	הפרויקט לשילוב טכנולוגיות מידע בהוראת המדעים והחקלאות
	האוניברסיטה העברית ירושלים
הפקולטה למדעי החקלאות המזון ואיכות הסביבה



מכונאית רכב בת 24 מגיעה לרופא, כשהיא מתלוננת על חום וכאבים בידה השמאלית. בבדיקה מתברר שבידה השמאלית יש חתך עמוק מפריש מוגלה, ובלוטות הלימפה בבית שחייה נפוחות. המכונאית נחתכה לפני שבוע מחלק של מכונית ישנה, היא שטפה את ידה עם מים וסבון, הניחה תחבושת והמשיכה לעבוד. היא פיתחה חום שלושה ימים לאחר כך. בבדיקת המוגלה נראו צברים של חיידק אשר צורתו האופיינית הסגירה מיהו- Staphylococcus aureus (סטפילוקוקוס אאוראוס).
חיידק Staphylococcus aureus התגלה לראשונה ב - 1880  ושמו הלטיני- שפירושו אשכול ענבים זהוב- ניתן לו בשל מראהו במיקרוסקופ :




(צילום צבוע, ממיקרוסקופ אלקטרוני סורק)

זהו חיידק קוקי  גרם חיובי 
 אנאירובי פקולטטיבי 
שצבעו זהוב. נפוץ על גבי העור ובאף. 
שאלה 1 
באילו אמצעים ניתן לקבוע מאפיינים אלה כמו צביעת גרם והעובדה שהחיידק הוא אנאירובי פקולטטיבי?
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מאפיין ייחודי נוסף של Staphylococcus aureus הוא ייצור האנזים קטלז שיכול להפוך מי חמצן למים וחמצן. 
Fig. 6A: Catalase Test on Staphylococcus aureus
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The foaming indicates that Staphylococcus aureus is catalase positive. 

http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab8/catstaph.html
שאלה 2

מהי החשיבות בכך שהחיידקים יכולים לייצר אנזים זה? התייחסו בתשובתכם לדרכי האפיון של החיידקים.

כ 20% מאוכלוסיית האדם הם נשאים ארוכי טווח של חיידק זה בלי שהוא גורם להם בעיות בריאותיות. ברגע שהחיידק מצליח לחדור למערכות השונות בגוף הוא יכול לגרום לשורה שלמה של מחלות כמו:

· מחלות זיהומיות שונות
· פצעים מוגלתיים שונים כתוצאה מפגיעה בשלמות העור
· הרעלת מזון (הנחשבת לקלה) 
· דלקת ריאות 
· דלקת קרום המוח 
· זיהום בדם (בקטרמיה) 
·  TSS תסמונת ההלם הרעלני

מחלות אלה נגרמות על ידי רעלנים שונים המיוצרים על יד חיידקי Staphylococcus aureus.

גילוי האנטיביוטיקה, פניצילין

רק עם גלוי האנטיביוטיקה- פניצילין, התאפשר טיפול בזיהומים שנגרמו על ידי החיידק  Staphylococcus aureus.
הסיפור המפורסם והחשוב ביותר בהיסטוריה של האנטיביוטיקה שייך ללא ספק למדען הסקוטי אלכסנדר פלמינג. ה"אגדה העירונית" מספרת שבשנת 1928, פלמינג חזר לאחר חודש מחופשה ונזכר שהשאיר כל התקופה הזו תרביות חיידקים מזן Staphylococcus aureus באינקובטור. כשהסתכל בצלחות באינקובטור, ראה שהן הזדהמו בפטרייה. אולם, להפתעתו, מסביב לפטריות נוצרה טבעת שבה החיידקים לא גדלים. 
פלמינג הניח שהפטריות הללו יודעות לייצר חומר שלא מאפשר לחיידקים לגדול. לחומר הזה הוא קרא פניצילין על שם הפטרייה שייצרה אותו-  Penicillium notatum.
פלמינג ניסה בכל שארית חייו המקצועיים לבודד את החומר הנ"ל ללא הצלחה ומשום כך לא הצליח לעשות מפניצילין תרופה. יותר מעשור מאוחר יותר, Ernst Chain ו-  Howard Florey החלו להתעניין מחדש בעבודתו של פלמינג והצליחו לבודד את הפניצילין. הפניצילין התגלה כחומר מאוד יעיל נגד חיידקים עם מעט מאוד תופעות לוואי בבני אדם. על עבודתם קיבלו פלמינג, פלורי וצ'יין פרס נובל לרפואה לשנת 1945.

פניצילין נחשבה לתרופת פלא, לאחר גילויה חשבו שהקיץ הקץ על מחלות זיהומיות שנגרמות מחיידקי גרם חיוביים בכלל, Staphylococcus  בפרט.

עוד על גילוי הפניצילין ואלכסנדר פלמינג (אנגלית)
http://www.youtube.com/watch?v=iXJhu1T3XQk&feature=related
לפניצילין מספר וריאציות שכולן פועלות על עקרון משותף: מבנה בסיסי של אנטיביוטיקה.
במצגת הבאה אנטיגנים של מיקרואורגניזמים שונים (חיידקים ונגיפים) וחלק מהטוקסינים המיוצרים על ידם

http://www.authorstream.com/Presentation/Mr_Mod-1098728-antigens-and-toxins/
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מבנה בסיסי של אנטיביוטיקה מקבוצת הפניצילין.

באנימציה הבאה תמצאו הסבר כללי על פעילות הפניצילין והאנטיביוטיקה.

PBPs    הוא כינוי כללי לחלבונים - בעיקר אנזימים, שהראשי שבהם טרנספפטידאז   (TP) Traspeptidas 
חלבוני ה-PBP  השונים מעורבים בבניית הדופן החיידקית, בשלבים האחרונים של סינתזה של peptidoglycan, המהווה את המרכיב העיקרי של קירות תא החיידק. סינתזת הדופן התא החיידקי חיונית לצמיחה, חלוקת התא (וכך רבייה) ושמירה על המבנה התאי בחיידקים. 
פגיעה בסינתזת PBPs יכולה לגרום לאי סדרים במבנה דופן התא, אובדן חדירות סלקטיבית ומוות של תאים.

עוד  על היווצרות דופן תא החיידק.
באופן כללי, האנטיביוטיקה מקבוצת הפניצילין נקשרת לחלבונים שונים המיוצרים על ידי החיידק, ביניהם גם PBP ומונע פעולה שלהם, דבר המונע בניית דופן התא. 
 על דרך הפעולה של אנטיביוטיקה מקבוצת הבטא לקטמימים נגד חיידקים באנימציות הבאות:

· אנימציה 1 עד הדקה ה 3:33;

· באנימציה 2.

עמידות לאנטיביוטיקה

למרות התקוות העצומות שתלו בפניצילין ונגזרותיה, "תרופת הפלא" לא מנעה התפתחות של מחלות זיהומיות בעולם.

בשנת 1950 40% מחיידקי Staphylococcus aureus שבודדו בבתי חולים היו עמידים לאנטיביוטיקה ממשפחת הפניצילין, ובשנת 1960 אחוז החיידקים העמידים עלה ל 80%!!!!
על מנת ללמוד על המנגנון והמשמעות הקלינית של עמידות לאנטיביוטיקה ממשפחת הפניצילינים - נערך הניסוי הבא
:
250 דגימות שתן נאספו מחולים שאושפזו מסיבות שונות בבתי חולים בניגריה באפריקה.

היה חשד שהדגימות הכילו חיידקי Staphylococcus aureus.
שאלה 3
באילו אמצעים ניתן לבדוק שאכן החיידקים הם מסוג Staphylococcus aureus?


דגימות השתן שהכילו את החיידקים חולקו לשתי קבוצות: מייצרי בטא לקטמאז וכאלה שאינם מייצרי בטא לקטאמז.

כל אחת מקבוצות החיידקים חולקה למספר קבוצות. בכל קבוצה- מספר ראשוני זהה של חיידקים. כל הקבוצות גודלו באותו סוג של אגר שהכיל ריכוז זהה של אמפיצילין. בתום הניסוי, נבדקו מספר המושבות שנוצרו.
בטבלאות 1, 2, ריכוז חיידקים (מספר מושבות cfu/ml)*10^6)) מייצרי ולא מייצרי בטא לקטמאז לאורך זמן.
שאלה 4
חשבו את ממוצע מספר המושבות לאורך זמן בחיידקים מייצרי בטא לקטמז ובכאלה שאינם מייצרים בטא לקטמאז, לאחר חשיפה לאמפיצילין.
שאלה 5
חשבו את אחידות המדגם. בניסוי זה נקבע שהמדגם ייחשב אחיד אם אחוז סטיית התקן מהממוצע לא יעלה על 10. 

שאלה 6

במדגם החיידקים שאינם מייצרים בטא לקטמאז נמצא חוסר אחידות, גלו מה מקורו. 
שאלה 7
החוקרים החליטו להוציא מהמדגם את כל התוצאות לאורך זמן, של צלחת הפטרי שבה התגלתה התופעה החריגה. מה ההצדקה לכך? עשו זאת גם אתם.
שאלה 8
רכזו את תוצאות הניסוי בטבלה מסכמת מקושרת.

שאלה 9
שרטטו גרף שיבטא את תוצאות הניסוי.

שאלה 10
בהנחה שקצב הירידה במספר המושבות יישאר זהה, מצאו תוך כמה שעות ייעלמו חיידקי Staphylococcus aureus המייצרים לקטמאז מהתרבית? 
שאלה 11
התייחסו לתשובה שקיבלתם על ידי ההצבה במשוואת קו המגמה ודונו על הבעייתיות בתוצאה זאת אם היא תתקיים in vivo. 
הצלחת בה התגלו הערכים החריגים עניינה את החוקרים.
לאחר שלילת גורמים טכניים שונים, החוקרים הגיעו למסקנה שהסיבה לתוצאות החריגות היא עמידות החיידקים לאנטיביוטיקה. כדי לגלות את מקור העמידות נערכו מבחנים גנטיים. להפתעת החוקרים נמצא שהחיידקים בצלחת הפטרי החריגה, לא נושאים אמנם את הגן ליצירת בטא לקטמאז, אך נושאים רצף של קומפלקס גנטי אשר לא הופיע בחיידקים האחרים שנאספו מהחולים בניגריה.
החיידקים ב"צלחת החריגה" דומים בהרכב הגנטי שלהם לחיידקי Staphylococcus aureus מסוג MRSA methicillin resistant S. aureus)) ו-  MDR
(multiple drug-resistant), טיפוס חיידק שמאד נפוץ באירופה וארה"ב ונחשב בקרב רופאים לאחד מהזנים המפחידים ביותר בשל עמידותו הגבוהה לסוגי אנטיביוטיקה רבים. עד ביצוע המחקר הנ"ל חיידקים מטיפוס MRSA כמעט ולא היו ידועים באפריקה.
חיידקי (MRSA) מתאפיינים בנוכחות קומפלקס של גנים  הקרויA  Mec, שאחראי על העמידות של חיידק הסטפילוקוקוס למגוון רחב של אנטיביוטיקה.
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http://www.staphylococcus.net/Pages/SCCmecDescriptionEN.html
לחיידק שפיתח עמידות לאנטיביוטיקה יש גנים אשר מייצרים אנזימים לבניית דופן תאית בעלי מבנה מרחבי של אנזימים שונה, לכן אנטיביוטיקה מקבוצת הבטא לקטאם לא מכירה אותו. 

שאלה 12
כיצד יכול חיידק הMRSA  שבודד מאחד החולים, להתמודד נגד אנטיביוטיקה מקבוצת הבטא לקטאם, גם אם אינו מייצר פניצילאז? היעזרו באנימציה הבאה, מהדקה ה 3:47 ועד הדקה ה 5:00.


מהו המקור האפשרי לגן ליצירת אנזימים אלה (אשר מייצר אנזימים PBP שהפניצילין לא נקשר אליהם)?
כאשר בדקו את החולה התגלה שיש לו:

-חיידקי סטאפ אאורוס 

-חיידקי  MRSA  (הרצף הגנטי בשני טיפוסי חיידקים אלה זהה מלבד קומפלקס ה A – Mec המופיע בחיידקי הMRSA)
-חיידקים ממין S. epidermidis אשר מכילים את קומפלקס הגנים A – Mec.   
שאלה 13
החוקרים חשבו שממצא זה מדאיג היות והוא יכול להעיד על העברה בין מינית של גנים. באילו דרכים יכולה להתבצע העברה זאת? 
שאלה 14
באיזו דרך לא סביר להניח שהתבצע מעבר בין מיני של גנים? הסבר. 
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�צביעת גרם בחיידקים


קיבוע החיידקים ע"י חימום.


שטיפה בקריסטל ויולט. צובע את על החיידקים בסגול.


שטיפה בתמיסת יוד (לוגול). יוצר קומפלקס עם הצבע הסגול בתוך התאים. 


שטיפה באתנול (כוהל). תאים גרם + שומרים על הקומפלקס משום שהכוהל אוטם את הדופן שלהם, בתאים גרם –  הקומפלקס נשטף והם מאבדים את הצבע.


שטיפה בצבע אדום (ספרנין). תאים גרם + סגולים בעוד תאי גרם – אדומים.





�החיידק יכול להתקיים גם ללא נוכחות חמצן בסביבה. החיידק מסוגל לבצע נשימה אירובית ואנאירובית, לפי זמינות החמצן, בזכות קיומם של אנזימים השייכים למסלול הנשימה האירובית והאנאירובית. כתוצאה מכך, סביבת המעי הגס הופכת לחסרת חמצן (הניס, 1985).  





�הנגרמת על יד אחד מרעלני החיידק.


רעלן ה TSST1 אשר גורם לתסמונת ההלם הטוקסי הקשור לעיתים בשימוש בטמפונים, ומאופיין בחום, פריחה, וכשל מערכתי. רעלן זה יכול לגרום במקרים קלים להרעלת מזון המאופיינת על ידי הקאות ושלשולים. יכולה להופיע שעה עד שש שעות לאחר אכילת מזון המכיל את הרעלן, ועוברת לרוב תוך 24 שעות.





�הניסוי נערך ב 2007, יש לזכור ששכיחות החיידקים העמידים נמוכה יותר באפריקה מאשר במדינות המערב.





