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 مصفاة بانياس منعينات مياه مموثة  فيجراثيم  عزل وتحديد
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 علا الشاخ  ***

 (2222/ 02/ 22قُبِل لمنشر في   . 22/9/2222تاريخ الإيداع  )
 

 □ممخّص  □
 

معظـ الأبحاث ناقشت التموث النفطي  مشكمة بيئية خطرة، حيث يشكؿ ضرراً عمى البيئة والنظاـ البيئي،  يعد
اليدؼ مف ىذه الدراسة ىو عزؿ وانتقاء جراثيـ مف مياه  قدرة الجراثيـ المعزولة عمى التحمؿ الحيوي لممموثات النفطية،

 Bacillus subtilis، توصمت الدراسة إلى أربع عزلات جرثومية اثناف منيا في منطقة بانياس النفطية نتجاتبالم مموثة
 ،Bacillus cereus  صنفت تحت جنسBacillus  وعزلة  Staphylococcus aureus  وعزلة Klebsella 

pneumonia مجموعة التحميؿ أو  واستخداـ  ،يةوذلؾ مف خلاؿ دراسة الصفات المزرعية، والشكمية والبيوكيميائ
 PCR .، وتقانة الػ Analytical profile index  (API)التشخيص 

 APIتقانة  – PCRة انتق  -نفط –تموث– جراثيـ: كممات مفتاحية
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 □ABSTRACT □ 

Petroleum pollution has become a serious environmental problem, which can 

damage to the environment and ecosystems. Most research were carried out to isolate 

bacteria for bioremediation of petroleum polluted. 

The aim behind this study was to determine and select bacteria from polluted 

water of  petroleum contaminated, in addition to four genus isolated were obtained. 

Tow isolated were classified within the genus Bacillus and identified as Bacillus 

subtilis  ،Bacillus cereus, One isolate was classified within the genus Staphylococcus 

aureus, and one isolate was Klebsella pneumonia. Through studying macroscopic, 

microscopic and biochemical characteristics, Analytical profile index  (API), and  

technique PCR. 

Key words:Bacteria, pollution , Petroleum,  technique PCR, technique API 
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 المقدمة: 1) 
تعد مشكمة التموث النفطي المرافقة لعمميات استخراج النفط ومعالجتو ونقمو وتكريره مشكمة عالمية قبؿ أف تكوف 
محمية، لما ليا مف أثار اجتماعية واقتصادية وبيئية، وأصبحت تحظى باىتماـ الباحثيف وتستحوذ عمى جيودىـ العممية 

لواعدة جداً في ىذا المجاؿ، وتتجو الاستراتيجية المستقبمية لمعالجة تعد المعالجة الحيوية مف التقنيات اإذ والعممية، 
دقيقة محددة باعتبارىا حلًا واعداً عف استخداـ مواد غير متجددة وعالية فطي حيوياً باستخداـ كائنات حية التموث الن

 .[2,1]الكمفة 
مياـ الأساس التي يجب أف تولى وتحديد ىويتيا مف ال ،مراقبة مجتمعات الكائنات الحية الدقيقة كما أف   

عمى الرغـ مف أىمية مراقبة التنوع الحيوي، الذي تـ تناولو في دراسات عديدة، إلا أف الدراسات التي ركزت ، الاىتماـ
تـ التعرؼ عمى ما  ، إذعمى التعرؼ عمى مجتمعات الكائنات الحية الدقيقة الموجودة في المياه النفطية كانت قميمة

، حيث أكدت الدراسات أف بنية المجتمعات الجرثومية [3]( عزلة فطرية80و) ،( عزلة جرثومية60يقارب نحو )
المعزولة تعتمد في نموىا عمى ىذه المموثات كمصدر وحيد لمطاقة والكربوف، ولدراسة الكائنات الحية الدقيقة بشكؿ 

تنفيذ طرائؽ عزؿ بسيطة وفعالة ناجح، مف الضروري تطوير المفاتيح المبسطة المستخدمة في التعرؼ عمييا، و 
 .[5,4]ومنخفضة التكمفة

 أىمية البحث: 2)
تأتي ىذه الدراسة كمساىمة في مجاؿ التعامؿ مع المموثات النفطية بيدؼ تخفيؼ عبء التموث البيئي الناتج 

التموث البيئي  ظروؼستقصاء والبحث عف كائنات حية دقيقة قادرة عمى تحمؿ الاعنيا، وذلؾ مف خلاؿ عممية 
حيث تساىـ في الحد مف صعوبة الحصوؿ عمى عزلات حيوية نقية ذات كفاءة عالية في خفض  مخمفات النفطية،بال

 في الوقت الراىف عمى القطر العربي السوري التراكيز المرتفعة لممموثات النفطية وخاصة الييدروكربونية بسبب الحصار
[6]. 
 ىدف البحث: 3)

 عزؿ الجراثيـ مف الأماكف المموثة بالمنتجات النفطية. 1)
 انتقاء جراثيـ قادرة عمى تحمؿ التراكيز العالية لممموثات النفطية. 2)
 قدرة الجراثيـ عمى تحطيـ المموثات النفطية وتحويميا إلى مواد صديقة لمبيئة.تحديد  3)

 :ووطرائقالبحث مواد  4) 
 :الاعتيان 1-4)

جمعت عينات المياه المموثة مف حوض المعالجة البيولوجية مف مصفاة بانياس في محافظة طرطوس في 
خلاؿ مكررات لكؿ موقع  (3)بمعدؿ مواقع  (3)عينات  لػ (4)مف  لتر (1)عبوات مف البولي ايتيميف معقمة سعة 

، ونقمت إلى المختبر مباشرة  لبدء عممية العزؿ والتفريؽ (2020)إلى نيساف 2019) الفترات الزمنية الممتدة مف أب )
[7]. 
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 :عزل الجراثيم وتفريقيا وتوصيفيا 2-4)
تمت عممية الكشؼ عف الجراثيـ وعزليا، وتحديد ىويتيا بالاعتماد عمى الطرائؽ المعتمدة عالمياً وفؽ 

 :[10,9,8] لآتيةالمراحؿ ا
 

 الجراثيم:الإغناء والانتقاء الأولي مرحمة  1-2-4)
،  (Bushnell and Haas) (BH)حُضر وسط زراعة لعزؿ الجراثيـ المفككة لممركبات الييدروكربونية 

 لتر مف الماء المقطر (1)حيث أضيؼ لكؿ 
K2HPO4 (1.0) ،غKH2PO4 (1.0) ،غNH4NO3 (1.0)  ،غMgSO4 (0.2) ،غCaCl2 

(، وأضيؼ إلى الوسط NaOH, HClبإضافة ) (7.2-7)إلى  pHغ، وعدلت الػ FeCl3 (0.05)غ،  (0.02)
مؿ  (250)سعة  حوجمةمؿ مف العينة إلى  (3)بإعتباره المصدر الوحيد لمكربوف، أضيفت  (1%)الزيت بنسبة 

ىزة في الدقيقة عند  (130)مؿ مف الوسط المحضر سابقاً، وحضنت في حماـ مائي ىزاز بمعدؿ  (100)يحوي 
 .[11]( أياـ (7درجة مئوية لمدة  (30)درجة حرارة 

 :العزل والزرع الجراثومي 2-2-4) 
مؿ مف الماء  (1000)في غ (28) بإذابة  Nutrient Agar (NA)))ضر الوسط المغذي الصمب حُ 
دقيقة، وذلؾ  (15)لمدة  درجة مئوية (121)عند درجة حرارة  (الأتوغلاؼجياز التعقيـ )قـ في وعُ  المقطر،

ذلؾ بعد و  ،(NA)بعد عممية الحضف وزرعت عمى وسط  (BH)مف وسط مؿ  (1)الجراثيـ.أخذ لعزؿ وتفريؽ 
المستعمرات  وفُرقت، ساعة  (48)لمدة  درجة مئوية (30)ضنت عند درجة حرارة حُ  فيفاتالقياـ بسمسمة مف التخ

بدراسة خصائصيا فظت لمبدء وحُ  ،(NA)الجرثومية النامية بنقميا وزرعيا عمى أطباؽ بتري حاوية وسط  
 .كيميائيةبيو الو  الشكمية

 :الزرع الجرثومي والنمو والفحص المجيري  خصائصدراسة  3-4)
الجراثيـ المعزولة بالخطوات السابقة، مف خلاؿ دراسة الصفات العامة عمى الأوساط الزرعية  حددّت

والصفات الشكمية )شكؿ الخلايا، صبغة غراـ، الحركية(، المحددة للأجناس  ،)شكؿ المستعمرة ، لونيا، مممسيا(
لتسييؿ عممية التمييز بيف  (API-Staph)  , (API-20E) اؿ APIنوعيف مف  والأنواع، وقد استخدمت

 الأنواع.
 الجرثومية: العزلات توصيف 4-4)

 :الجرثوميالجينومي  DNAاستخلاص الـ  1-4-4)
، (37استنبتت المستعمرة الجرثومية المعزولة في وسط الاستنبات في الدرجة  ( درجة مئوية  لمدة يوـ

دورة بالدقيقة، وضع فوؽ   9000)ثانية بسرعة ) (20)مؿ مف المستنبت الجرثومي، وثفُؿ لمدة  1.5)وأُخذ )
( ممغ/مؿ، 10مف الميزوزيـ  )ميكرو لتر  50)، وأُضيؼ )TEميكرولتر مف موقي الػ  500)الراسب الجرثومي )

( درجة مئوية، وتُرؾ ليمة كاممة (37ورجَّ المزيج جيداً ثـ تُرؾ لمدة ساعتيف في حماـ مائي، في درجة الحرارة 
( ممغ/مؿ ، وحُضف  20) Kميكرو لتر مف البروتيناز  25)درجة مئوية، وأضيؼ ) (50)في درجة حرارة  
%( مع الحضف 25) SDSميكرو لتر مف الػ  25)لمدة ساعة، وأضيؼ )( درجة مئوية  (37المزيج في الدرجة 

-ميكرو لتر مف المزيج فينوؿ 750)موؿ( و ) NaCl  (5ميكرو لتر مف الػ 200)لمدة ساعة. أضيؼ )
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( دقائؽ. أضيؼ إلى الطافي )الحاوي (5دورة بالدقيقة لمدة (1300)كموروفورـ مع المزج الجيد، وثفُؿ المزيج بسرعة 
 45)دورة بالدقيقة لمدة ) (13000)ميكرو لتر مف الإيزوبربانوؿ، وثفؿ المزيج بسرعة  450)ادة الوراثية() عمى الم

( دقائؽ (5دورة بالدقيقة لمدة  1300) (ثفُؿ المزيج بسرعة K (%70)مؿ مف الإيتانوؿ  1)دقيقة. أُضيؼ إلى الراسب )
وحُفظ المزيج في  TEميكرو لتر مف موقي الػ  (50)ضيؼ درجة مئوية، ثـ تُرؾ الراسب حتى يجؼ، وأ (4)في الدرجة 

 المجمدة لحيف الاستخداـ.
 :PCR (Polymeerase Chain Reaction)تقانة  2-4-4)

 وفؽ الآتي:ميكرو لتر  25) )بحجـ نيائي  PCRحُضر مزيج تفاعؿ الػ 
 (

MgSO4 2O; up to 25 
µl ُإلى المزيج   أضيؼ زج بشكؿ جيد.(؛ وم(100ng/µl)  مف الػDNA .الجينومي المُستخمص 

 : (1)  جدوؿكما ىو مُوضح في ال ،الذي يتألؼ مف خمس وثلاثيف دورة PCRتـ التضخيـ وفؽ برنامج الػ 
 PCR: التضخيم وفق برنامج الـ (1)الجدول 

 النتائج والمناقشة: 5) 
 عزل الجراثيم وتصنيفيا:نتائج  1-5)

مف حوض المعالجة  لمعزلات الجرثومية المأخوذة بعد دراسة كؿ مف الصفات المزرعية والشكمية والبيوكيميائية 
جرثومية ىي  عزلات (4)، تـ تحديد  2004 استناداً لممعايير العالمية وتصنيؼ بيرجيالبيولوجية وتصنيفيا 

(1)Bacillus subtilis  ،(2)Bacillus cereus،(3) Staphylococcus aureus   (4)Klebsella 
pneumonia  

 

 Steps Temperature Duration 
First denaturation  94  C 3 min 

35 cycle 
denaturation 94  C 30 sec 
annealing 52-59 C 45 sec 
extension 72  C 1 min 

Final extension  72  C 10 min 
Hold  4  C forever 

a b

 

c

 
d
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 ،Klebsella pneumonia (a)، حيث  NAالجرثومية النامية عمى الوسط الزرعي  العزلات: (1)لشكل ا
Staphylococcus aureus (b)  ،(c) Bacillus subtilis  ،(d) Bacillus cereus. 

 
 لمعزلات الجرثومية:  المزرعيةالصفات  2-5) 

غراـ، حيث يظير الجدوؿ  تـ استنبات العينات عمى أوساط  عامة واصطفائية ثـ أجري ليا تمويف
عمى  (2)موضحة في الجدوؿ النمو فكانت نتائج  خصائص الزرع عمى المستنبت ولوف المستعمرات النامية

 :تيلآالنحو ا
 : نتائج بعض الاختبارات البيوكيميائية لمعزلات الجرثومية(2)الجدول 

 EMBوسط 
وسط 
MSA 

 وسط
SS 

 وسط
Macconkey 

agar 

وسط 
PEMBA 

شكؿ 
 المستعمرات

تمويف 
 غراـ

 العزلة الجرثومية

 - - - أصفر -
مكورات 
 عنقودية

+ Staphylococcus aureus 

 عصيات أصفر - - + -
 
+ 

Bacillus subtilis 

 Klebsella pneumonia - عصورات - + + - +
 Bacillus cereus + عصيات أزرؽ - - زىري -

 

 
 MSA وسط Macconkey  ،(d) وسط SS  ،(C) وسط EMB   ،(b)الـ وسط (a): (2)الشكل 

 
 Bacillus cereus ، Staphylococcus aureus (b)  ،(c) Bacillus subtilis  ،(d) (a)صبغة غرام لمعزلات  :(3)الشكل

Klebsella pneumonia. 
 
 

a b 
c

 

d

 

a b c d 
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 :API كفاءةالاختبارات البيوكيميائية  3-5)

 غرام:صبغة إيجابيات الجراثيم مجموعة  5-3-1)
حسب عكارة  PBS 1xبعد التأكد مف نقاوة المستعمرات تـ انتقاء مستعمرات مفردة وحميا بمحموؿ 

Mcfarland 2  الػتقانة  بيوكيميائية باستخداـثـ أجري ليا اختبارات API  4-5) وؿ اوالنتائج موضحة في الجد-
3). 

 API باستخدام تقانة Bacillus subtilisكيميائية لمعزلة الجرثومية بيو : الاختبارات ال(3)الجدول 

 
 Bacillus subtilisىي  (1)ومف الجدوؿ يتبيف أف الجرثومة رقـ 

 APIتقانة باستخدام  Bacillus cereusكيميائية لمعزلة الجرثومية بيو : الاختبارات ال(4)الجدول 

 
 Bacillus cereus ىي (2)ومف الجدوؿ يتبيف أف الجرثومة رقـ 

 APIتقانة باستخدام   Staphylococcus aureusكيميائية لمعزلة الجرثومية بيو : الاختبارات ال(5)الجدول 

 
 Staphylococcus aureus ىي (3)ومف الجدوؿ يتبيف أف الجرثومة رقـ 

 غرام:صبغة  سمبيات الجراثيم مجموعة 5-3-2) 
حسب عكارة  PBS 1xالتأكد مف نقاوة المستعمرات تـ انتقاء مستعمرات مفردة وحميا بمحموؿ  بعد

Mcfarland 2،  تقانة الصفيحة  بيوكيميائية باستخداـثـ أجري ليا اختباراتAPI ،  والنتائج موضحة في الجدوؿ 
(6). 

 
 
 



 ناصر،الشاخعليا ،                                                                                                                                    وثةعزؿ وتحديد جراثيـ في عينات مياه مم

  

11 
 

 
 APIتقانة باستخدام  Klebsella pneumonia: الاختبارات الحيوية الكيميائية لمعزلة الجرثومية (6)الجدول 

 
 Klebsella pneumonia ىي (4)ومف الجدوؿ يتبيف أف الجرثومة رقـ 

 
 الصفيحة بعد إجراء الاختباراتشكل  :(5) شكلال            العام لمصفيحة قبل إجراء الاختبارات   الشكل  (4):الشكل

 :PCRالـ تقانة اختبار نتائج 
  (7)في ىذه الدراسة كما ىو مبيف في الجدوؿ  المرئسات المستخدمةتـ تصميـ 

 PCR: المرئسات المستخدمة في تقانة الـ (7)الجدول 
 Sequence 5`-3` Gene Product size (bp) Annealing 

Bacillus subtilis TCTGCTCGTGAACGGTGCT gyr A 300 59 
TTTCGCCTTATTTACTTGG 

Klebsiella pneumonia ACCCACTACGGTCGCGTATG 16s rDNA ≈500 58 
CAAGACATCATGGCCCTTAC 

Staphylococcus aureus GCGATTGATCGTGATACGGTT nuc 280 52 
AGCCAAGCCTTCACGAACTAAAGC 

Bacillus cereus TGCAACTGTATTACCACAACCT groEL 530 55 
TACCACGAAGTTTGTTCACTACT 
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وسلالة  ىذه الدراسة،)عزلة من  B. subtilis: 6و  1الواسم الجزيئي المعياري؛  Mحيث: المسار %1: ىلامة الأغاروز  (6)الشكل

وسلالة ىذه الدراسة،  )عزلة من S. aureus 8و  3وسلالة عيارية(؛ ىذه الدراسة، )عزلة من  K. pneumonia: 7و  2عيارية(؛ 
 وسلالة عيارية(.ىذه الدراسة، )عزلة من  B. cereus: 9و 4عيارية(؛ 

أف  PCR وفؽ الطرائؽ الحديثة تقانة الػ APIتبيف بعد تصنيؼ العزلات وفؽ الطرائؽ التقميدية وتقانة الصفيحة 
  Bacillus subtilis  ،Bacillus cereus ،Klebsella pneumonia  ،Staphylococcus aureus العزلات ىي

  Bacillus subtilis مف عزؿ جراثيـ (2012)عاـ  (Hamza)لباحث ا ، حيث تمكف وىذا يتوافؽ مع دراسات أخرى
 [12]كجراثيـ مفككة لممركبات النفطية.

 عزلات جرثومية ىي  (4)توصمت دراستو إلى  (2015)( في نيجيريا عاـ (Musaوبالمقارنة مع دراسة لمباحث 
Bacillus subtilis, Microccus Luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis [13] 
 الاستنتاجات: 6)

  عزلات جرثومية ىي  (4)الحصوؿ عمىBacillus subtilis  ،Bacillus cereus ،Klebsella 
pneumonia  ،Staphylococcus aureus  

 النفطيةعمى تحمؿ التراكيز العالية لممركبات  بقدرتياىذه العزلات الجرثومية  تتميز. 
 التوصيات : 

  إمكانية استخداـ العزلات الجرثوميةBacillus subtilis  ،Bacillus cereus ،Klebsella 
pneumonia  ،Staphylococcus aureus  في إعادة تأىيؿ المواقع المموثة بالمموثات النفطية. 

 جرثومية مف مياه وترب مموثة بمشتقات نفطية مختمفة وعزؿ أنواع  متابعة العمؿ عمى تشخيص
 تضاؼ إلى البنؾ الوراثي المرجعي ليستفاد منو في تطبيقات حقمية.
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