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  كننده خنك هاي برج آب در لژيونلا باكتري رديابي

  
  5زاده حسن اكبر ،4دستجردي وحيد مرضيه ،3زاده حاتم مريم ،2آئين نيك مهنازدكتر  ،1اصغري بقال فرزانه

  
  

  چكيده
 و لژيونلوزيس هاي نام به بيماري نوع دو باكتري اين. است شده جدا متعددي آبي منابع از كه باشد مي اسپور بدون و منفي گرم باكتري لژيونلا :مقدمه

 هاي برج .گيرد مي صورت ارگانيسم اين به آلوده آبي منابع از شده ايجاد يها آئروسل طريق از انسان به ها آن انتقال كه كند مي ايجاد پونتياك تب
 هاي برج در باكتري اين رديابي منظور به رحاض ي مطالعه بنابراين. شوند مي محسوب بيماري شيوع منبع يك عنوان به به طورر معمول كننده خنك
 .گرديد ريزي طرح كننده خنك

 جهت و شدند منتقل آزمايشگاه به pH و دما گيري اندازه از بعدها  نمونه. گرديد برداشت كننده خنك هاي برج آب از نمونه 33 مطالعه اين در :ها روش
 كدورت، گيري  اندازه همچنين مطالعه اين در. گرفتند قرار بررسي مورد) Polymerase chain reaction )PCR و كشت روش دو به باكتري رديابي
 .گرفت انجام نيزها  هتروتروفيك نمونه يها باكتري شمارش و مس روي، منگنز، آهن،

 .شدند گزارش لژيونلاها واعان به آلودهها  نمونه درصد Nested PCR 70 روش از استفاده با وها  نمونه درصد 15 كشت روش از استفاده با :ها يافته
 .بود آلوده يها نمونه در زا بيماري اصلي ي گونه عنوان به پنوموفيلا لژيونلا وجود نشانگر تكميلي يها تست نتايج

 بروز از يريجلوگ جهت بنابراين. باشند مي لژيونلا باكتري انتشار در بالقوه منبعي كننده خنك يها برج كه داد نشان مطالعه اين نتايج: گيري نتيجه
 كارگيري به و باكتري رديابي دارند، وجود ايمني نقص داراي و حساس افراد كه بيمارستاني يها محيط در خصوص به باكتري اين به وابسته هاي بيماري
  .باشد مي ضروري باكتري كنترل جهت مؤثر يها روش

  آب كننده، خنك برج ،PCR لژيونلا، :واژگان كليدي
  

  مقدمه
 بـه  منفـي  گـرم  و هوازي كوچك، يها اسيلب لژيونلاها

در  بقـا  توانـايي  كه هستند ميكرون 5/0-7/0 × 2 ابعاد
 مواد مغـذي  گوناگون، pH و حرارت  درجه با هاي آب
 اصـلي  عامـل  پنوموفيلا لژيونلا. )1( دارند را اكسيژن و

 1997 سـال  در بار اولين پونتياك، تب و لژيونر بيماري
 شـد  گزارش فيلادلفيلا در حاد پنوموني شيوع دنبال به
 از و متعــدد منــابع از بــاكتري ايــن بعــد بــه آن از. )2(

 مشـخص  و شـد  جدا خاكي و آبي مختلف هاي محيط
 از آبـي  منـابع  ي همـه  توانـد در  مي باكتري اين كه شد

 هــاي آب تهويــه، يهــا سيســتم در موجــود آب جملــه
 گـرم  آب و كننـده  خنـك  يهـا  بـرج  شير، آب سطحي،

 ازها  گيري همه اغلب و باشد داشته وجود ها بيمارستان
  .)3-4( گيرند مي منشأ منابع اين

 20كـه  اند شده شناسايي لژيونلا ي گونه 52 از بيش
لژيـونلا  . هسـتند  زا بيمـاري  انسـان  بـراي  ها آن ي گونه
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 اسـت  متفاوت سرمي ي گونه 15 داراي خود پنوموفيلا
 مـوارد  و هـا  اپيـدمي  درصد 82عامل  آن يك ي گونه و

 انتقـال  كه است شده مشخص. )5-6( باشد مي گير تك
ــوا راه از ميكــروب ــل ،ه ــال اصــلي عام ــاري انتق  بيم

 آب ريـز  ذرات استنشاق طريق از باكتري اين. باشد مي
 جــايگزين انســان تنفســي دســتگاه در بــاكتري حامــل
 تعــداد. )7( گــردد مــي بيمــاري بــه منجــر و شــود مــي

 يهـا  آئروسـل  ي انـدازه  بـه  شـده  استنشاق يها باكتري
 5 از تـر  كوچك تذرا را خطرات بيشترين( شده توليد

 زمــان و هــوا در ذرات پراكنــدگي ،)دارنــد ميكرومتــر
  . دارد بستگي ها آن با مواجهه

 ايجـاد  را كلينيكي مستقل بيماري نوع دو لژيونلاها
 بـا  شديد بيماري يك كه لژيونر بيماري يكي .نمايند مي

 پونتيـاك  تـب  ديگـري  و باشـد  مي ارگان چند درگيري
 ي شـونده  محدود خود به خود بيماري نوعي كه است
 سالخورده، پير، افراد. )2، 5، 7( باشد مي آنفولانزا شبيه
 نيـز  و ايمنـي  نقص به مبتلا اشخاص همچنين و معتاد

 شـان  بـدن  دفـاعي  سيسـتم  دليـل،  هـر  بـه  كه بيماراني
 نـوع  ايـن  جـدي  تهديـد  مـورد  ،اسـت  شـده  تضعيف
  . )8-9( دباشن مي عفونت

 داراي يهـا  آميـب  بـا  نزديكـي  ارتباط در هالژيونلا
ــدگي ــل آزاد زنــ ــا، مثــ ــا آكانتامبــ  و پروتوزوئرهــ

 عنـوان  به ها آن درون و كنند مي زندگي ها سيانوباكتري
 بـه ها  آميب اين. برند مي سر به سلولي درون انگل يك

ــوان ــت عن ــده  محافظ ــا ي كنن ــت در لژيونلاه  و طبيع
 داراي كننـده  خنـك  يهـا  بـرج  در هـا  آن ي دهنده تكثير

 كيست در لژيونلا گرفتن پناه كه اچر ،؛باشند مي اهميت
 در هـا  آن مانـدن  بـاقي  فعال و زنده باعثها  ياخته تك

 تـا  و شـود  مـي  تـر  طولاني زمان مدت و خشك شرايط
 انسـان  توسـط  بـاكتري  محتوي يها آئروسل زماني كه

 بـاقي  معلـق  صـورت  به فضا در مدتي شوند، استنشاق
  .)10-11( مانند مي

 در معمــول روشــي هنــوز لژيــونلا بــاكتري كشــت
 بـه  توجـه  بـا  ولـي  ،رود مـي  شمار به باكتري شناسايي
 با و آن كمتر حساسيت جمله از كشت روش مشكلات

هـا   نمونـه  از لژيـونلا  جداسازي جهت اين كه به توجه
 باشـد،  مـي  نيـاز ) روز 7 حـداقل ( طـولاني  زمان مدت

 PCR جملــه از تــري پيشــرفته يهــا روش امــروزه
)Polymerase chain reaction (از اســـتفاده بـــا 

ــورد 16S rRNA و 5S rRNA ژن از تكثيربخشــي  م
  . )3، 11-12( گيرد مي قرار استفاده

 بيمـاري  روي بـر  جهـان  راسـر س در زيادي مطالعات
 مطالعـات  ايـن  نتـايج  .گرفته اسـت  صورت لژيونلوزيس

بـه   بشـر  سـاخت  آبـي  يها سيستم كه است آن از حاكي
 شــيوع اصــلي عوامــل از كننــده خنــك هــاي بــرج ويــژه

  .)13( باشند مي جوامع در و ها بيمارستان در لژيونلوزيس
 عنـوان  بـه  كننـده  خنـك  هـاي  برج نقش به توجه با
 مشـكلات  و لژيـونلا  بـاكتري  انتقـال  در بـالقوه  عاملي
 در هـا  بـرج  صـحيح  نگهـداري  و برداري بهره با مرتبط
 بررسـي  بـاكتري،  اين حذف و كنترل ي زمينه در كشور

 انجـام  جهـت  كننـده  خنـك  هاي برج ميكروبي آلودگي
ــدامات ــي اق ــيش در كنترل ــري پ ــ از گي ــت وعيش  عفون

 اين از هدف بنابراين. )13( باشد مي ضروري ييونلايلژ
 بـه  كننده خنك هاي برج آب در لژيونلا رديابي ،مطالعه
 همچنـين . بـود  هـا  بيمارستان در موجود هاي برج ويژه
 وجود روي بر آب شيميايي فيزيكي و پارامترهاي تأثير
  .گرفت قرار ارزيابي مورد ها برج در باكتري اين

  
  ها روش

   يها بيمارستان ي كننده خنك يها برج از مطالعه اين در
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 يها برج از همچنين و پزشكي علوم دانشگاه به وابسته
 دانشگاه و اصفهان دانشگاه ي محوطه كل ي كننده خنك
 هر از .گرفت انجام برداري نمونه اصفهان پزشكي علوم
 بـراي  سي سي 500 و كشت روش براي ليتر يك محل
 بـرداري  نمونـه  ظروف. شد برداشت نمونه PCR روش
 استريل اي شيشه ظروف لژيونلا، باكتري بررسي جهت
 فضـاي  انـدكي  بودنـد و  پر نشده كامل كه به طور بود

 مـد هـا   ارگانيسـم  نياز مورد اكسيژن تأمين جهت خالي
 گيـري  انـدازه  از بعد بلافاصلهها  نمونه. گرفت قرار نظر
 از روز همـان  و شـدند  منتقـل  آزمايشگاه به pH و دما
  .گرفتند مي قرار آزمايش مورد ميكروبي كشت نظر

 در PCR و كشـت  برايها  نمونه سازي آماده جهت
صافي  از استفاده باها  نمونه روي فيلتراسيون عمل ابتدا

 داخــلهـا   صـافي  ســپس .گرفـت  انجـام  ميكـرون  2/0
پـس از  . قرار گرفتنـد  استريل مقطر آب حاوي ظروف

 دور با و گرفتند قرار Shaker در دقيقه 30 مدت به آن
 وارد و جدا صافي ازها  باكتري تا شدند  Shake متوسط
 5 مـدت  به شدن Shake از بعدها  نمونه. ندشو محلول
 جـدا  از تا گرفتند  قرار اولتراسونيك حمام داخل دقيقه
 شستشـو  محلـول  بـه  ورود و صافي ازها  باكتري شدن

  .شود حاصل اطمينان
 عمـل  لژيـونلا،  باكتري كشت جهت مطالعه اين در
 انجـام هـا   نمونه روي حرارتي و يدياس ي تصفيه پيش

 عوامـل  رفع واقع درها  نمونه ي تصفيه از هدف. گرفت 
 بهينـه  شـرايط  ايجاد و) ها ميكروارگانيسم ساير( مزاحم
  .بود لژيونلا رشد براي

 آمـاده  ي نمونـه  از سي سي يك اسيدي ي تصفيه در
 سـي  سـي  يك حاوي دار و پيچ دار درب ي لوله در شده

ــول ــولار 2/0 اســيدي محل ــا  KCL/HCL م  pH=  2ب
 نگـه  اتـاق  دمـاي  در دقيقـه  15 مـدت  به شد و ريخته

 محلـول  از سـي  سـي  يـك  دقيقه 15 از بعد .داشته شد
 محلـول  pH. گرديـد  اضـافه  آن به قليايي ي كننده خنثي
 لژيـونلا  بـاكتري  بـراي  مناسـب  pH كه بود 9/6 حدود

 حمام درونها  نمونه حرارتي، ي تصفيه جهت. باشد مي
 30 مـدت  بـه  گراد سانتي ي درجه 50 حرارت در خارب

  .)14( شدند  داده كشت سپس و گرفتند قرار دقيقه
 و ساده كشت محيط نوع دو ازها  نمونه كشت براي
 BCYE محيط ساده، كشت محيط. شد استفاده انتخابي

)Buffered charcoal yeast extract( ــاوي  حــ
 محيط و بود آهن پيروفسفات و L-cystein هاي مكمل
 مكمـل  كـه  بـود  سـاده  محـيط  هماننـد  انتخابي كشت
 هر ازاي به CCVCويال  يك(شد   اضافه آن به انتخابي

 ،هـا  پليـت  درهـا   نمونـه  كشـت  از بعـد ). سي سي 500
 بـا  گـراد  سـانتي  ي درجه 37 حرارت درجه درها  نمونه

 در درصـد  5/2 كـربن  سيداك دي و درصد 90 رطوبت
  .  )14-15( شدند  نگهداري CO2 انكوباتور
 بـا  ،انتخابي و ساده محيط درها  باكتري كشت از بعد
بـه طـور    كه لژيونلا به مشكوك باكتري رشد ي مشاهده
 هـاي  آزمـايش  انجامـد،  مـي  طـول  به روز 7 تا 5 معمول
بـه كـار    لژيـونلا  بـه  مشكوك يها باكتري جهت تأييدي
 روي كشت گرم، آميزي ها شامل رنگ آزمايش اين .رفت

 آزمــايش ،L-cystein بــدون BCYE كشــت محــيط
 بلاد آزمايش آز، اوره ايشآزم اكسيداز، آزمايش كاتالاز،
بتالاكتاماز  آزمايش و هيپورات هيدروليز آزمايش آگار،

  .)16-17(ود ب
 بـه  گـرم  آميـزي  رنـگ  از بعد كه مشكوكي يها كلني

 L يها كشت محيط روي بودند، منفي گرم ضعيف طور
ــتئين ــدون و دار سيس ــتئين L ب ــه سيس ــدند ايزول  در. ش
 L بـدون  محـيط  روي شـده  ايزولـه  كلنـي  كـه  صورتي
 دار سيسـتئين  L محيط روي ولي ،كرد نمي رشد سيستئين
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 ي نمونـه  روي تأييدي يها آزمايش ديگر كرد، مي رشد
 مثبـت،  كاتالاز ارگانيسم اين. گرفت مي انجام نظر مورد

 كـه  است منفي آز اوره و مثبت اكسيداز ضعيف طور به
  .)1( كند نمي رشد آگار بلاد محيط روي

 ســاير از پنومــوفيلا افتراقــي تشــخيص جهــت
ــونلا ــا لژي ــون ،ه ــدروليز آزم ــورات هي ــون و هيپ  آزم
  . )17( شد انجام نواري تست از استفاده با بتالاكتاماز

 جهـت هـا   نمونـه  كشـت  همچنـين  مطالعـه  اين در
ــمارش ــاكتري شـ ــا بـ ــروف يهـ ــا  HPC( هتروتـ يـ

Heterotrophic plate count (بـراي  .گرفـت  انجام نيز 
 بـراي  و شـد  تهيـه  R2Aagar كشت محيط هدف، اين

 محـيط  رويهـا   نمونـه  از سـي  سـي  2/0مقدار  كشت،
 35 دمـاي  در و شـد  داده كشت شعله كنار در و كشت
 نگهـداري و  روز سه تا دو مدت به گراد نتيسا ي درجه

  .)14( شد شمارش
 و اسـتخراج  عمـل  ابتـدا  در ،PCR عمل انجام جهت

ــاده ــازي آم ــه DNA س ــا نمون ــا ،ه ــتفاده ب ــل از اس    عم
Freez-thaw ــت ــاري و كي  ®Promega )Wizard تج

Genomic DNA Purification Kit, Madison, USA( 
  .گرفت انجام سازنده ي كارخانه دستورالعمل طبق

 اول ي مرحلـه  در ،هـا  نمونـه  DNA استخراج از پس
 عـدم  از اطمينـان  و هـا  بـاكتري  عمـومي  تشخيص جهت
 تكثيـر  16s rRNA ژن از بخشي بازدارنده، عوامل وجود
-AGA-GTT پرايمرهـاي  از كـار  ايـن  جهـت  .شد  داده

TGA-TCC-TGG-CTC-A-<G>-3´ Eubac27F 5´  و
Eubac 1492R 5´-TAC-GGY-TAC-CTT-GTT-

ACG-ACT-<T>-3´ بعـد  ي مرحله در و دگردي استفاده 
 استفاده با Nested PCR عمل يافته، تكثير DNA روي بر
-LEG 448 5´- AGG-GGT-TGA-TAG پرايمرهاي از

GTT-AAG-AG-<C> -3´ و  LEG JRP 5´-CCA-

ACA-GCT-AGT-TCA-CAT-CG -3´ ــت  جهـــ

  . )18( گرفت انجام لژيونلا باكتري تشخيص
 ميكروليتر 25از  مرحله دو هر در DNAتكثير  جهت
 غلظت با 1X، dNTP غلظت با بافر حاوي PCR محلول

 2/0 غلظـت  بـا  پرايمرهـا  از كـدام  هـر  مـولار،  ميلي 2/0
 1 و Taq DNA polymerase واحـــد 2 ميكرومـــولار،

 يـك هـا   نمونـه  كنار در. شد استفاده الگو DNA ميكروليتر
 سـوش  از شـده  تهيه ي DNA( مثبت شاهد عنوان به ويال

ــتاندارد  ,FEPTU, HPA center for infections() اس

L.pneumophila NCTC 12821, United Kingdom, 

London( منفـي  شـاهد  عنوان به ديگر ويال و يك )آب 
  .شد گرفته نظر در) مقطر

 در PCR واكـنش  بـراي  شـده  سـازي  آماده محلول
 داخـل  زيـر  دمـايي  ي برنامـه  بـا هـا   ميكروتيوب داخل

  :گرفت  قرار ترموسايكلر
 ي درجـه  95 دمـاي  در اي دقيقه 5 ي چرخه يك -1
  گراد سانتي
 94 در ثانيــه 45 شــامل ترتيــب بــه چرخــه 30 -2
 گراد سانتي ي درجه 55 در دقيقه 1 گراد، سانتي ي درجه

 گراد سانتي ي درجه 72 دماي در دقيقه 5/1 و

ي  درجــه 72اي در  دقيقــه 5ي  يــك چرخــه  -3
 گراد سانتي

  گراد  ي سانتي درجه 4اي در  دقيقه 3ي  چرخه يك - 4
 عمـل  ،PCR محصولات بررسي و تشخيص جهت

 .گرفـت   انجام درصد5/1 آگارز ژل روي بر الكتروفورز
 ي يافتـه  تكتيـر  ژن روي بـر  الكتروفـورز  انجام از پس

بـازي   جفـت  386 باند ،Nested PCR عمل از حاصل
آشكارساز مـاوراي   دستگاه از استفاده با كه شد  حاصل

  .)UV Tech, France( بود مشاهده بنفش قابل
 دستگاه ازها  نمونه ي مانده باقي كلر ميزان بررسي براي
 ازهـا   نمونـه  pH مقـدار  ،METER RCپرتابـل   كلرسنج
 ازهـا   نمونه كدورت ميزان ،Corning pH meter دستگاه
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 و Eutech instruments turbidimeter TN-100 دستگاه
 ازهـا   نمونـه  مـس  و روي منگنـز،  آهن، گيري اندازه جهت
  . دش استفاده )Perkins-Elmer 2380( اتمي جذب دستگاه
  

  ها هافتي
 آب از شـده  برداشـت  يها نمونه شيميايي خصوصيات

. اسـت  شـده  ارائـه  1جـدول   در كننـده  خنك يها برج
 ميـزان  ،شـود  مـي  مشـاهده  1 جدول در كه همان گونه

 5/28 تا 5/22 ي محدوده در كننده خنك يها برج دماي
هـا   بـرج  بيشـتر  دمـاي  و بود متغير گراد سانتي ي درجه

 pH ي گســتره. بــود گــراد ســانتي ي درجــه 25 حــدود
  .قرار داشت 6-9 ي محدوده در نيزها  نمونه

 PCR و كشـت  ازبـه دسـت آمـده     نتايج 2جدول 
 2 جـدول  در كـه  همان گونه. دهد مي نشان راها  نمونه

 ي تصـفيه  ي مرحلـه  در مطالعـه  اين در ،است مشخص
 رشـد  لژيـونلايي  انتخابي، و ساده محيط دو در اسيدي
 داري معنـي  اختلاف Cochran آزمون اساس بر و نكرد
 مشـاهده  انتخابي و ساده محيط دو در لژيونلا رشد بين
  ). P = 8/0( نشد

 مثبـت  يها نمونه در كه بود اين بر سعي مطالعه اين در
 مورد نيز لژيونلا و HPCبين  ي رابطه لژيونلا، وجود نظر از

 HPC مـورد  دربـه دسـت آمـده     نتـايج . گيرد قرار بررسي
در  cfu 1000- 8500 ازهـا   نمونـه  HPCكه  بود اين بيانگر
در  cfu 3031 متوســط طـور  بـه ( بـود  ليتـر متغيـر   ميلـي 
 cfu 97 مثبـت  يهـا  نمونه لژيونلاي ميانگين .)ليتر ميلي
مقادير  بين داري معني ارتباط آماري نظر از. ليتر بود در 

HPC 1/0( نشد مشاهده لژيونلا وجود و  آب = P .(در 
 آورده لژيـونلا  بـه  آلوده ي شده ايزوله ي نمونه 1 شكل
  .است شده

 دو طريـق  از لژيونلا، رديابي همچنين مطالعه اين در
 نتـايج  و گرفـت  قرار مقايسه مورد PCR و كشت روش

 PCR 70 روش از اسـتفاده  با كه داد نشان به دست آمده
 درصـد  15 كشـت  روش از استفاده با وها  نمونه درصد
  . دبودن لژيونلا به آلودهها  نمونه
 روي بر گرفته انجام تكميلي هاي آزمايش به توجه با
 درصـد  60 ،)2 شكل( كشت روش از حاصل يها نمونه
 پنوموفيلا لژيونلا عنوان به شده گزارش مثبت يها نمونه

  .شدند شناخته
  

  ها نمونه شيميايي خصوصيات. 1جدول 

 مكان
 ها برج

  
  دما

 ي درجه(
  )گراد يسانت

pH 
 كدورت

NTU 

يكيالكتر تيهدا
 رب منسيز يليم(

 )متر يسانت

 آهن

 گرم يليم(
 )تريل در

  منگنز
 گرم يليم(

 )تريل در

 روي

 گرم يليم(
 )تريل در

 مس

 گرم يليم(
 )تريل در

ها مارستانيب
  026/0  023/0  036/0  2/0 03/0 8/0 5/6 5/22  حداقل
  4/0  6/0 1  6/1 7/5 8/4 9 5/28  حداكثر

  1/0  26/0  23/0  59/0 6/1 77/1 - 75/25  نيانگيم

 ها دانشگاه

  022/0  032/0  03/0  2/0 02/0 7/0 6 5/22  حداقل
  4/0  55/0  6/0  5/1 5/4 5/2 9 27  حداكثر

  09/0  23/0  21/0  53/0 81/1 54/1 - 65/24  نيانگيم

  جمع
  026/0  023/0  036/0  2/0 03/0 8/0 5/6 5/22  حداقل
  4/0  6/0 1  6/1 7/5 8/4 9 5/28  حداكثر

 1/0 3/0 3/0 6/0 7/1 9/1 7/25  نيانگيم

NTU: Nephelometric Turidity Unit 
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  كننده خنك يها برج آب PCRو  ميكروبي كشت نتايج .2 جدول

 خنك يها برج آب
  كننده

  HPC  
cfu/ml  

 كشت
PCR  ونلايلژ  يحرارت يهيتصف يدياسيهيتصف هيتصفشيپبدون  

cfu/L يانتخاب كشت طيمح سادهكشتطيمح يانتخابكشتطيمح سادهكشتطيمح يانتخاب كشتطيمح سادهكشتطيمح 

  ها مارستانيب

1 1750 - - - - - - 0 -  
2 1800 - - - - - - 0 + 

3 3250 - - - - - - 0 + 

4 2000 - + - - - - 150 + 

5 1700 - - - - - - 0 -  
6 4000 - - - - - - 0 + 

7 3550 - - - - - - 0 + 

8 2000 - - - - - - 0 + 

9 8500 - - - - - + 75 + 

10 3450 - - - - - - 0 + 

11 1800 - - - - - - 0 + 

12 3500 - - - - - - 0 + 

13 2000 - - - - - - 0 - 

14 3450 + - - -  - 100 + 

15 4250 - 
1+ - - 

2+ 3+ 

50=1 

+ 
150=2 

60= 3 
Ave (  )87

16 2500 - - - - - - 0 + 
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 )ادامه( كننده خنك يها برج آب PCRو  ميكروبي كشت نتايج .2 جدول

 خنك يها برج آب
  كننده

  HPC  
cfu/ml  

 كشت
PCR  ونلايلژ يحرارت يهيتصف يدياسيهيتصف  هيتصفشيپبدون

cfu/L  يتخابان كشت طيمح سادهكشتطيمح يانتخابكشتطيمح سادهكشتطيمح يانتخاب كشتطيمح سادهكشتطيمح 

  ها دانشگاه

17 1000 - - - - - - 0 + 

18 1200 - - - - - - 0 - 

19 3000 - - - - - - 0 + 

20 1800 - + - - - - 70 + 

21 2100 - - - - - - 0 - 

22 3800 - - - - - - 0 + 

23 3550 - - - - - - 0 - 

24 2000 - - - - - - 0 + 

25 8400 - - - - - - 0 + 

26 3420 - - - - - - 0 - 

27 1750 - - - - - - 0 + 

28 3200 - - - - - - 0 - 

29 2500 - - - - - - 0 + 

30 3400 - - - - - - 0 + 

31 4200 - - - - - - 0 - 

32 2600 - - - - - - 0 + 

33 2600 - - - - - - 0 - 
HPC: Heterotrophic plate count  
PCR: Polymerase chain reaction 
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  لژيونلا به آلوده ي شده ايزوله ي نمونه .1 شكل

  

  
 روي كشت) الف :لژيونلا كشت تكميلي يها تست نتايج. 2 شكل

 )ج بلاد آگار محيط روي كشت) ب L-Cystein بدون محيط
  بتالاكتاماز تست )د هيپورات هيدروليز تست

  

 بررسي جهتها  نمونهPCR محصولات  الكتروفورز .3 شكل
 5/1 آگاروز ژل روي بر JRP و LEG448 يمرهايپرا با لژيونلا

  درصد
:M محصولات: 3و  2 ،1 ؛)جفت بازي 50( مولكولي شناساگر 

PCRشاهد مثبت: 5 ؛منفي شاهد: 4 ؛  
  

 جهـت  PCR محصـولات  الكتروفورز نتايج 3 شكل در
 نتـايج . اسـت  شده آورده لژيونلا يها باكتري تشخيص

 در PCR روش كــه داد نشــان مطالعــه ايــن از حاصــل
به طوري  ؛بود كشت روش از تر دقيق لژيونلا شناسايي

ــر كــه ــاري  آزمــون اســاس ب  اخــتلاف McNemarآم
 مشاهده PCR و كشت روش از استفاده بين داري معني
  ).P > 001/0( گرديد
  
  بحث

 بـر  مطالعـات  از حاصـل  هـاي  گـزارش  آن جايي كه از
 هويت تعيين و جداسازي نيز و لژيونلايي عوامل روي
 جهـاني  انتشـار  از حـاكي  لژيـونلا،  مختلـف  يها گونه

 يهـا  بـرج  از ناشـي  آلـودگي  و است لژيونلايي عوامل
 بـه  ابـتلا  اصـلي  عوامـل  از يكـي  عنوان به كننده خنك

 بـه  جوامـع  و بيمارسـتاني  يهـا  محيط در لژيونلوزيس
 آلـودگي  منـابع  سـريع  شناسايي بنابراين رود؛ مي شمار
 بيمـاري  يـن ا ي مشـاهده  و بـروز  از جلـوگيري  جهت

  . )19( كند مي پيدا ضرورت
 از اسـتفاده  بـا  كـه  داد نشـان  حاضر ي مطالعه نتايج

 استفاده با و) نمونه 5(ها  نمونه درصد 15 كشت روش
 به آلوده) نمونه 23(ها  نمونه درصد PCR 70 روش از

 ايـن  توجـه  مـورد  ي نكته. شدند داده تشخيص نلالژيو
ــه اســت ــر در ك  درصــد ،PCR و كشــت روش دو ه
 ي كننـده  خنـك  هـاي  بـرج  بـه  مربـوط  بالاتري آلودگي

 جدا غالب ي گونه پنوموفيلا لژيونلا بود وها  بيمارستان
  . بود) ها نمونه درصد 60 در( شده

 همكـاران  و Miyamoto توسط كه اي مطالعه نتايج
ــو در ــايي صخص ــه شناس ــا گون ــونلا يه  آب در لژي

 روش از اســـتفاده بـــا و كننـــده خنـــك يهـــا بـــرج
Seminested PCR 91/8 كـه  داد نشـان  گرفـت،  انجام 

 از اسـتفاده  بـا ) نمونه 49 از نمونه 45(ها  نمونه درصد
 روش از استفاده باها  نمونه درصد 79/5 و PCRروش 
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  .)20( تشخيص داده شدند لژيونلا به آلوده ،كشت
ــه ــط  مطالع ــه توس ــام گرفت و  Mouchtouri ي انج

هـاي لژيـونلا در    همكاران در خصوص شناسايي گونه
 130نيـز بيـانگر ايـن بـود كـه از       كننده هاي خنك برج

آلوده بـه  ) درصد 50(نمونه  65 ،آوري شده نمونه جمع
هـا در   درصـد از ايزولـه   7/79لژيونلاها بودند كه انواع 
 تشـخيص داده شـد   لژيونلا پنوموفيلا، هاي آلوده نمونه

دستگاه برج خنك  96 در اين مطالعه كه بر روي. )21(
هـاي مـورد بررسـي     كننده انجام گرفت، از ميـان بـرج  

 .برج مشاهده گرديد 47آلودگي در 

 سـر سرا در گسـترده  مطالعـات  نتـايج  كلـي  طور به
 عوامـل  از كننـده  خنك هاي برج كه دهد مي نشان جهان
 جوامـع  و هـا  بيمارسـتان  در لژيونلـوزيس  شيوع اصلي
 كشـورها  از بسـياري  در اسـاس  اين بر. )13( باشند مي

 هـاي  بـرج  نصـب  مـورد  در قـوانيني  حتي و رهنمودها
 توسـط  هـا  آن از نگهـداري  و بـرداري  بهره كننده، خنك

 سازمان. است شده گرفته نظر در بهداشتي يها سازمان
 آب سـازي  سـالم  يهـا  طرح انجام نيز جهاني بهداشت
 راهـا   بـرج  نظمم ـ نگهداري و پايش ضد عفوني، شامل
 ايـن  از ناشـي  لژيـونلايي  عفونـت  خطـر  كنترل جهت
 اقدامات اين انجام .)22( است كرده پيشنهادها  دستگاه
 سـازمان  گـزارش  اسـاس  بر اما ،است بر هزينه اگر چه
 كنتـرل  دليـل  بـه  كل در آمريكا زيست محيط حفاظت
 درمـان  بـا  مـرتبط  يها هزينه در جويي صرفه و بيماري
  .)13(باشد  مي سودمند
 گرمادوسـت  بـاكتري  لژيـونلا  كـه  ايـن  بـه  توجه با
بـه طـور    باكتري اين رشد براي مناسب دماي و باشد مي

 شـده  گـزارش  گـراد  سانتي ي درجه 25 از معمول بيشتر
 كه داد نشان مطالعه اين از حاصل نتايج، )23- 24( است
 5/22- 5/28 ي گستره با كننده خنك يها برج دماي ميزان

 ي رجــهد 25 حــدود ميــانگين و گــراد ســانتي ي درجــه
 و نيسـت  مناسب خيلي لژيونلا رشد جهت گراد سانتي
 بـوده  رشد به قادرها  نمونه از كمتري درصد در لژيونلا
 و Jeppesen توسـط  كـه  اي مطالعـه  يهـا  يافتـه . است

 كــه داد نشــان گرفــت، انجــام دانمــارك در همكــاران
 درجـه  با گرم آب يها نمونه درصد 10 در فقط لژيونلا
 ؛است كرده رشد گراد سانتي ي درجه 32 بالاي حرارت

 حـرارت  درجـه  با سرد آب يها نمونه در كه حالي در
 از يك هيچ در لژيونلا گراد، سانتي ي درجه 28 از كمتر
  . )25( بود نكرده رشدها  نمونه

 در مطالعــه ايــن يهــا نمونــه در pH ي گســتره
 pH ي محدوده كه اين به توجه با. بود 6-9 ي محدوده
 در گفـت  تـوان  مي باشد، مي 5-9 لژيونلا براي مناسب

 در لژيـونلا  بـاكتري  رشد برايها  نمونه pH مطالعه اين
 توسـط  در كـه  اي مطالعـه  در. اسـت  بوده مطلوبي حد

Hsu شـد  مشخص ،گرفت انجام تايوان در همكاران و 
 در pH لژيـونلا  مثبـت  يهـا  نمونـه  درصد 5/37 در كه

 در مثبـت  ي ها نمونه درصد 8/20و در  5-7 ي محدوده
  .)26( است بوده 7-9 ي محدوده

ــايج ــن از حاصــل نت ــه اي ــه داد نشــان مطالع  در ك
 انتخابي، و ساده محيط دو در اسيدي ي تصفيه ي مرحله

 Cochran آزمـون  اسـاس  بـر  و نكـرد  رشد لژيونلايي
 ساده محيط دو در لژيونلا رشد بين داري معني اختلاف

ــابيانت و ــه دو در خ ــدون ي مرحل ــيش ب ــفيه پ  و تص
 در كـه  اي مطالعه در اما .نشد مشاهده حرارتي ي تصفيه
 در آمـده  بـه دسـت   مثبـت  نتـايج  گرفـت،  انجام ايتاليا
 همچنـين  و بود بيشتر حرارتي ي تصفيه پيش ي مرحله
 رشـد  در سـاده  محـيط  بـه  نسـبت  انتخـابي  يها محيط
  .  )27( شدند گزارش مؤثرتر لژيونلا
ــه در ــاران هم و Hsuي  مطالع ــد مشــخصك ــه ش  ك
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ليتـر   در ميلـي  cfu 500 بيشتر از HPCبا  لژيونلا وجود
 چـه  اگـر  حاضـر،  ي مطالعـه  در امـا  ،)26( دارد ارتباط
 وجـود  و هـا  آب HPCمقـادير   بـين  داري معني ارتباط
هـا   نمونـه  ي كليه HPC مقادير اما ،نشد مشاهده لژيونلا
   .گرديد ليتر گزارش در ميلي cfu 1000 از بالاتر

 PCR روش كـه  داد نشـان  حاضـر  ي مطالعـه  نتايج
 ؛باشـد  مي لژيونلا باكتري رديابي در تري حساس روش

 درصــد PCR70 روش از اسـتفاده  بــا كـه  اي گونــه بـه 
ها  نمونه درصد 15 كشت روش از دهاستفا با وها  نمونه
   .شدند گزارش لژيونلا به آلوده

 مطلـب  ايـن  بيانگرتحقيقات محققين در اين زمينه 
 موجـود  لژيونلاي شناسايي در PCR از استفاده كه بود
 كشـت  جملـه  از ديگـر  هاي روش از تر دقيقها  آب در

از  اسـتفاده  بـا هـا   نمونه نتايج كه طوري به ؛است بوده
PCR كـه تنهـا    حالي در بود، مثبت درصد 80از  ربيشت

 كشت روش از استفاده باها  نمونه همين درصد 60-20
  . )28( بودند شده گزارش مثبت
 كـه  داد نشـان  مطالعـه  ايـن  از حاصل نتايج كل در
 عـاملي  تواند مي لژيونلا هب كننده خنك هاي برج آلودگي
. باشـد  لژيونلـوزيس  بيمـاري  شيوع و انتشار در بالقوه

 بــه بيمــاري ايــن بــروز از جلــوگيري جهــت بنــابراين
 و حساس افراد كه بيمارستاني يها محيط در خصوص

 از بسياري همانند بايد دارند، وجود ايمني نقص داراي
 هـاي  بـرج  نگهداري و برداري بهره طراحي، به كشورها
 اقـدامات  منظـور  ايـن  به. نمود ويژه توجه كننده خنك
 هـاي  بـرج  در آب سـكون  از جلـوگيري  نظيـر  كنترلي
 آبـي  از استفاده ها، برج اي دوره كردن تميز كننده، خنك

 اسـتفاده  بـا  به ويژه آب مداوم ي تصفيه و بالا كيفيت با
 قـرار  نظر مد بايد كلر نظير كننده ضد عفوني عوامل از

 به آب ميكروبي كيفيت منظم پايش اين بر علاوه. گيرد
 جلـوگيري  و كنترلـي  اقدامات اثربخشي بررسي منظور

ــوزيس بيمــاري شــيوع از ــق از لژيونل ــرج طري  يهــا ب
   .باشد مي ضروري كننده خنك
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Abstract 

Background: Legionella are Gram negative and non-spore bacteria which are found in various natural 
and manmade aquatic environments. Legionella can cause legionnaires' disease or Pontiac fever. 
Inhalation of aerosols from contaminated water sources leads to Legionella infections or legionellosis. 
Contamination of waters from cooling towers with Legionella was recognized as a major source for 
legionellosis. Therefore, this study was conducted to survey the Legionella contamination of waters 
from cooling towers.  

Methods: A total of 33 water samples were taken from cooling towers. After measuring temperature 
and pH, the samples were examined for the presence of Legionella in two methods of culture and 
polymerase chain reaction (PCR). We also evaluated turbidity, iron, magnesium, zinc, and copper 
content, and heterotrophic bacteria of the samples. 

Findings: From the 33 cooling towers examined, 15% and 70% of the samples were positive for 
Legionella by the culture method and nested PCR, respectively. Biochemical tests showed Legionella 
pneumophila to be the main detected species in contaminated water samples. 

Conclusion: The results of the study indicated that cooling towers can potentially transmit Legionella 
infections. Therefore, regular monitoring and application of control measures such as disinfection of 
waters of cooling towers are needed to minimize human exposure to Legionella, especially in hospital 
environments with high risk patients. 

Keywords: Legionella, Water, Cooling tower, Polymerase chain reaction 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
1 Lecturer, Department of Environmental Health Engineering, Khoy School of Nursing and Health, Urmia University of Medical 
Sciences, Urmia, Iran. 
2 Associate Professor, Department of Environmental Health Engineering, Environment Research Center, Isfahan University of 
Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
3 Laboratory of Microbiology, Department of Environmental Health Engineering, School of Public Health, Isfahan University of 
Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
4 Department of Environmental Health Engineering, Environment Research Center, Isfahan University of Medical Sciences, 
Isfahan, Iran. 
5 Lecturer, Department of Statistics and Epidemiology, School of Public Health, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, 
Iran. 
Corresponding Author: Mahnaz Nikaeen PhD, Email: nikaeen@hlth.mui.ac.ir 


