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مقدمه 
لژيونلا ها كوكوباسيل های گرم منفي ، هوازی ، بدون اسپور می 
باشند)18،13(. لژيونلا یک باکتری هتروفیلیک درشبکه آبرسانی 
می باشد که مي تواند بعضي تك ياخته ها را آلوده كرده و سپس 
در داخل آن ها تكثير نمايد. این خصوصیت امکان بقای لژيونلا 
را در منابع و مخازن آبي ساخت انسان ) لوله كشي های منازل 
و  کند  می  (فراهم  ها  استخر  و  آبي  كولرهاي   ، ها  ساختمان  و 

شرايطي را براي باكتري به وجود مي آورد كه مي تواند به راحتي 
در مقابل عمليات تصفيه آب )كلر زني و . . .( مقاومت كند. در 
یا  تازه به صورت پلانکتونی  نتیجه به طور طبیعی در آب های 
انسان  ریه  وارد  آئروسل  تشکیل  از طریق  و  مانده  زنده  بیوفیلم 
از روش هاي  استفاده  با  بیماری می کند. لژيونلا  ایجاد  و  شده 
كشت و PCR به ترتيب در 40 و 80 درصد آب هاي شيرين 
قابل جداسازي است )16(. این باکتری علاوه بر منابع آبی مثل 
دریاچه  ها، رودخانه ها از شبکه های لوله کشی شهری، تأسیسات 
و  سرد  آب  توزیع  های  سیستم  مطبوع،  تهویه  و  کننده  خنک 
گرم در ساختمان های بزرگ و هتل ها و بیمارستان ها حتی از 
منازل مسکونی جدا شده است)19(. كليه وسايل و تجهيزات آبي 
كه در حين كار قطرات و ذرات ريز )آئروسل=افشانه( ايجاد مي 
كنند از قبیل دوش حمام ها، كولرهاي آبي، شير آب و مرطوب 
كننده ها در انتقال لژيونلا از آب به هوا و آلودگي آن نقش دارند. 

بررسی میزان آلودگی منابع آب محیطی و بیمارستان های شهر ا هواز به باکتری لژیونلا، با 
16S rRNA استفاده از کشت و تکثیرژن

مینا مرادزاده1* ، سید مجتبی موسویان2

1. گروه میکروب شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز ، اهواز، ایران

2. گروه میکروب شناسی ، انستیتیو تحقیقات بهداشتی _مرکز تحقیقات بیماری های عفونی و گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز، اهواز، ایران

چکیده:
سابقه وهدف: بیماری لژیونر در نتیجه ی استنشاق آئروسل های آلوده ،از منابع آبی مختلف ایجاد می شود. هدف از این مطالعه 
، بررسی میزان آلودگی منابع آب محیطی و بیمارستان های شهر اهواز به باکتری لژیونلا ، با استفاده از روش استاندارد کشت و روش 

مولکولی مبتني بر PCR می باشد.
 مواد و روش ها: تعداد 100 نمونه آب از منابع مختلف محیطی و بیمارستانی سطح شهر اهواز برداشت و به آزمایشگاه منتقل شد. 
نمونه ها بعد  از تریتمنت اسیدی جهت حذف باکتری های مزاحم به محیط های کشت BCYE  وMWY تلقیح گردیدند. هم چنین 

از متد PCR ، جهت تکثیر ژن  16S rRNA و تایید ايزوله هاي جدا شده بر روي محيط كشت استفاده شد. 
یافته ها : نتایج این مطالعه از طریق کشت نشان داد که 15 % از مجموع 100 نمونه آب مورد بررسی از نظر حضور لژیونلا ها مثبت 
بودند که فراوانی نسبی آنها در نمونه های بیمارستانی8% و در نمونه های محیطی 7% بوده است. تمام نمونه های مثبت از طریق کشت 

، با انجام PCR ژن 16S rRNA مورد تایید قرار گرفتند. 
نتیجه گیری: نتایج حاصل از این مطالعه نشان می دهد که علی رغم استفاده از آب تصفیه شهری 15% نمونه ها به باکتری لژیونلا 

آلوده بودند. بنابراین جلوگیری از انتشار باکتری با استفاده مداوم از ضد عفونی کنندها، امری ضروری می باشد.
PCR-کلمات کلیدی:لژیونلا-سیستم های آبی
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استنشاق اين آئروسل هاي آلوده توسط انسان به بيماري و در 
نتيجه ايجاد همه گيري منجر مي شود)16(. تاکنون 52 گونه و 
71 سروگروپ از لژیونلا شناسایی شده که حداقل 23 گونه از آن 
برای انسان بیماری زا می باشد)12(. لژیونلا می تواند عامل 2 نوع 
بیماری باشد. تب پونتياك (Pontiac fever) يك بيماري شبه 
آنفولانزاي خود محدودشونده و از سوي ديگر بيماري سيستميك 
و كشنده لژيونر (Legionnaire`s disease) که يك بيماري 
پنومونيك بالقوه خطرناك می باشد )23(. از عوامل اصلی شیوع 
لژیونلوزیس در بیمارستان ها و ساختمان های بزرگ ، می توان 
لوله کشی اشاره نمود  به برج های خنک کننده و سیستم آب 
انتقال  بر  مبنی  فراوانی  ها  گزارش  مختلف  ها  مقاله  در   .)24(
عفونت لژیونلا از سیستم های آب گرم، تانک های ذخیره آب، 
دوش آب، سیستم های تهویه هوا، دستگاه های همیشه مرطوبت 
و هم چنین استخرهای آب درمانی ، سیستم های و دستگاه های 
تنفس، یونیت های دندانپزشکی، سیستم های دیالیز و دستگاه 
ایران میزان شیوع  های آب سرد صنعتی منتشر شده است در 
متفاوتی گزارش شده است با توجه به عوارض ناشی از لژیونلا و 
عدم توجه کافی در تشخیص و جداسازی این باکتری در بخش 
های تنفسی ، این مطالعه با هدف بررسی میزان آلودگی منابع 
به  اهواز  های شهر  بیمارستان  های مصرفی  آب  و  آب محیطی 

جنس لژیونلا به کمک روش کشت و PCR انجام شد.

روش کار
جمع آوری نمونه ها

این مطالعه توصیفی- تحلیلی طی مدت 6 ماه از اردیبهشت تا تیر 
و از مهر تا آذر 1393بر روی مجموع 100 نمونه آب جمع آوری 
شده از منابع مختلف آبی 5 بیمارستان آموشی )56 نمونه( و نیز 
از منابع محیطی سطح شهر اهواز )44نمونه( صورت گرفت. مکان 
هایی که از بیمارستان ها و منابع محیطی جهت نمونه برداری 
مورد استفاده قرار گرفتند عبارتند از: بن ماری های آزمایشگاه 
ها، شیرهای آب ،سیستم نبولایزر، انکوباتور نوزادان، یونیت های 
، دوش های حمام منازل و  تانکرهای ذخیره آب  دندانپزشکی، 
و  ، حوضچه  کننده  خنک  های  سیستم  و  بیمارستان، چیلرها 
میادین سطح شهر. از هر منبع یک نمونه با حجم 500 سی سی 
در ظروف استریل جمع آوری شده و با دقت تمام به آزمایشگاه 
اهوا   شاپور  جندی  دانشگاه  پزشکی  دانشکده  شناسی  میکروب 

منتقل و مورد بررسی و آزمایش قرار گرفتند.

آماده سازی و کشت نمونه ها

 10 مدت  به   5000 دور  با  کشت،  برای  شده  تهیه  های  نمونه 

دقیقه در لوله فالکون های 50 سی سی استریل )هر نمونه 10 
بار(سانتریوفیوژ شدند. سپس مایع رویی را دور ریخته و از رسوبات 
حاصل به اندازه نیم  سی سی به لوله  های حاوی5 /4 سی سی 
بافر اسیدی HCL-KCL با pH= 2/2 جهت تیمار اسیدی و 
حذف آلودگی سایر باکتری ها اضافه شد. این لوله ها به آرامی 
ورتکس شده و بعد چند قطره از هر نمونه به حداقل یک محیط 
 (Bufferd Charcoal Yeast  BCYE انتخابی  غیر  کشت 
(Extract Agar به همراه مکمل SR110A و نیز یک محیط 
به   MWY(Modified Wadowsky and Yee) انتخابی 
همراه مکمل SR118E (Oxoid CO.UK) تلقیح گردیدند. 
دار،حاوی 2/5درصد  در جار شمع  داده شده  های کشت  پلیت 
 37 انکوباتور  در  مرطوب  محیط  در  روز   7-14 مدت  به   CO2

درجه نگهداری شدند. سپس کلنی های رشد یافته مشکوک به 
لژیونلا مورد بررسی بیش تر قرار گرفتند . از هر کلنی مشکوک 
لام گرم ، جهت بررسی و مشاهده باسیل های گرم منفی نازک 
تهیه شد. بعد از تایید لام گرم, کلنی ها بر روی دو محیط بلاد 
از  .بعد  داده شدند  آگار)MERCK( کشت  کانگی  و مک  آگار 
محیط  این  درجه،   37 دمای  در  انکوباسیون  ساعت   72 تا   24
بر روی محیط  باکتری،  قرار گرفتند.عدم رشد  بررسی  ها مورد 
احتمالی حضور  تایید  آگار، جهت  کانگی  و مک  آگار  بلاد  های 
از  باشد)15،14،4(.بعد  می  بررسی  مورد  های  نمونه  در  لژیونلا 
تهیه کشت خالص از کلنی های مشکوک، به منظور تایید نهایی 
 16Sژن تکثیر  جهت   PCR ازروش  شده،  ایزوله  لژیونلاهای 

rRNA استفاده گردید.

PCR نمونه ها

برای آماده سازی نمونه ها به منظور PCR ,کشت خالص از کلنی 
های تایید شده تهیه شد و استخراج DNA به روش جوشاندن 
در دمای 96 درجه سانتی گراد به مدت 15 دقیقه انجام شد)2(.
به منظور تکثیر ژن 16SrRNA از یک جفت پرایمر اختصاصی 
)جدول1( جنس لژیونلا جهت تولید قطعه bp650 استفاده شد 
)21(. در این مطالعه از سویه استاندارد لژیونلا پنوموفیلا33152  
ATCC به عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر به عنوان کنترل 

منفی استفاده شد.

ژن و پرایمر 
16SrRNA توالی(´3 - ´5)                PCR اندازه محصول

)bp( رفرنس

Forward
Revers

         5- AAGATTAGCCTGCGTCCGAT-3´
   5-´GTCAACTTATCGCGTTTGCT-3´

650 21

PCR جدول1- توالی پرایمر و شرایط

نتایج

منابع  از  شده  آوری  جمع  آبی  نمونه   100 روی  بر  بررسی 
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بیمارستانی و محیطی شهر اهواز نشان داد که بطور کلی %15 
مطلق  فراوانی  بودند.  مثبت  لژیونلا  جداسازی  نظر  از  ها  نمونه 
ونسبی موارد مثبت لژیونلا از طریق کشت و PCR به تفکیک 
ایزوله )14/3%( و در 44  در56 نمونه آبی منابع بیمارستانی8, 
نمونه آبی محیطی 7 ایزوله )15/9%( بوده است .توزیع فراوانی 
مورد  بیمارستانی  آبی  منابع  در  بررسی  مورد  های  نمونه  تعداد 
مطالعه و نیز انواع منابع آبی مورد بررسی و هم چنین تعداد و 

درصد موارد مثبت لژیونلا در جداول )1( و)2( ذکر شده است. 

درصد نسبت 
به کل 

تعداد ایزوله 
لژیونلا  تعداد نمونه  نام 

بیمارستان 

%1/8 1 5  بیمارستان
 گلستان

     % 1/8 1 5  بیمارستان
 شفا

  %7/14 4 9  بیمارستان
 امام خمینی

     %1/8 1 3  بیمارستان
ابوذر

%1/8 1 7  بیمارستان
 رازی

       %0 0 8  بیمارستان
 مهر

       %0 0 6  بیمارستان
 سینا

  % 14/3 8 56 نمونه  تعداد کل

جدول1- توزیع فراوانی نمونه های آبی در بیمارستان های مختلف و میزان 

PCR ایزوله های لژیونلا  از طریق کشت و

پس از انجام  PCR و تکثیر ژن  16S rRNA در ایزوله های 
مشکوک به لژیونلا ،  مشخص گردید که تمام نمونه های مثبت 
شدند  مثبت  نیز   PCR مولکولی روش  با  کشت،  توسط  شده 

)شکل1(.

 7 و   6  5,  4,  3,  2, :چاهک   PCR محصولات  الکتروفورز  شکل1-نتایج 

 Legionella( نمونه های آب كشت مثبت لژیونلا؛ چاهک:1 کنترل مثبت

 DNA(مارکر سایز   :M چاهک  و  منفی  :کن  ،چاهک8   ATCC 13152

Ladder(1000 جفت بازی 

درصد  موارد مثبت  تعداد نمونه 
ها 

محل نمونه 
گیری          

%4 4 14  بن ماری 37
درجه

%2 2 14  دوش حمام و
فیلتر آب

 %2 2 10  آب سرد کن
ورسوب شیر آب

%1 1 15  یونیت
دندانپزشکی

%1 1 6  چیلر و برج
خنک کننده

%3      3    16
میادین و 

حوضچه سطح 
شهر

%0 0 8 انکوباتور نوزادن

%0 0 8 نبولایزر

 %2 2 9  تانکر ومنابع
ذخیره آب

%15 15 100  جمع کل نمونه
   ها

 جدول2 - توزیع فراوانی نمونه هاي آبی مورد آزمایش و نتایج جداسازي 

لژیونلا طریق کشت و PCR از کل نمونه های بیمارستانی و محیطی  

  بحث 
همزیستی آن با تک  و  لژیونلا  ویژگی هاي خاص اکولوژیکی 
یاخته ها، به ویژه در بیوفیلم سیستم هاي آبرسانی شرایط لازم 
بیماری   .)17،5( رشد و تکثیر باکتري را فراهم میکند  براي 
لژیونر به عنوان یک علت کشنده در میان پنومونی های باکتریال 
شناخته شده است. میزان مرگ ومیر بستگی به شدت بیماری 
ابتلا ، تشخیص و درمان به موقع به وضعیت سیستم  چگونگی 
ایمنی افراد دارد.شایع ترین علت مرگ ومیر در بیماران ,نارسایی 
تنفسی می باشد )20(. بر اساس مطالعات انجام شده در ایالات 
متحده از سال2003-2005هرساله به طور متوسط 2000 نفر از 

طریق آب آلوده به این بیماري مبتلا شده اند)10(.

بر اساس مطالعه صورت گرفته مشخص شد که از 56 نمونه آبی 
بیمارستانی جمع آوری شده 8 مورد )14/3%( به لژیونلا آلوده 
آلودگی نمونه های  این که بیش ترین میزان  به  با توجه  بودند 
آزمایشگاه  ماری های  بن  به  این مطالعه مربوط  بیمارستانی در 
می باشد به نظر می رسد که عواملی مانند راکد بودن آب،درجه 
جمله  از  بیوفیلم  ،تشکیل  آزادزی  های  آمیب  فراوانی  حرارت، 
عوامل موثر در رشد و تکثیر لژیونلا به حساب می آیند و همه 
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منابع ذخیره آب  این  از  باکتری  این  به جدا سازی  این شرایط 
نشان   )2002( و همکاران   Darelid کند.)21،10(.  کمک می 
از  بالاتر  بیمارستان  گرم  آب  مخازن  دمای  تنظیم  با  که  دادن 
از  و  یافته  کاهش  بسیار  پنومونی  وقوع  گراد،  سانتی  درجه   55
.)11( کنند  می  استفاده  موثر  کنترلی  روش  یک  عنوان  به  آن 

نمونه آب گرم  بررسی 119  با   Borella و همکاران )2005( 
هتل های ایتالیا نشان دادند که در 85 درصد از نمونه ها لژیونلا 
وجود داشته و اینکه فراوانی لژیونلاها به دمای آب بستگی دارد 
)7(. این موضوع بر اساس نتایج مطالعه ما که بیش ترین موارد 
تایید می گردد. در  نیز  باشد  به بن ماری ها می  مثبت مربوط 
مطالعه ای که توسط اسلامی و همکارانش )1391( در سیستم 
آبرسانی بیمارستان طالقانی تهران صورت گرفت، 34% نمونه ها 
كه از نظر لژيونلا مثبت بودند که72 % آن مربوط به سيستم آب 
گرم بيمارستان و 28% مرتبط با نمونه هاي آب سرد بود که با 
نتایج حاصل از این مطالعه که بیش ترین موارد مثبت مربوط به 
بن ماری های 37 درجه می باشد مطابقت داشت)1(. در مطالعه
و همکاران که طی سال های 1998- 2008در   Campese 
کشور فرانسه صورت گرفت ،11147 مورد از بیماري لژیونلوزیس 
را در طی 10 سال شناسایی و برج هاي خنک کننده را محتمل 
 7/3 حاضر  مطالعه  در   .)9( کردند   ترین منبع عفونت تعیین 
حضور  نظر  از  بررسی  مورد  کننده  خنک  های  برج  از  صد  در 
لژیونلا مثبت بوده است. البته ممکن است استفاده از آب ژاول 
در تانکرهای مخصوص مربوط به چیلرها و برج خنک کننده  بر 
میزان کم جداسازی لژیونلا تاثیر گذاشته باشد )22(. در بررسی 
که توسط موسویان و همکاران )2011( بر روی 150 نمونه آبی 
جدا شده از استخرهای پرورش ماهی، استخر های شنا و نیز برج 
های خنک کننده در اهواز صورت گرفت، نشان داده شد که از 
150 نمونه جمع آوری شده 7/3 درصد با کشت از نظر لژیونلا 
پنوموفیلا مثبت بودند که با نتایج مطالعه حاضر که از نمونه های 

محیطی جدا شده مطابقت دارد )19(.

 150 روی  بر  که  همکارانش)1392(  و  میرمحمدلو  مطالعه  در 
نمونه آب سه بیمارستان نظامی در تهران صورت گرفت، میزان 
علت  و   )3( است  گزارش شده  نمونه%37/3  لژیونلا در56  وفور 
است  ممکن  حاضر)%15(،  مطالعه  با  محمدلو  میر  نتایج  تفاوت 
در نوع نمونه )تنوع نمونه ها( و استفاده از فیلتراسیون غشایی و 

پمپ خلا به جای سانتریفوژ باشد.

نتیجه گیری
 مطالعات نشان داده اند  که مقاومت این باکتری به مواد گندزدا، 
به  ویرولانس  فاکتورهای  حضور  و  کلر  ها،  کننده  ضدعفونی 

گوناگون  و  مختلف  شرایط  در  را  تکثیر  و  رشد  امکان  باکتری 
تصفیه  رایج  های  روش  که  رسد  می  نظر  به   .)25( دهد  می 
شهری اهواز برای از بین بردن این میکروارگانیسم کافی نیست 
ترین  بیش  آبی  شیرهای  و  آب  ذخیره  منابع  که  آنجایی  از  و 
مصرف را در زندگی روزانه مردم دارند به نظر می رسد که باید 
حرارتی،  های  کننده  ضدعفونی  از  استفاده  مانند  روش هایی 
به عنوان  نقره  مونوکلرآمینیونیزاسیون، هیپرکلریناسیون مس و 
روش های معمول تصفیه و به منظور حذف این میکروارگانسیم 
و سایر میکروارگانیسم های مشابه جایگزین گردد )25،8،6(. هم 
چنین توجه به pH آب هنگام تصفیه آن بسیار ضروری می باشد 
با   .)26( باشد  می  قبول  قابل   5/8 تا   5 pH حدود  معمولا  که 
توجه به مقاومت به طور نسبی بالای لژیونلا ها نسبت به حرارت 
، انتظار می رود که دمای بالای درجه حرارت در شهر اهواز بر 
تکثیر و انتشار این باکتری تاثیر بگذارد،بنابراین توصیه می شود 
آب  مصارف  برای  آبی  های  فیلتر  و  تصفیه  های  دستگاه  از  که 
بیمارستانی و منازل استفاده گردد. هم چنین استفاده از روش 
و  آب  آب،تخلیه  تصفیه  و  گندزدایی  نوین جهت  و  جدید  های 
از  استفاده  آب،  نگهداری  تانکرهای  و  منابع  مرتب  کردن  تمیز 
میزان  بردن  بالا  آب،  مسیر گردش  در  باکتریولوژیک  فیلترهای 
درمانی  درتجهیزات  استفاده  جهت  مقطر  آب  از  استفاده  کلر، 
تنفسی می تواند روش هایی برای کنترل و پیش گیری از انتشار 
به مطالعه ها صورت گرفته، در  با توجه  باشد )7(.  باکتری  این 
اغلب بخش هاي مهم بیمارستان ها نظیر آي سی یو و سی سی 
یو تراکم بالای لژیونلا نگران کننده می باشد و نیازمند مطالعه ها 
جامع تر و کامل تری می باشد. مطالعه ها تكميلي با استفاده از 
تعيين توالي ‍ژن هاي كاربردي مي تواند به شناسايي دقيق گونه 
به خصوص گونه لژيونلا پنوموفيلا به عنوان يك پاتوژن فرصت 

طلب انساني كمك نمايد.

سپاسگزاری
این مطالعه بخشی از طرح تحقیقاتی مصوب شماره 93120می 
مرکز  و  پژوهشی  محترم  معاونت  از  وسیله  بدین  لذا  باشد. 
بیماری های عفونی گرمسیری دانشگاه علوم پزشکی  تحقیقات 
این  از  مالی  های  و حمایت  تصویب  بخاطر  اهواز  شاپور  جندی 

طرح تشکر و سپاس گزاری می نمائیم.
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