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



סיפורו של חיידק (H. pylori) Helicobacter pylori, שני מדענים שיצאו נגד הדוגמה השלטת.

פרס נובל- 

בשנת 2005 שני רופאים אוסטרלים, בארי מרשל (Marshall) ורובין וורן (Warren), זכו בפרס נובל לרפואה על תגליתם שהחיידק  H. pylori) Helicobacter pylori) הוא  הגורם העיקרי למחלת  האולקוס - כיבי הקיבה/תריסריון. 
תחילתו של הסיפור ביוני 1979, כשוורן, פתולוג שעבד בבית החולים, מצא בביופסיה שנלקחה מהחלק התחתון של קיבה מודלקת, חיידקים בעלי צורה מפותלת (ספירלית) שלא הכיר קודם. 




http://biomarker.cdc.go.kr/biomarker/pathogen/pathogen_view_en.jsp?pclass=1&id=26
בראשית שנות ה-80 החלו וורן ומרשל בסדרת ניסויים שמטרתם הייתה לבדוק אם החיידקים החדשים אותם מצא וורן בביופסיה הינם הגורם לכיב הקיבה. הקהילה המדעית דחתה על הסף את האפשרות שחיידקים הנמצאים בקיבה גורמים למחלה. התנגדותם התבססה על התפיסה שאולקוס היא מחלה גופנית המושפעת מגורמים נפשיים וכן שהקיבה סטרילית- מאחר שמיקרואורגניזמים אינם מסוגלים להתקיים בסביבה חומצית כל כך.
כבר מסוף המאה ה-19, דיווחו חוקרים על הימצאות חיידקים ספירליים בתוך כיב של חולים. אך הממצאים נחשבו לקוריוז או לזיהום, גם כיוון שלא הצליחו לגדל חיידקים אלה בתרביות או בחיות מעבדה. 

מאוחר יותר כשהתברר שיש חיידקים שיכולים לשרוד בתנאי חומציות כאלה, טענו מדענים שהחיידק H. pylori  נפוץ בקרב מחצית האוכלוסייה, לכן לא סביר להניח שדווקא הוא זה שגורם לבעיות בקיבה רק ל- 5%- 10% מהאוכלוסייה.

לאחר מאמצים רבים הצליחו וורן ומרשל לגדל את החיידק in vitro. השלב הבא והמכריע היה להוכיח על פי ארבעת העקרונות של רוברט קוך
 כי חיידק זה הוא אכן הגורם לכיב הקיבה.
על העקרונות של קוך באנימציה הבאה (אנגלית קלה)
http://www.lookfordiagnosis.com/videos.php?title=Koch's+Postulates%3A+an+introduction+to+microbiology&content=students.+...+%26quot%3Bscientific+method%26quot%3B+%26quot%3Bscience+process+skills%26quot%3B+%26quot%3Bmiddle+school%26quot%3B+microbiology+%26quot%3Binfectious+diseases+...&lang=1
באיור הבא על העקרונות של קוך
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http://www.answersingenesis.org/assets/images/aid/v5/legionella_large.jpg
שאלה 1  
אילו תוצאות ניסוי, לפי עקרונות קוך, יוכיחו את השערת וורן ומרשל שאכן חיידקי ה H. pylori הם הגורמים לכיבי הקיבה? תוכלו להיעזר באתרים הבאים.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8541033
http://www.achievement.org/autodoc/page/mar1int-5

כל הנסיונות שנעשו על מנת להוכיח לפי עקרונות קוך שאכן חיידקי ה H. pylori הם הגורמים לכיבי הקיבה נכשלו. זאת משום שהתברר שהחיידק יכול להדביק רק בני-אדם.

אבל לא חוקרים כוורן ומרשל ירימו ידיים. על מנת להוכיח את השערתם, ב 1984 מרשל שתה בעצמו מבחנה שהכילה כמיליון חיידקי  H. pylori. שבוע לאחר מכן התפתחו אצלו תסמינים של כיב קיבה אופייניים, ולאחר 10 ימים נוספים כאשר בוצעה בו בדיקה, נמצאה רקמת קיבה מודלקת וגדושה בחיידקי H. pylori. למרבה המזל החלים מרשל לחלוטין מהתסמינים הללו (לאחר לקיחת אנטיביוטיקה) והמשיך במחקריו החשובים עם שותפו וורן. 
בצורה זו הוכיח מרשל על פי עקרונות קוך, שאכן הגורם למחלת כיב הקיבה הם חיידקי ה H. pylori.
בזכות מחקרם של וורן ומרשל ידוע כיום, שלמרות שחיידקי ה  H. pylori נמצאים בקיבתם של  כ- 50% מאוכלוסיית העולם מבלי לגרום לתחלואה מסוימת, אצל בין 5%- 10% הם גורמים לכיבי קיבה. 
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http://www.helicobacterpyloritest.com/helicobacter-pylori-ulceration.html
חיידקי ה  H. pylori מצליחים לחדור את השכבה הרירית המגנה על דופן הקיבה ולהפכה לפגיעה להשפעת חומצות ואנזימים בשל צורתם (ספירלה) ואופן תנועתם. 
בזכות המחקר של וורן ומרשל, ניתן לרפא בעזרת אנטיביוטיקה כיבי קיבה ודלקות קיבה, מחלות שנחשבו למחלות כרוניות ללא יכולת לרפאן. 

על מחקרם זה זכו השניים ב- 2005 בפרס נובל.
אבחון הימצאות החיידק בקיבה

http://jb.asm.org/cgi/reprint/190/11/4100.pdf
חלק ב'- גידול חיידק בתרבית.

שאלה 2   
קיים קושי לגדל את החיידק  H. pylori  בתרבית IN VITRO .  ציינו אילו גורמים עשויים להשפיע על גודל אוכלוסיית החיידקים.

שאלה 3   
חיידק  ה  H. pylori הוא מיקרוארופילי
. איזו מבחנה מייצגת את צורת פיזורו בנוזל? הסבירו.
[image: image3.png]





שאלה 4    
במצע הגידול של WT Helicobacter הוכנסו בין השאר החומרים הבאים: 
1. נוגדי חימצון שונים
2. ריכוזי חמצן שונים
3. מוצין (חמר המצפה את הריריות בקיבה)
4. סוגים שונים של אנטיביוטיקה 
הסבירו חשיבותם של כל אחד מהמרכיבים האלה לגדילת החיידק.  

היכולת להסתגל לסביבה משתנה חיונית להישרדות חיידקים. 
ממצאים קליניים מצביעים על כך שתזונה עתירת מלח בישול NaCl) ) יכולה להחריף סימפטומים שנגרמים כתוצאה מזיהום של חיידקי  H. pylori. 
השערת החוקרים הייתה שריכוזי מלח גבוהים גורמים לשגשוג באוכלוסיית החיידקים.
לבדיקת ההשערה נערך הניסוי הבא:

חיידקי H. pylori (מהזן WT) גודלו במצעי גידול שהכילו ריכוזים שונים של מלח.
כל שאר תנאי הגידול היו זהים ואופטימליים.
תוצאות הניסוי מוצגות בטבלאות  1,2,3 בגיליון האלקטרוני.
שאלה 5     
חשבו את  גודל האוכלוסייה הממוצע בזמני הגידול השונים, בריכוזי המלח השונים.
שאלה 6    
חשבו את סטיית התקן של המדגם בזמני הגידול השונים, בריכוזי המלח השונים.
שאלה 7    
צרו טבלה מסכמת מקושרת והעבירו אליה את תוצאות הניסוי.
שאלה 8        
שרטטו גרף ובטאו בו את תוצאות הניסוי.
שאלה 9    
האם תוצאות הניסוי מאששות או סותרות את השערת החוקרים? הסבירו. 


השלב הבא במחקר היה לבדוק השפעת ריכוזי מלח שונים על שני זנים שונים של H. pylori: מזן הבר WT ומהזן 26695.

התוצאות מוצגות בגרף שלפניכם:

[image: image4.emf], אחוז השרדות אוכלוסיית חיידקי הליקובטר מזנים שונים
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שאלה 10    
השוו את השפעת ריכוז המלח על זן ה WT לעומת זן 26695.


בהנחה שלרוב האוכלוסייה יש בקיבה חיידק H. pylori  מזן ה WT, נשאלת השאלה 
מדוע בתזונה עתירת מלח יש דווקא החרפה בסימפטומים.
אחת ההשערות הייתה שחשיפה ולו רק זמנית לריכוז גבוה של מלח, מעודדת ייצור של גורמי אלימות של  חיידק ה -WT. לגבי חיידק ה H. pylori ידוע שגורמי אלימות מקודדים על ידי הגנים+ CagA VacA.
על פעילות גורמי האלימות של החיידק:

http://legacy.lakeforest.edu/eukaryon/vol003/reviewarticle/johnson.asp
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כדי לבדוק זאת  חשפו חיידקי H. pylori  מזן WT  וחיידקי H. pylori  מזן  26695 לריכוז גבוה של מלח "שוק "NaCl .   
60 דקות לאחר מכן בדקו את רמת השעתוק- עותקי ה RNA של גנים שתורמים לאלימות החיידק- גנים CagA + VacA  . 
התוצאות מוצגות בטבלה. 
טבלה 4: השפעה של "שוק "NaCl   על רמת שעתוק יחסית של RNA של גנים שתורמים לאלימות 60 דקות לאחר חשיפה לריכוז גבוה של מלח.
	זמן (דקות)
	רמת שעתוק  H. pylori  בזן 26695
	רמת שעתוק  H. pylori  בזן WT

	0
	1
	1

	60
	1.1
	4.7


שאלה  11     
על מה מעידה רמת השעתוק של גן?

שאלה  12    
האם תוצאות הניסוי יכולות להסביר את החרפת הסימפטומים לאחר חשיפה לתזונה עתירה במלח?


תשובה: 








תשובה:





תשובה:





תשובה: 





תשובה:





תשובה:





תשובה:





תשובה:





תשובה:








�העקרונות (ה"פוסטולטים") של קוך (Koch's Postulates)


ב-1882 קבע רוברט קוך את העקרונות לאישוש גורם המחלה, לפיהם יש לבודד את החיידק מהאזור הנגוע, להדביק באמצעותו חיה בריאה, לגרום לה לחלות באותה מחלה ולבדוק שאכן נמצא בה גורם המחלה. 


�ניתן לאבחן את הימצאות חיידק ה  H. pylori בקיבה בדרכים שונות. הדרך החדישה ביותר היא על ידי תבחין נשיפה. בדיקה זאת מתבססת על תכונות החיידק -


לחיידק זה אנזים ייחודי אשר מפרק אוריאה לפחמן דו חמצני, ולאמוניה – שהיא חומר בסיסי. בתהליך זה מנטרל החיידק במעט את סביבתו החומצית. כאשר החיידק נוכח בקיבה, בליעה של קפסולה של אוריאה המכיל פחמן כבד, תגרום לייצור של פחמן דו חמצני כבדC13, אשר עובר לדם ונפלט דרך הראות. במהלך הבדיקה, הנבדק נושף לתוך מבחנה, לאחר מכן בולע קפסולה המכילה  UREA - C13, ולאחר כחצי שעה, מתבקש הנבדק לנשוף לתוך מבחנה חדשה. קביעת הנוכחות של החיידק נעשית על ידי השוואת יחס האיזוטופים C12/C13 לפני ואחרי בליעת האוריאה.


�חיידק מיקרוארופילי מוכרח לחיות בנוכחות חמצן, אך בריכוז נמוך בהרבה מריכוזו באוויר. ריכוז רגיל של חמצן עלול לגרום למותו.





