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Abstract 
 

Background and purpose: Nosocomial outbreaks of legionnaires’ diseases are usually related 

to contamination of water sources. This survey investigated the frequency of mip gene in cold and warm 

water taps and water containers of infant incubators containing legionella pneumophila in hospitals of 

Guilan province, Iran. 

Materials and methods: This cross-sectional study used 140 samples. They were collected 

directly from sterile containers and were concentrated by centrifuge, then transferred to buffered charcoal 

yeast extract including both L-cyctein, Fe2+ ,glycin, and vancomycin and were incubated  for 2-4 days. 

DNA was extracted using boiling method and PCR was performed to investigate legionella, mip gene and 

bacterial contamination using different primers. 

Results: About 8.5% of the samples contained legionella pneumophila that 11.1% were isolated 

from infant incubators and 5.8% were found in hot and cold tap waters. Mip gene was found in 2.8% of 

the samples. One third of incubator’s legionella pneumophila and half of the legionella pneumophila in 

hot water taps contained mip gene while the samples from cold taps were not found with mip gene. About 

87.2% of negative samples showed bacterial contamination. 

Conclusion: Today sterile water is used in incubators, however, legionella and bacterial 

contaminations are considerably high. This may be due to long-term storage of water in incubator 

container that is a predisposing factor for biofilm formation. In this study high temperature of hot water 

system and high rate of free residual chlorine in tap water system were the main causes of low rate 

legionella contamination which did not influence the contamination rate with other bacteria.  
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آب سرد و گرم و مخزن آب  فراواني لژيونلا پنوموفيلا در شير
  انكوباتورهاي بخش نوزادان بيمارستانهاي گيلان

  
       1،2معصومه احمدي جلالي مقدم

       1حميد رضا هنرمند

  3سجاد اسفرم مشگين شهر
       1بهرام سلطاني تهراني

  2مجيد نوجوان
  

  چكيده
اين مطالعه به . بع آب بيمارستاني مرتبط استاغلب با آلودگي منا ،شيوع عفونت بيمارستاني لژيونلايي :سابقه و هدف

مخـزن آب انكوباتورهـاي    لژيونلا پنوموفيلاهاي موجود در شـير آب گـرم و سـرد و    در mipمنظور تعيين فراواني توالي ژن 
  .استان گيلان انجام شده است بخش نوزادان بيمارستان هاي

گيـري بـا روش    نمونـه . نمونه بيمارسـتاني انجـام شـد    140مقطعي بوده كه بر روي  -اين مطالعه صيفي :ها مواد و روش
سازي با انجام سانتريفيوژ، به محيط كشت  ها پس از تراكم تمام نمونه. آوري مستقيم آب در ظرف استريل انجام گرديد جمع

بـا   DNAاسـتخراج  . يست اكستراكت براث حاوي ال سيستئن و گليسين و وانكومايسين انتقال داده شده و انكوبه گرديدنـد 
از نظـر وجـود لژيـونلا     مربوطه و با استفاده از پرايمرهاي PCRها با روش  نمونه. پرسيپيتاسيون انجام گرديد -روش بويلينگ
  .و آلودگي باكتريايي غير لژيونلايي بررسي شدند mipپنوموفيلا و ژن 

از  درصـد  8/5ب انكوباتورهـا و  از آ درصـد  1/11 بودنـد كـه  نمونـه هـا لژيـونلا پنومـوفيلا      درصد 5/8ود حد :ها يافته
يـك سـوم لژيونلاهـاي آب     .داشـتند mip هـا ژن   كـل نمونـه   درصـد  8/2حـدود  . جداسازي شدند هاي شير سرد و گرم آب

حدود . بودند mipداشتند ولي لژيونلا پنوموفيلاهاي آب سرد فاقد ژن  mipژن  ،انكوباتورها و نيمي از لژيونلاهاي آب گرم
 .هاي گرم منفي داشتند اي فاقد لژيونلا پنوموفيلا، آلودگي با باكتريه درصد از نمونه 2/87

رغم استفاده از آب مقطر در مخزن انكوباتورهاي بخش نوزادان، آلودگي لژيونلايي باكتريايي چشـمگير   علي :استنتاج
 بودن دماي مخـازن آب  بالا .تواند راكد ماندن طولاني آب در مخزن انكوباتور و تشكيل بيوفيلم باشد است كه علت آن مي

هـاي آب گـرم و    آلودگي لژيـونلايي در نمونـه  ها و كلرين باقيمانده در آب لوله كشي، علت كم بودن درصد  گرم بيمارستان
  .هايي ديگر بي تأثير بوده است ولي اين اقدامات بر آلودگي با باكتري بودهسرد 

  
  بيمارستاني آب مخزن، mip ،PCRپنوموفيلا، ژن  لژيونلا :واژه هاي كليدي

  

  مقدمه
ــا ــاكتري ،لژيونلاه ــده در    ب ــي پراكن ــرم منف ــاي گ ه
دوست هستند و اصولا فلور نرمال طبيعـت   طبيعت و آب

هـاي متعـدد متشـكل     تلقي مي شوند و شـامل گونـه  بوده 
  توانند ها مي كه بيشتر آن )1(سروتيپ مي باشند 60از
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ها اغلـب بـه صـورت استنشـاقي      آن .ايجاد كنندبيماري 
يابنـد و بـه صـورت اپيـدميك و اسـپوراديك       انتقال مـي 

 و در افـرادي كـه داراي   )2(گردنـد  منجر به پنوموني مـي 
هـاي فرصـت طلـب     عفونتنقص ايمني هستند به شكل 

 ،درصـد از ايـن عفونـت هـا     85حـدود   .يافت مي شوند
مـوارد  . )3،4(شـوند  توسط لژيـونلا پنومـوفيلا ايجـاد مـي    

اغلـب بـا آلـودگي     ،يوع عفونت بيمارستاني لژيونلاييش
تـرين   و مهـم  )5(اسـت  در ارتبـاط منابع آب بيمارسـتاني  

ــال  ــابع انتق ــده آن من ــتفاده در   ،دهن ــورد اس ــابع آب م من
ــپيراتورها     ــوده رس ــوزادان و آب آل ــاتور بخــش ن انكوب

بـرج خنـك    أچنـد اپيـدمي مختلـف بـا منش ـ    . )6،7(است
. )8(گــزارش شــده اســت ،كننــده سيســتم تهويــه مطبــوع

ــژه هــاي آبــي ســاخته  محــيط ــه وي  شــده توســط بشــر، ب
ــتم ــرم  سيس ــاي آب گ ــونلا    ،ه ــازن لژي ــرين مخ ــم ت مه
لژيونلا در سيستم هاي آب لوله كشي بيـوفيلم   )9(هستند

كنـد و   دهد كه بقا اين باكتري را تضمين مـي  تشكيل مي
تواند در برابر اثـر بيوشـيميايي كلـرين و     بدين ترتيب مي

انتقـال  . )9(ي از مواد گندزداي ديگر مقاومت كنـد بسيار
طـور مكـانيكي و در اثـر استنشـاق      باكتري بـه انسـان بـه   

هاي تهويه  هاي توليد شده از منابع آب و سيستم آئروسل
هـاي   چشـمه  و مطبوع، دوش، سونا، جكـوزي، ويرپـول  

  .)9 ،8(افتد آب گرم معدني اتفاق مي
بـر   تـرين روش آزمايشـگاهي نظـارت    شايع ،كشت

هـاي محيطـي اسـت و بـراي جداسـازي و شــمارش       آب
ولي كند و وقت گيـر بـوده و    )8(ميكروبي مناسب است
كه به جواب سريع آزمايشگاه نياز  ،براي تشخيص باليني

وجـود   ،طـور معمـول  ه ب ـ )11(نمـي باشـد  مناسـب   ،است
لژيونلا پنومـوفيلا در آب بـراي    cfu/ml 105-104تعداد 

لاعات اپيدميولوژيكي نشان اط .)8(است ناكانسان خطر
تـرين مــوارد اپيـدمي بــا ايـن تعــداد     دهنــد كـه بــيش  مـي 

نكته مهم ايـن اسـت    .)12(در آب اتفاق مي افتد ،لژيونلا
كه لژيونلاها در شرايط خاصـي از جملـه در مواجهـه بـا     
 فقر غذايي، استرس فشار اسـمزي و اسـترس اكسـيداتيو   

زنـده   آينـد كـه هنـوز    بـه حـالتي در مـي   ) كلر زني آب(

به در اصطلاح  .)14 ،13(باشند هستند ولي قابل كشت نمي
 Viable but non culturable (VBNC(انـواع  آن هـا  

زيـرا  از نظـر بهداشـتي خطرنـاك مـي باشـند      گويند كه 
توانند قابليـت رشـد خـود را در شـرايط مناسـب بـاز        مي
  .)16 ،15(يابند

 هـاي  روشبراي تشخيص لژيونلا  ، ازهاي اخير در سال
و روش . شـود  اسـتفاده مـي  تـر   تـر و سـريع   يد حساسجد

PCR  هـاي كنـد رشـد از جملـه      جهت تشخيص بـاكتري
هـاي   در چند سـال اخيـر روش  . شده است ، ايجادلژيونلا

بـراي تشـخيص كيفـي و كمـي     ، PCRمختلف مبتني بـر  
 PCR .اند لژيونلا در آب و نمونه هاي باليني آزموده شده

 mipو ژن  16S rRNA براي رديابي ژنروشي است كه 
 PCR استفاده از روش با. )17(گيرد مورد استفاده قرار مي

 mipژن . )14(توان تشـخيص داد  را نيز مي VBNC موارد
يكي از ژن هاي اصـلي بيمـاري زايـي لژيـونلا پنومـوفيلا      

مبتنـي   PCRبنابراين با يك آزمون تشخيصـي  . )17(است
هـاي   هگون ـ ،طـور مسـتقيم  ه تـوان ب ـ  بر رديابي اين ژن مي

و بـر مشـكل بـالا بـودن      )18(بيماري زا را شناسايي نمـود 
ــا كشــت كــه در بهتــرين شــرايط   مــوارد منفــي كــاذب ب

هـدف  . فائق آمـد  )19(درصد است 60-50حساسيت آن 
لژيـونلا   در، mipاين مطالعـه بررسـي فراوانـي تـوالي ژن     

مخـزن   پنوموفيلاهاي موجود در شير آب گـرم و سـرد و  
 ،هاي گـيلان  نوزادان بيمارستان آب انكوباتورهاي بخش

  .است PCRسازي انتخابي و انجام  با روش غني
  

  ها روش مواد و
بـه روش   گيـري  نمونـه  در اين مطالعـه گذشـته نگـر   

از شـير  . صـورت گرفـت  بيمارستان  33از  ساده و فراگير
دقيقه جـاري شـدن واز مخـزن     5آب سرد و گرم پس از 

 ،هـاي مزبـور   انآب انكوباتورهاي بخش نوزادان بيمارست
گيـري   نمونه ،آوري مستقيم در يورين باتل به روش جمع

لولـه   4در  ،ميلـي ليتـر از هـر نمونـه     48مقـدار  . انجام شد
فالكون استريل تقسيم شده و در سـانتريفيوژ يخچـال دار   

دقيقـه سـانتريفيوژ گرديـد و     30بـه مـدت    12000با دور 
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 رسوب حاصله كه حاوي بخش اعظم جمعيت باكتريايي
ليتر از ته مانده آب هر لولـه حـل    بود در مقدار يك ميلي

گرديد و تمامي آن به يك لوله فالكون واحد انتقال داده 
در بن ماري بـه مـدت نـيم سـاعت      C50°شد و در دماي 

سـپس  . يابنـد هاي همراه كاهش  قرار داده شده تا باكتري
ميلي ليتـر محـيط    5محتويات هر لوله به يك لوله حاوي 

با اسيديته نهـايي  اكستراكت براث غني شده  كشت يست
9/6 =PH  بـا  ان محـيط غنـي شـده حـاوي     . منتقل شـدند  
) g/L 25/0( و نيترات فريك )درصد 04/0( سيستئين-ال

از و ضـروري اسـت   براي تسـريع رشـد لژيـونلا    بوده كه 
ــي  ــين  طرفـ ــاوي وانكومايسـ ــين ) 5µg/ml(حـ   و گليسـ

مفيـد مـي   هـا   براي مهار رشد ساير بـاكتري  )درصد 3/0(
بـه   مرطـوب شـرايط   تحـت  C35° در دمـاي  باشد سـپس 

ــدت  ــازي     4-3م ــي س ــا غن ــد ت ــه داري گرديدن روز نگ
 .صورت گيرد ،جمعيت لژيونلا احتمالي موجود در نمونه

 ،پس از بروز كدورت بارز كه نشانه رشد باكتريـايي بـود  
 5/1ميكــرو تيــوب   6تمــام حجــم محــيط كشــت در    

سـانتريفيوژ يخچـال دار بـا     در ليتري تقسـيم شـده و   ميلي
دقيقه سانتريفيوژ شد و مجمـوع   20به مدت  12000دور 

حاوي بخـش اعظـم جمعيـت باكتريـايي تكثيـر       ،رسوب
در  ،بـا روش بويلينـگ   DNAاسـتخراج   سپس .يافته بود
بعــد از آن  .انجــام شــد دقيقــه 12بــه مــدت  C96°دمــاي

مرحله پرسيپيتاسيون با ايزوپروپانـل سـرد بـراي تخلـيص     
DNA  پس از استخراج . شدانجام DNA    تمـام نمونـه هـا

ارزيابي از نظـر غلظـت و    مورد 1توسط دستگاه نانودراپ
از يـك   PCRجهت اجـراي  . قرار گرفتند DNAكيفيت 

جفــت پرايمــر اختصاصــي گونــه لژيــونلا پنومــوفيلا كــه  
استفاده  )20(و همكاران طراحي شده بود Pourcel توسط
. هـا غربـالگري شـدند    ونـه بـدين ترتيـب تمـام نم   . گرديد

از يـك جفـت پرايمـر      هاي مثبت با اسـتفاده  سپس نمونه
و همكاران از  Englebergكه توسط  mipاختصاصي ژن

 bp 996طراحـي شـده و قطعـه     mipهاي مياني ژن  توالي
 Higaاين پرايمر توسـط  . )17(كند بررسي شدند توليد مي

                                                 
1. Thermo Scientific NanoDrop 2000  made in USA 

 الاييو همكاران هم مورد آزمون قرار گرفت و حساسيت ب
بـا   ،هـاي منفـي   بـالاخره تمـام نمونـه    .)21(نشان داده است

استفاده از يك جفت پرايمر يونيورسال طراحـي شـده از   
 مورد بررسي قرار گرفتند  16S rRNAبخش حفظ شده ژن

ها جستجو  تا وجود آلودگي باكتريايي غير لژيونلا در آن
  :صورت زير استه الذكر ب توالي پرايمرهاي فوق .شود

  
Legionella pneumophila-species specific primers 

(Lp-16S) 
F:  5- CCTGGGCTTAACCTGGGAC -3   

R:  5- CTTAGAGTCCCCACCATCACAT -3   
  

Legionella pneumophila-mip gene specific primers 
(Lmip R) 

F:  5- ATGATAGCTTATGACTGGTA -3  
R:  5- TTCCTTTGTTCACTCAGTAT -3  

  

Universal primer 16S rRNA 
F: 5- ATC AAG TAC AGT TAG TCT TTA G-3 
R: 5- ACG ATT CAA AGC TAA CTG AAT CAG T-3 

  
ــه ــن مطالع ــونلا   ،در اي از يــك ســويه اســتاندارد لژي

ــوفيلا  Legionella pneumophila type strainپنوم

NCTC 11192) (    تهيه شده از بخـش ميكـروب شناسـي
. دانشگاه تربيت مدرس به عنوان كنترل مثبت استفاده شد

  :صورت زير تهيه شده ب PCRمخلوط 
  

PCR premix2                 10 µl 

Primer (forward)           1 µl 

Primer (reverse)            1 µl 

ddH2o                           3 µl 

DNA (template)            5 µl 

Total                             20 µl 
  

ه براي هر دو جفت ژن لژيـونلا ب ـ  PCRبرنامه عملي 
  :صورت زير تدوين و اجرا شد

  

1 cycle 94 °C             5 min   Initial 
Denaturation 

35 cycle94 °C             40sec 
44°C             40sec 
72°C             40sec 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

1 cycle72°C             7 min Final Extension 

                                                 
2. Prime Taq Premix (2x) G2002 made in Korea 
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ــاي  ــر  anealingدم ــر   46براب ــراي پرايم ــه و ب درج
درجه  46برابر  anealingدماي ، 16S rDNA يونيورسال

محصول توسـط ژل  در نهايت  .سانتي گراد تنظيم گرديد
دقيقـه   45به مدت  و ولت 125درصد با ولتاژ  5/1آگارز 

الكتروفــورز شــده و توســط دســتگاه ژل داك نمايــان و  
  .عكسبرداري گرديد

  

  ها يافته
 آوري بيمارستان جمع 33نمونه از 140درمجموع تعداد

نمونه از شير  34نمونه از انكوباتورها و  72عداد ت. گرديد
متوسط . شد گرفتهنمونه از شير آب سرد  34آب گرم و 

زمان انكوباسيون جهت تسريع رشد و تكثير باكتري بـراي  
هـاي آب شـير    روز و بـراي نمونـه   3نمونه آب انكوباتورها 

 از درصـد  12حـدود  . روز بود 4ها  و گرم بيمارستان سرد
 درصـد  19و حدود  DNA غلظت ناكافياراي دها  نمونه

در مجموع تعـداد  . پايين داشتند DNAها كيفيت  از نمونه
و از ) درصد 5/8( نمونه واجد لژيونلا پنوموفيلا بودند 12

  mipژنداراي  )درصـد  3/33(نمونـه   4اين تعـداد فقـط   
  .)2و1 تصاوير شماره( )ها از كل نمونه درصد 8/2(بودند 
  

  
1   2   3   4    5    6    7   8   9   10  11  12  13 14 15 16 

 

. نمونـه  13با پرايمر اختصاصي گونه بـراي    PCRنتايج  :1 شماره تصوير
كـه بانـد    NCTC 11192ژنـوم سـويه اسـتاندارد   (كنترل مثبت  1رديف 

ــي ــت  bp 350 اختصاص ــكيل داده اس ــف . تش  ،Lader 100bp 2ردي
ي مثبـــت داراي بانـــد هـــا نمونـــه 11و10و8و6و5و4و3هـــاي  رديـــف

هـاي منفـي،    نمونه 15و14و13و12و9 هاي رديف ، bp 350اختصاصي 
  )آب( كنترل منفي 16رديف 

  
1   2   3   4   5   6   7  8  9  10  11 12 13 14 15 16  

  

 11بـراي   mipبـا پرايمـر اختصاصـي ژن     PCR نتـايج  :2شماره  تصوير
ژنـوم  (مثبـت   كنتـرل 2، رديـف   Lader 100bp 7و 1رديـف  . نمونـه 

تشـكيل   bp 996 كه باند اختصاصي NCTC 11192  سويه استاندارد
 هاي مثبت داراي بانـد اختصاصـي   نمونه 10و6و4و3 ، رديفداده است

bp 996 ي منفي، رديـف  نمونه ها 13و12و11و9و 8و5 ،رديف هاي
  ) آب(كنترل منفي 14

  
مـورد لژيـونلا    8نمونه آب انكوباتورها تعداد  72از 
مورد از  3كه ) درصد 1/11(  تشخيص داده شدپنوموفيلا

داشتند و بـه عبـارت ديگـر     mipژن ) درصد 5/37( ها آن
از آب انكوباتورها داراي لژيونلا پنوموفيلاي درصد  2/4

كشـي   لولـه  نمونـه آب سـرد   34از . بودند mip واجد ژن
نمونـه آب گـرم شـير     34مورد و از  2ها تعداد  بيمارستان
مـورد واجـد لژيـونلا پنومـوفيلا      2تعـداد  نيز  ها بيمارستان

شــايان ذكــر اســت كــه ). درصــد 8/5هــر كــدام ( بودنــد
كـدام ژن   لژيونلا پنوموفيلا هاي موجود در آب سرد هيچ

mip   نداشتند ولي نيمي از لژيونلا پنوموفيلا هاي موجـود
ــرم ژن  ــتند mipدر آب گـ ــد  9/2( داشـ ــل درصـ از كـ

فاقـد لژيـونلا   از كـل نمونـه هـاي    ). هـاي آب گـرم   نمونه
ــا پرايمــر ) درصــد 2/87( مــورد 109 دتعــدا ،پنومــوفيلا ب

 باند اختصاصـي تشـكيل دادنـد   ، 16S rRNAيونيورسال 
هـا بـود و چـون در     كه حاكي از آلـودگي باكتريـايي آن  

كننده، وانكومايسين افزوده شده بود و  محيط كشت غني
هر نمونه آب قبل از كشت يك مرحله تيمار حرارتـي را  

گـرم  ، هـاي مزبـور   رسد بـاكتري  مي، به نظر ه بودگذراند
 هاي فلور آب و انواع مقاوم به حرارت بـوده باشـند   منفي

هـا در   در صد آلودگي با اين بـاكتري . )3 شماره تصوير(
هـاي آب گـرم    و در نمونه درصد 1/87آب انكوباتورها 
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 بـود  درصد 5/93و در نمونه هاي آب سرد  درصد 7/82
  ).1 شماره جدول(

  

  
1   2   3  4  5  6  7  8   9  10 11 12 13 14 15 16  

  
بـراي   16S rRNAبا پرايمـر يونيورسـال     PCR نتايج: 3 شماره تصوير

ژنـوم  (كنترل مثبت  2، رديف Lader 100bp 9 و 1رديف. نمونه 13
تشـكيل   bp 320 كه باند اختصاصـي  NCTC 11192 سويه استاندارد

 هـاي  نمونـه  15و14و13و12و11و10و8و5و4و3هاي  داده است، رديف
هاي  نمونه 13و7و6هاي  رديف ،bp 320مثبت داراي باند اختصاصي 

  ) آب( كنترل منفي 16منفي، رديف 
  

  بحث
از كشت براي جدا سـازي  ، در اغلب مطالعات قبلي

بـه منظـور سـرعت    ولي در مطالعه ما  ،لژيونلا استفاده شد
از محـيط كشـت مـايع بـراي     بخشيدن به روند تشـخيص  

ي سازي جمعيت باكتريايي استفاده گرديـد در اغلـب   غن
روز وقت نياز بود تا كدورت محيط كشت  4-2موارد به 

نظـر  ه ب ـ. شـود  پديـدار بر رشد انبوه باكتريـايي   مبنيمايع 
 48(رسد علت اين كندي مربوط به حجم كـم نمونـه    مي

كه در مطالعـاتي كـه از كشـت     در حالي ،باشد) ميلي ليتر
از حجم زياد  ،كتري استفاده شده استبراي جداسازي با

ــراي  ) نــيم ليتــر( آب ــه و از فيلتراســيون ب ــه عنــوان نمون ب
با توجه . متراكم سازي جمعيت باكتريايي استفاده گرديد

در چنـدين مطالعـه    PCRبه اين نكته كه مقايسه كشت و 
ييـد شـده اسـت    أت PCRتكرار گرديد و حساس تر بودن 

 .روش مزبور خودداري شـد مقايسه دو   در اين مطالعه از
براي كـاهش دادن جمعيـت بـاكتري هـاي      ،در مطالعه ما

 از ،همراه در نمونه و براي برتـري دادن جمعيـت لژيـونلا   

و ) دقيقــه 30بــه مــدت  C50°(دو روش تيمــار حرارتــي 
اسـتفاده  ) وانكومايسـين ( افزودن گليسين و آنتي بيوتيك

. نــديــد شــده اأيايــن دو روش در مطالعــات قبلــي ت. شــد
افزودن گليسين به محيط كشت اختصاصي لژيونلا جهت 
انتخابي كردن محيط كشت و مهـار رشـد بـاكتري هـاي     

و همكـاران صـورت    Wadosky اولين بار توسط ،همراه
محيط كشت حاوي گليسين براي جداسازي . )22(گرفت

. گونه هاي لژيونلا از نمونه هـاي محيطـي مناسـب اسـت    
نشان داد كه لژيـونلا هـا   ) 1982( و همكاران Yeeمطالعه 

 رشد و تكثيـر يابـد و در دمـاي    C42°ي توانند در دما مي
°C50  مي تواند در شير آب گرم  اين دمازنده مي ماند و

گـرم و بـرج خنـك كننـده زنـده       تانك آب لوله كشي،
علت بيشتر جدا شدن لژيونلا . )23(باقي مانده و تكثير يابد

توان نسـبت داد ولـي    يدر منابع آب گرم را به اين نكته م
ه ب ـ ،براي لژيونلا مهاركننده است C50°دماهاي بالاتر از 

تــوان بــراي  را مــي C55°ويــژه دماهــاي بــالاتر از دمــاي 
در مطالعـه مـا    ،كنترل جمعيت لژيونلا در آب بكـار بـرد  

علت كـم بـودن مـوارد مثبـت در نمونـه هـاي آب گـرم        
زيـرا در   ،دبه ايـن نكتـه نسـبت دا   توان  ميها را  بيمارستان

دمـاي مخـزن آب گـرم را     ،هـاي ايـران   اغلب بيمارسـتان 
°C60 و حتي بالاتر تنظيم مي نمايند.  

كـه بـر روي    )2002(همكـاران   و  Legnaniمطالعـه 
ــاني شــهر    121 ــه آب گــرم مركــز بهداشــتي و درم نمون

نشان دادكه تراكم جمعيت  ،بولوني ايتاليا صورت گرفت
ابطـه معكـوس دارد   لژيونلا در آب گـرم بـا دمـاي آب ر   

نيز نشـان د اد  ) 2002( و همكاران  Darelidمطالعه). 24(
كه با تنظيم كردن دماي مخزن آب گرم بيمارستان بالاتر 

ها  ، وقوع پنوموني در بيمارستان مورد مطالعه آنC55°از 
بسـيار   ،كه قبلا يك اپيدمي لژيونلايي را تجربه كرده بود

ــوثر     ــرل م ــرا روش كنت ــت و آن ــاهش ياف ــابي ك ي ارزي
  .)25(كردند

هــاي  شــايان ذكــر اســت كــه در اغلــب بيمارســتان  
كشورهاي اروپـايي و آمريكـايي بـراي اجتنـاب از بـروز      

دمـاي مخـازن آب گـرم     ،آب گـرم  موارد سـوختگي بـا  
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تنظيم و نگهداري مي شود و به همين دليل  C50°حدود 
پنوموني هاي بيمارسـتاني لژيـونلايي    أهنوز آب گرم منش

) 1985(و همكاران   Meenhorstمطالعه . شود قلمداد مي
يــك مــورد پنومــوني لژيــونلايي  21كــه بــر روي تعــداد 

بـا ايزولـه كـردن بـاكتري از      و بيمارستان دانشگاهي هلند
 ،هـا صـورت گرفـت    ترشحات تنفسي و سروتايپينگ آن

نشان داد كه سروگروپ هاي باكتري هاي ايزوله شده از 
تم آب گـرم يكسـان بـوده    بيماران و ايزوله شـده از سيس ـ 

  .)26(است
كه بر روي ) 1993(و همكاران   Reinthalerمطالعه

بـا روش   كـه  بيمارسـتان  21نمونه آب سـرد و گـرم    210
 ،ايزوله كردن روي محيط كشت انتخابي صورت گرفت

) درصد 34(نشان داد كه درصد قابل توجهي از نمونه ها 
  .)27(مثبت شدند
ــر روي  كــه) 2005(همكــاران  و Borella مطالعــه ب

نشان  ،ايتاليا صورت گرفت يها نمونه آب گرم هتل 119
از نمونـه هـا لژيـونلا وجـود داشـته       درصد 85داد كه در 

هــا لژيــونلا پنومــوفيلا     درصــد از آن  8/45اســت كــه   
اين مطالعه نشان داد كه فراواني مـوارد لژيـونلا   . )8(بودند

سن هتـل  به  ،هاي مطالعه شده پنوموفيلا در آب گرم هتل
و بــا ميــزان كلــرين  داشــته و دمــاي آب بســتگي مســتقيم
علــت كــم بــودن مــوارد . باقيمانــده رابطــه معكــوس دارد

بـه  مـي تـوان   هاي آب سرد مطالعـه مـا را    مثبت در نمونه
سيستم هـاي آب سـرد   . ميزان كلرين باقيمانده نسبت داد

مين أبيمارستان هاي مطالعه شده از آب لوله كشي شهر ت ـ
 معمـول كلـر زنـي آن همـواره بـيش از حـد       مي شود كه

و  Tisonمطالعـه  . است كه براي لژيونلا ها كشنده اسـت 
ــاران  ــاي   ) 1983(همك ــه ه ــت گون ــه جمعي ــان داد ك نش

برابر كاهش مـي   1000لژيونلا در آب با كلر زني حدود 
بطـوري كـه جمعيـت     ،ثير داردأيابد و دماهاي پايين نيز ت

كم مي شود و بنـدرت   بسيار C15° لژيونلا در دماي زير
جمعيـت لژيـونلا پنومـوفيلا در     ضـمناً،  .ايزوله مي گـردد 

آب سرد در مقايسه با لژيونلاهاي غير بيماريزا به مراتـب  
و همكاران نيز روش هـاي افـزايش    Lin. )28(كمتر است

حذف هيپر كلرينه كردن و پرتو ماورا بنفش را براي  دما،
  .)29(سته اندثر دانؤآب بيمارستان ها ماز لژيونلا 

نيــز نشــان داد ) 1995(و همكــاران  Palmerمطالعــه 
بـويژه جمعيـت   ، كه كلر زنـي جمعيـت لژيونلاهـاي آب   

در  .)30(دهد كاهش ميلژيونلاهاي زنده و قابل كشت را 
علت كم بودن موارد مثبت در آب انكوباتورها  مطالعه ما

ها از آب مقطـر   به اين دليل است كه در اغلب بيمارستان
و همكاران در مطالعه خود  Qasem JA .شود فاده مياست
هاي باليني  جدا شده از نمونههاي لژيونلا پنوموفيلا  يزولها

روش  بــا اســتفاده از هــاي آب بيمارســتاني را   و نمونــه
  .)31(شناسايي و ژنوتايپينگ نمودندتشخيصي مولكولي 

بـر روي تعـداد   كه ) 2006(و همكاران  Joly مطالعه
 باو هاي خنك كننده  ها و برج نمونه آب آزمايشگاه 223

صورت گرفت   Real-Time PCR Quantitativeروش 
درجـه سلسـيوس و كلـرين     60نشان داد كه دماي بـالاي  

جمعيت لژيونلايي آب را بسـيار پـايين   تواند  باقيمانده مي
ــ ــوريه آورد ب ــخيص     ط ــل تش ــور قاب ــا روش مزب ــه ب ك
 نكته قابل توجه ديگر حجم هر نمونه است كـه . )32(نباشند
اصولا هر چـه  . دباش تواند در حساسيت تست اثرگذار مي

 مقدار نمونه آب زيادتر باشد حاوي تعداد بيشتري بـاكتري 
  .تر خواهد بود بيش نتيجه مثبت احتمال خواهد بود و
و  Joly و نيز مطالعه) 8(و همكاران   Borellaمطالعه
تعـداد بـاكتري بـراي      cut offنشان داد كه )32(همكاران

 3 10برابـر بـا   ،  PCR تشخيص لژيونلا پنومـوفيلا توسـط  

Cfu/L≥  بــا توجــه بــه نكتــه مزبــور و بــا ملاحظــه . اســت
اسـتفاده  نمونـه  ليتـر   ميلي 50كه در مطالعه ما از مقدار  اين

 تــوان را بــراي ايــن حجــم از نمونــه آب شــده اســت مــي
50Cfu ≥   در نظــر گرفــت و چــون حساســيتPCR  در

توانـد حتـي    مقايسه با كشت به مراتب بيشتر اسـت و مـي  
در بنـابراين   ،)33(باكتري و كمتر را رديابي كند 10تعداد 

منفي شدن تست را نمي تـوان بـه مـوارد منفـي     مطالعه ما 
كــه در مطالعــه مــا از    ويــژه آنه ســبت داد بـ ـكــاذب ن
) C 4°(در دماي پايين  )rpm12000( دور بالا ژسانتريفيو

ــه    ــاكتري هــاي موجــود در نمون ــراكم كــردن ب ــراي مت ب
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در روز  4-2استفاده شد و نمونه متـراكم شـده بـه مـدت     
كننده انكوبـه شـد    در محيط كشت غنيشرايط مناسب و 

توان بيـان نمـود    براين ميبنا ،تا جمعيت باكتري زياد شود
كه تقريبا تمام باكتري هاي موجـود در هـر نمونـه مـورد     

ــد   ــرار گرفتن ــايش ق ــمناً .آزم ــابي   ض ــايج ارزي  DNAنت
كارآيي بـالاي روش   به خوبياستخراج شده از نمونه ها 

نظـر  ه بنابراين ب ـ. مي دهداستخراج مورد استفاده را نشان 
بـه واقعيـت   رسد كه نتايج كسب شـده در مطالعـه مـا     مي

ــه توســط     ــابه ك ــه مش ــايج مطالع ــه نت ــك اســت و ب  نزدي
Yaslianfard ــاران ــه ) 2012( و همكــ ــورت گرفتــ صــ

  .نزديك است )34(است
 7نمونـه آب لولـه كشـي     52ور تعداد در مطالعه مزب

سـودوموناس   بيمارستان از نظر وجود لژيـونلا پنومـوفيلا،  
 Real-timeبـا روش كشـت و  آئروژينوزا و آسينتوباكتر 

PCR   درصــد از  6/9مــورد بررســي قــرار گرفــت و در
در مطالعـه  (نمونه ها لژيونلا پنوموفيلا تشخيص داده شـد  

و بـه ميـزان   هـاي شـير آب گـرم     از نمونـه  درصـد  8/5ما 
علـت ايـن   ). مثبـت بودنـد  ، همان درصد از شير آب سرد

در مطالعـه  . هـا نسـبت داد   به نوع نمونهتوان  ميتفاوت را 
هـا از سـر دوش هـا برداشـته      از نمونه از نيمي مزبور بيش

شد كه اغلب داراي بيوفيلم است و بيوفيلم مكان استقرار 
ها از شير آب  دائمي لژيونلا است ولي در مطالعه ما نمونه

دقيقه جـاري شـدن اخـذ گرديـد و      5گرم و سرد پس از 
  .بيوفيلم دخالت نداشت

يافته قابل توجه ديگر مطالعه ما اين است كه نسـبت  
بــا پرايمــر ، PCR در) درصــد 2/87(يي از نمونــه هــا بــالا

 نشـان دهنـده  مثبـت شـدند كـه      16S rRNAيونيورسال 
) غيــر از لژيــونلا پنومــوفيلا( وجــود آلــودگي باكتريــايي

بـا  ) 2011(و همكاران  Stojekمطالعه مشابه توسط . است
روش ايزوله كردن و شناسايي باكتري هـاي گـرم منفـي    

كـه مشـخص   ) 35( فتـه اسـت  همراه لژيـونلا صـورت گر  
اغلـب بـاكتري هـاي    هاي ذكـر شـده    در نمونه آب نمود

 بــه گونــه ســودوموناس   ، لاگــرم منفــي همــراه لژيــون   

 

ــه   ــه گونـ ــپس بـ ــوزا و سـ ــاس،  آئروژينـ ــاي آئرومونـ  هـ
تعلـق   1گزانتوموناس، ويبريو و گونـه فلاوبـاكتريوم بـروه   

ميزان آلودگي باكتريايي نمونه در مطالعه مزبور، . داشتند
 5/77هاي لوله كشي شهري تيمـار شـده بـا كلـرين     آب 

 گزارش گرديد كه بـه مطالعـه مـا نزديـك اسـت      درصد
ــد 2/87( ــي   ).درص ــه قبل ــين در مطالع و Stojek  همچن

ــاران  ــداد ) 2008(همك ــه  67تع ــي نمون ــه كش  6 آب لول
بــا روش ايزولــه كــردن و و بيمارســتان در شــرق لهســتان 

 8/47تند و در شناسايي باكتري ها تحت بررسي قرار گرف
و در  لژيـونلا پنومـوفيلا جـدا گرديـد     ،هـا  از نمونه درصد

هــاي گــرم منفــي غيــر  هــا بــاكتري از نمونــه درصــد 1/79
هـــا  آن درصـــد 5/71انتروباكترياســـه يافـــت شـــد كـــه 

شايان ذكر اسـت كـه   .)36(سودوموناس آئروژينوزا بودند
تفاوت درصد آلودگي لژيونلايي و غير لژيونلايي نمونـه  

ي بررسي شده در مطالعات مختلـف را بـه عوامـل    ها آب
و نيـز اكوسيسـتم منبـع     )37(بويژه شيوه تيمار آب ،متنوع

رغـم   اين مطالعه نشان داد كه علـي  .اصلي آب نسبت داد
ــاي بخــش    ــتفاده از آب مقطــر در مخــزن انكوباتوره اس

 استقابل توجه  و باكتريايينوزادان، آلودگي لژيونلايي 
اكد ماندن طولاني آب در مخـزن  توان ر كه علت آن مي

رسـد بـالا    نظر مـي ه ب. دانستانكوباتور و تشكيل بيوفيلم 
بودن دماي مخازن آب گرم و  بالا بودن كلرين باقيمانده 

كــم بــودن درصــد آلــودگي  علــت ،در آب لولــه كشــي
هاي آب گرم و سرد باشـد ولـي ايـن     لژيونلايي در نمونه

  .باشد ميثير أت ديگر بي اقدامات بر آلودگي باكتريايي
  

  سپاسگزاري
اين تحقيق با حمايت مـالي دانشـگاه علـوم پزشـكي     

وسيله از كمـك شـايان    بدين. گيلان صورت گرفته است
عمل ه خانم دكتر اشرف محبتي مبارز سپاس و قدرداني ب

 .آيد مي

                                                 
1. Flavobacterium breve 
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