’］を用いた。94℃
で 5分間反応させたのち，95℃ 1分，60℃ 1 分，
72℃ 1 分を 35 サイクル，72℃10 分の条件で PCRを
実施した。その後，2％アガロースゲル，1 kb DNA
marker（Biolabs）を用いて電気泳動を行い，終了後，
エチジウムプロマイド染色にて 397 bp 付近の増幅産
物を確認した。その後 PCR産物の塩基配列をBig-

DyeⓇ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Life
Technologies）を用いて決定した。その結果，本菌株
の rDNAの塩基配列は B. pseudomallei ま た は B.
mallei と 99％一致した。両菌は rDNAの塩基配列で
は区別出来ないため，MacConkey 寒天培地での発
育，運動性（＋），42℃での発育の性状及びコロニー
に皺形成を認めたことから B. pseudomallei と確定し
た。
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Table　1.　Antibiotic susceptibilities

Antimicrobial agent MIC 
(μg/ml) Result

Piperacillin 　16 N/A
Tazobactam/Piperacillin  ≦8 N/A
Cefsulodin ＞16 N/A
Ceftazidime  　4 S
Cefepime ＞16 N/A
Cefozopran ＞16 N/A
Sulbactam/Cefoperezone ≦16 N/A
Imipenem  ≦1 S
Meropenem  ≦1 N/A
Gentamycin  ＞8 N/A
Amikacin ＞32 N/A
Tobramycin  ＞8 N/A
Minocycline  ≦2 N/A
Fosfomycin ＞16 N/A
Aztreonam ＞16 N/A
Levofloxacin  　2 N/A
Ciprofloxacin  　2 N/A
Sulfamethoxazole/Trimethoprim  ≦2 S

Table　2.　Characteristics of Isolated strain, B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis and B. cepacia

Test Isolate B. pseudomallei B. mallei B. thailandensis B. cepacia
Oxidase ＋ ＋ v ＋ ＋
Catalase ＋ ＋ － ＋ ＋
MacConkey ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
42℃ ＋ ＋ － ＋ v
Arginine dihydrolase ＋ ＋ ＋ ＋ －
Lysine decarboxylase － － － － ＋
Citrate ＋ ＋ － v ＋
Gelatin ＋ v － v v
Esculin ＋ v － v v
Glucose ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Xylose － ＋ v ＋ ＋
Lactose ＋ ＋ v ＋ ＋
Sucrose ＋ v － v v
Maltose ＋ ＋ － ＋ ＋
Mannitol ＋ ＋ － ＋ ND
Arabinose － － ND ＋ ND
Motility ＋ ＋ － ＋ ＋

ND: No data
Partial change of reference No. 8

2．MLST（Multilocus Sequence Typing）法によ
る型別

PubMLST掲載の方法に基づき，Qiagen Taq polym-
erase を用い 95℃で 4分間反応させたのち，95℃で

30 秒，62℃で 30 秒，72℃で 60 秒を 30 サイクル行っ
た。さらに，72℃10 分の条件で PCRを実施した。B.
pseudomallei の染色体上の 7種類の house-keeping
遺伝子（ace，glt，gmhD，lepA，lipA，narK，ndh）
の塩基配列を基に PubMLSTで照合を行い，ST型を
決定した。
本菌株の allelic profile は 3-1-3-3-1-2-3 となり，MLST
データベースに登録されていない新規 ST型（ST
1057）であることが判明した。

考 察
今回我々は 2種類のキットを用いて同定を実施した
結果，8割程度の確率で B. pseudomallei であること
が示唆された。しかし，両法の結果はいずれも同定確
率が低い点や，48 時間培養時点で B. pseudomallei の
コロニーの特徴である皺形成が確認されなかったこ
と，日本での分離例が稀であることなどから，分離さ
れた菌株が B. pseudomallei であることを疑う事は困
難であった。我々は，キットでの同定確率が低いもの
の，B. pseudomallei の菌名が挙がったことおよび渡
航歴を基に検査を進めた。培養 72 時間後，コロニー
の皺形成が認められたため，B. pseudomallei を強く
疑い 16S rDNAの塩基配列から，本菌株は，B. mallei
または B. pseudomallei のものと 99％一致した。両
菌種は rDNAの塩基配列からは区別できないため，
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MacConkey 寒天培地での発育，運動性（＋），42℃
での発育の性状から B. pseudomallei と確定した。さ
らに，流行地域の B. pseudomallei との関連性を調べ
るためにMLSTを実施した。その結果，本菌は新規
Sequence type である ST1057 であることが判明し
た。現在に至るまで，日本国内から報告された B. pseu-
domallei の STは ST404，ST821 で あ る。ST404 は
タイから，ST821 は日本国内からそれぞれ分離され
ている。
本菌は，その同定上，鑑別しなければならない菌種
として B. mallei，Burkholderia thailandensis があげ
られる（Table 2）。B. mallei は，国内からの報告はな
く，72 時間後からコロニーの形成が認められ，1週間
程度で大きなコロニーとなる。42℃での発育はなく，
B. pseudomallei のようにカビ臭や土壌臭のような臭
気はないとされている８）。また B. pseudomallei は極
多毛性の鞭毛を有するが B. mallei は鞭毛を有さな
い。B. thailandensis は B. pseudomallei と同じ発生地
域の土壌や環境から分離されるが，病原性は低いとさ
れている９）。本菌の性状は B. pseudomallei と酷似し
ているが，アラビノース分解能の違いによって区別可
能とされている１０）。
B. pseudomallei は菌種によって糖分解能など異な

る点があり，病院検査室レベルでは菌種推定が出来て
も菌種同定まで至ることは困難である。最終同定は分
子生物学的手法と生化学的手法を併用することによっ
てなされる。オキシダーゼ検査と薬剤感受性パターン
から，B. pseudomallei を推定することが可能であ
る３）。すなわち，オキシダーゼ陽性で，GM耐性，コ
リスチン耐性，アモキシシリン�クラブラン酸に感受
性を示す菌株は B. pseudomallei である可能性が高
い。
メリオイドーシスの診断で標準的な方法は，培養で
あるとされ，主として血液寒天培地やMacConkey 寒
天培地など日常検査で使用している培地での発育が良
好である。敗血症における血液培養陽性までの時間は
BacT�Alert（シスメックス・ビオメリュー）で 23.9
±14.9 時間（95％信頼区間：20.4-27.5 時間）と報告
されており，62％が 24 時間以内に，90％以上が 48
時間以内に陽性になるとされている２）。
B. pseudomallei は敗血症に陥った場合の致命率が

高いことや，使用抗菌薬が限られることから，最終同
定結果が得られなくても，グラム染色性とコロニー形
態，推定菌種，および薬剤感受性検査成績を臨床側に

迅速に報告することは，その治療，感染対策上重要で
あると思われた。

利益相反：申告すべき利益相反なし。
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A case of isolated from no underlying disease of Burkholderia pseudomallei infection
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3)Department of Laboratory Medicine, Toho University Omori Medical Center
4)Tokyo Metropolitan Institute of Public Health
5)Department of Surgery, Toho University Ohashi Medical Center

A 33-years-old man was presented with the left femoral region in a game of the rugby match in Malaysia. After
returning Japan, he consulted a local clinic but was referred to the dermatology department of our hospital for
surgical treatment due to the possibility of hiatus formation and persistence of a rash, as well as the suspicion of
infection. Since the patient was scheduled to return to Malaysia soon, surgical treatment was postponed. As the
Gram-negative bacilli isolated from the sample of an abscess in the left femoral region were difficult to identify by
automated analyses or on the basis of biochemical test of the colony. 16S rDNA sequencing analyses finally re-
vealed as B. mallei or B. pseudomallei. The strain was identified as B. pseudomallei because of its growth in Mac-
Conkey ager, Mobility and growth difference at 42℃. Moreover, by multilocus sequence typing (MLST), this
strain was found to be a previously unreported novel ST type strain (ST1057).


