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 דו"ח מדעי בנושא:

במערכות על משטחי עבודה  התבססות חיידקיםמניעת ל חדשניתאנטימיקרוביאלית טכנולוגיה פיתוח 

 .המשמשות את משק החלב

 421-0307-18: מספר הזיהוי

 

 שמות החוקרים בקבוצות המחקר:

וולקני )עובד  מכוןהמחלקה לחקר איכות מזון ובטיחותו, מינהל המחקר החקלאי, , ד"ר משה שמש

 יקרוביולוגיה של מזון.מ: תחום מחקרתקן(. 

: כימיה והנדסת תחום מחקר. , האוניברסיטה העברית בירושליםהמכון לכימיה מיטל רכס, פרופ'

 חומרים.

 

 התקציר 

התבססות חיידקים במזון או על משטחי עבודה שבאים במגע עם המזון מהווה בעיה מיקרוביאלית קשה 

ונחשבת כאחד האתגרים הקשים ביותר של תעשיית המזון כיום. במהלך ההתבססות של חיידקים, 

ם נוצרות קהילות מורכבות של תאים שמכוסות במטריקס פולימרי הנקראות ביופילמים. לחיידקי הביופיל

יש עמידות מוגברת בפני טיפולים אנטימיקרוביאליים הנערכים במהלך עיבוד ואחסון המזון. לפיכך, קיים 

צורך לפתח גישות חדשות, ידידותיות לאדם ולסביבה, לעיכוב היווצרות של ביופילמים במזון או במשטחי 

דים אשר מונעים לפתח משטחים המשלבים פפטי הייתה  מטרת המחקרעבודה שבאים במגע עם המזון. 

תוצאות המחקר מצביעות כי הצלחנו . במשטחיםיצירת ביופילם על מנת לפגוע בהתבססות החיידקים 

לבנות משטחים הפוגעים בהיצמדות חיידקים על בסיס פלדה בלתי מחלידה על ידי טבילה של המשטחים 

סאודומונס )גרם . נבחנה יכולת של חיידקי הפהמונע הצמדות חיידקים למשטחבתמיסה של הפפטיד 

שלילי( וחיידקי בצילוס )גרם חיובי( להיצמדות ויצירת הביופילם על משטח שעבר מודיפיקציה בפפטיד. 

בנוסף, הראינו כי  החיידקים ליצור ביופילמים על המשטח המצופה. תמצאנו ירידה משמעותית ביכול

. כמוכן, תוצאות המשטח המצופה משמר את הפעילות האנטימיקרוביאלית גם כאשר נחשף לחלב

 המחקר מצביעות כי למשטח המצופה אין השפעה על התכונות הטכנולוגיות של החלב מוצריו.

 

 מבוא 

למרות טכנולוגיות שימור מזון קיימות, נזקים מיקרוביאליים מהווים איום עיקרי לבטיחות ואיכות של 

תוצרת חקלאית ומזון. מיקרואורגניזמים עלולים לפגוע במרקם, בצבע, בריח או בטעם של מזון טרי 

נים, פחמימות ומעובד ולהביאו למצב שאינו ראוי לאכילה. נזקים אלו כוללים בדרך כלל פירוק של חלבו

ושומנים על ידי אנזימים שמיקרואורגניזמים מפרישים במזון. כיום, מעריכים כי כשליש מסה"כ המזון 

המיוצר נזרק בעיקר עקב נזקים מיקרוביאליים שונים. למרות תהליכי חיטוי וניקוי אגרסיביים, אשר נועדו 

טיפולים אנטימיקרוביאליים לשימורו, להשמדת מיקרואורגניזמים הבאים במגע במזון במהלך עיבודו ו/או 
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מתגלות לעיתים קבוצות של חיידקים המסוגלות לשרוד את התהליכים הללו ומסכנות את האיכות 

 והבטיחות של המזון.

מיקרואורגניזמים המתבססים על משטחי עבודה )צנרת, מיכלים ואביזרי חליבה( ברפתות ובמחלבות 

 ,.Burgess et al., 2010; Simoes et alת של חלב ומוצריו )מהווים בעיה חמורה בתחום איכות ובטיחו

(. משטחי העבודה בתעשיית החלב בנויים ממספר חומרים הבאים במגע עם העטין ועם החלב. 2010

החומרים העיקריים כוללים: פלדת אל חלד )פלב"מ(, גומי, סיליקון וחומרים פלסטיים מורכבים. חיידקים 

כאשר  תלשטח פני המשטחים במערכת החליבה. עיקר ההיצמדות מתחולל המצויים בחלב גולמי נצמדים

החלב נמצא בדרך כלל בתהליך זרימה, עם הפסקות  ,המערכת נמצאת במצב סטטי. במערכת החליבה

בין דבוקת פרות אחת לשנייה. חיידקים יכולים להיצמד בזמן הזרימה ובהפסקות אל דפנות הצנרת. לאחר 

 ,.O'Toole et al)מתחיל תהליך התיישבות החיידקים ובניית ביופילם היצמדות ראשונית למשטח, 

2000; Shemesh et al., 2007; Stoodley et al., 2002) הפסקה זמנית בהזרמת החלב יכולה לעודד .

ה מנגנון הישרדות, את התבססות החיידקים בביופילם כתוצאה מהעדר שטיפה. יצירת הביופילם מהוו

המגן על חיידקים ומאפשר את התרבותם בתנאי סביבה קשים, כגון זרימה טורבולנטית וחוסר במזון 

(Davey & O'Toole G, 2000) החיידקים בונים מטריקס פולימרי המכסה אותם ומקנה להם עמידות .

 ;Hall-Stoodley et al., 2004)מוגברת בפני חומרים אנטימיקרוביאליים הנמצאים בחומרי החיטוי 

Peng et al., 2002; Shemesh et al., 2010a; ) . 

לפיכך, חיידקי הביופילם )תאים וגטטיביים ונבגים( במתקני החליבה מהווים מקור לזיהום מיקרוביאלי 

מתמשך שמהווה מצד אחד איום לבטיחות של חלב ומוצריו ומצד שני, גורם להקטנת אורך חיי המדף של 

. תהליך הפסטור (Bremer et al., 2006; Mittelman, 1998)( spoilageהמוצרים ע"י חיידקי קלקול )

משמיד את מרבית החיידקים הוגטטיביים בחלב, אולם אינו פוגע בנבגים. בנוסף לפגיעה אפשרית באיכות 

החלב, הזיהום המיקרוביאלי עלול לגרום לנזק כלכלי משמעותי עקב פגיעה בציוד החליבה. חיידקי 

וגיות הגורמות לקורוזיה מתכתית של הצנרת, המיכלים ואביזרי הביופילם מקטלזים ריאקציות כימיות וביול

 .(Bremer et al., 2006; Mittelman, 1998)החליבה 

( Bacillusביופילמים הנוצרים על משטחים הבאים במגע עם החלב כוללים, בין השאר, חיידקי בצילוס )

מסוגלים להתרבות גם  (. חיידקים אלוPseudomonas( )Simoes et al., 2010) ופסאודומונס

 ,.Flint et al) ם את מרכיבי החלב ואף לייצר טוקסיניםבטמפרטורות המקרר, לייצר אנזימים המפרקי

1997; Mittelman, 1998; Simoes et al., 2010) תופעות אלו מאיצות את קלקול מוצרי החלב .

 וגורמות לנזק כלכלי. 

נבגים המהווים את המיקרופלורה הדומיננטית חיידקי הבצילוס הם חיידקים גרם חיוביים יוצרי 

(. הביופילמים של Sharma et al., 2002בביופילמים שנוצרים במערכות המשמשות את משק החלב )

בצילוס יכולים להכיל הן תאים וגטטיביים והן נבגים. כמות הנבגים עולה כאשר הביופילם חשוף לאוויר, 

בה. פרסומים דיווחו שביופילם של בצילוס החשוף מצב המתרחש בצנרת החלב במהלך הפסקות החלי

, כלומר המטריקס הפולימרי של הביופילם משמש (Wijman et al., 2007)לאוויר מורכב בעיקר מנבגים 

כמוקד להבשלת נבגים אשר עלולים להשתחרר ממנו ולגרום לזיהום מתמשך של סביבת הייצור. מכיוון 
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כת החליבה, שהנבגים עמידים הרבה יותר מתאים ווגטטיביים לטיפול בחומרי חיטוי הם יישארו במער

 ישרדו את הטיפול התרמי )פסטור( ויזהמו את החלב. 

 ,.Simoes et alחיידקי הפסאודומונס מהווים קבוצה נוספת של חיידקים בעייתיים בתעשיית החלב )

(. חיידקים אלו מייצרים אנזימים ליפוליטיים ופרוטאוליטיים הגורמים לירידה משמעותית באיכות 2010

 UHT-אנזימים אלה יכולים לשרוד את תהליך הפסטור הרגיל ואף את טיפול ההחלב ומוצריו. מרבית 

(ultra-high-temperature ולגרום בכך לקיצור חיי המדף של מוצרי החלב. בנוסף, חיידקי פסאודומונס )

 Dogan)עלולים לפגוע )כמזהמים לאחר הפסטור( במוצרי החלב עקב התרבותם בטמפרטורות נמוכות 

& Boor, 2003). 

תהליך ההיצמדות למשטח הוא שלב התחלתי וחשוב להתיישבות של חיידקים והתפתחות הביופילם 

(Gristina, 1987; Hall-Stoodley et al., 2004; Palmer et al., 2007) התפתחות הביופילם .

מתחילה באינטראקציה של חיידק עם משטח הגורמת לשפעול גנים הדרושים להצמדות והתיישבות. 

עה מכרעת על היצמדות של חיידקי סטרפטוקוקוס בעבודה קודמת מצאנו כי לסוג המשטח יש השפ

 DNA-microarrays. בעזרת טכנולוגית (Shemesh et al., 2010b)למשטח ולהתפתחות הביופילם 

הראנו כי סוג המשטח משנה את פרופיל הביטוי הגני בחיידק וזיהינו את הגנים המתבטאים בצורה 

 -דיפרנציאלית בביופילמים שנוצרו על משטחים שונים. בנוסף, מצאנו שרמתו של הסיגנל המופרש 

Autoinducer-2יופילם, , אשר משחק תפקיד חשוב בתקשורת בין חיידקית המשפיעה על יצירת הב

משתנה בהתאם לסוג המשטח עליו נוצר הביופילם. תוצאות מחקר זה מובילות למסקנה שסוג המשטח 

 .(Shemesh et al., 2010b)קובע את פרופיל ביטוי גני בחיידק ורמת יצירת הביופילם 

מניעת היווצרות הביופילם היא הגישה המועדפת לטיפול בבעיה. אך עד עתה לא קיימת טכנולוגיה אשר 

תמנע לחלוטין היווצרות של ביופילם מבלי לגרום לתופעות לוואי בלתי רצויות. הגישות הקיימות להתמודד 

לפני שהחיידקים עם בעיית הביופילם מבוססות בעיקר על ניקוי וחיטוי יסודיים של מערכות החליבה 

מצליחים להתבסס בצורה משמעותית על המשטחים. מספר עבודות דיווחו על פיתוח חיישנים לזיהוי 

במטרה לעכב את המשך  (Pereira et al., 2008)הביופילמים בשלבי התפתחות התחלתיים 

ביופילמים ההתפתחותם. עבודות אחרות ניסו לזהות חומרים אשר אינם מאפשרים את היווצרות 

(Rogers et al., 1994) בעבודה זו, נבדק עיכוב יצירת הביופילמים ע"י חומרים שונים, אך לא נמצא .

. דווח (Rogers et al., 1994)חומר אשר פגע בצורה משמעותית ביכולתם של החיידקים לבנות ביופילם 

ם על מנת למנוע היווצרות הביופילם גם על שילוב של חומרים אנטימיקרוביאליים בתוך ציפוי משטחי

(Gottenbos et al., 2002) עבודות אחרות דיווחו על שימוש בחומרים פעילי שטח כמעכבי היווצרות .

. חומרים אלו משפיעים, ככל הנראה, (Meylheuc et al., 2006 Splendiani et al., 2006)ביופילמים 

 ,.Splendiani et al)על התפתחות השוטונים בחיידקים ובכך מעכבים היצמדות והיווצרות הביופילמים 

2006) . 

ית הביופילמים בתחום תעשיית בטיפול בבעי ממשי פתרוןלמרות התקדמות מסוימת בנושא, טרם נמצא 

יופילם על ידי חיידקים הרלוונטיים יש צורך לפתח טכנולוגיה חדשה המונעת היווצרות הב ,. לכןהחלב

הידרופוביים על מנת להנדס -מצאנו שניתן להשתמש בציפויים סופרבעבודה קודמת לתעשיית החלב. 
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דת בעבו. (et al., 2015 Pechook) משטחים כך שימנעו היצמדות של חיידקים והיווצרות הביופילם

על מנת לפגוע המונעים יצירת ביופילם המשלבים פפטידים משטחים  פתחל רצינו, נוכחיתהמחקר ה

 במערכות המשמשות את משק החלב.  םחיידקיהבהתבססות 

 

 מטרות המחקר

 עבודה חיידקים על משטחיהתבססות היצמדות ולמניעת  הפיתוח טכנולוגי נההיהכללית מטרת המחקר 

פיתוח ( א) מטרה זו תושג באמצעות היעדים הספציפיים הבאים: .חלב ומוצריו באים במגע עםאשר 

בחינת יציבות המשטחים בנוכחות  )ב(, יצירת ביופילםהעשויים למנוע משטחים המשלבים פפטידים 

( בחינת ד, )אבחון פגיעה בהיצמדות החיידקים וביצירת הביופילם , )ג(דוגמאות חלב ובצנרת החלב

המשטחים כנגד ביופילם בחינת יעילות ( ה) ,השפעת המשטחים על איכות טכנולוגית של החלב ומוצריו

של תבדידי חיידקים המזהמים מערכות החליבה, )ו( בחינת יעילות המשטחים כנגד ביופילם 

 פולימיקרוביאלי.

 

 

 יסויים שבוצעו והתוצאות שהתקבלו פירוט עיקרי הנ

חיידקים להתיישב ולזהם את ה תאשר פוגעים ביכולרלוונטים לתעשיית החלב במטרה ליצור משטחים 

טבילה של המשטחים  על ידי (SS 316פלדה בלתי מחלידה )משטחים על בסיס  הצלחנו לבנות ,החלב

הפפטיד משנה  וית המגע של המשטח;וינו על ידי מדידת זיאופ. המשטחים (1)איור  בתמיסה של הפפטיד

 . (2)איור  וית המגע של המשטח עולהואת אופי המשטח להידרופובי כך שז

 

  

אשר סונתז במעבדה ואשר פעילותם תהליך הטבילה של המשטח בפפטיד הסכימה מתארת את  .1איור 

 נבדקה. טבילה של משטח כלשהו בתמיסה המכילה את הפפטיד מובילה ליצירת ציפוי על המשטח.
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זווית המגע הנוצרת בין טיפת המים לבין המשטח לא . תכונות פני השטחהציפוי משנה את  .2איור 

 בפפטיד קטנה יותר מאשר זווית המגע הנוצרת בין טיפת המים לבין משטח מצופה בפפטיד.מצופה 

 

( לפני ואחרי הציפוי. המדידה AFMבנוסף, נעשה מיפוי פני השטח באמצעות מיקרוסקופ אטומי סורק )

שלו מערך הממוצעת הראתה כי טופוגרפיית פני השטח של המשטח עלתה ואיתה גם מידת החספוס 

 (.3)איור  nm 2.8, לערך של  nm 1.8של 

 

. הציפוי משנה את פני השטח. משמאל משטח לא מצופה לעומת משטח מצופה בפפטיד )מימין( 3איור 

 בעל פני שטח שונים ופחות אחידים.

 

לקראת  ם שונים )הן גרם חיוביים והן גרם שליליים(חיידקיהיצמדות של יכולת  נבחנהבהמשך המחקר, 

פן משטחים שעברו מודיפיקציה, בעזרת מערכת מודל שבה מוכנסים המשטחים באוב הביופילםהיווצרות 

בעזרת ע"י אפיון כמותי ) נקבעהיעילות עיכוב של יצירת הביופילם  אספטי אל תוך צלחות פוליסטירן.

ית ע"י אפיון מורפולוגי באמצעות צביעה פלואורסנט( של החיידקים הנצמדים למשטח ובנוסף ספירה חייה

  .ומיקרוסקופיה קונפוקלית



6 
 

מכיוון שישנה חשיבות רבה בהוכחת יעילות הטכנולוגיה במניעת התבססות של בידודי חיידקים המזהמים 

את מערכות החליבה, המשטח המצופה נבחן כנגד התבססות ביופילמים של חיידקי הבצילוס אשר בודדו 

מתאפיין כבעלי יכולת  B. licheniformis S127מדגימות חלב נגוע. אחד התבדידים אשר זוהה כחיידקי 

. לכן, הוחלט לבחון את יכולת המשטח במניעת (Ostrov et al. 2019) ליצור ביופילם קשה במיוחד

, מצאנו פגיעה משמעותית ביכולת 4על ידי חיידק זה. כפי שניתן לראות באיור גם צרות הביופילם והיו

 החיידק ליצור ביופילם מפותח על המשטח המצופה עם הפפטיד. 

 

 

 PA14 Pseudomonas aeruginosaחיידקי  תפוגע ביכולהמצופה בפפטיד  SS-316המשטח . 4איור 

 .value-P 0.05 >ברמת המובהקות: * להיצמד למשטח ולבנות ביופילם.  S127 B. licheniformis-ו

 

האם הציפוי הפפטידי מסוגל למנוע את התפתחות הביופילם לאורך זמן. ככל שניתן  בדקנובהמשך, 

אינם מצליחים לבנות ביופילם במשטח מצופה בפפטיד בצורה יעילה שנבדקו החיידקים  5לראות מאיור 

. הערכה כמותית שבוצעה ע"י החיידק בעזרת ספירה חיה ליצירת (משטח לא מצופה) לעומת הביקורת

 חיידקים כאשר המשטח מצופה בפפטידבכמות הגודל  יסדרכשני כי קיימת ירידה  מצביעההביופילם 

 .(5)איור 

בנוסף, בוצעה הסתכלות בעזרת מיקרוסקופיה קונפוקלית על יכולת החיידקים ליצור ביופילם על 

, ישנה פגיעה קשה ביכולת החיידקים לבנות ביופילם במשטח 6אות מאיור המשטחים. ככל שניתן לר

 מצופה.
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להיצמד למשטח  ופסדומונאס הבצילוסהמצופה בפפטיד פוגע ביכול חיידקי  SS-316המשטח  .5איור 

אנליזת ספירה חייה לכימות החיידקים שנצמדו תוצאות  .לאורך זמן )במשך מספר ימים( ולבנות ביופילם

 .value-P 0.05 >ברמת המובהקות: *ויצרו ביופילם על משטח מצופה לעמת הלא מצופה. 
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ופסדומונס להיצמד למשטח  הבצילוסהמצופה בפפטיד פוגע ביכול חיידקי  SS-316המשטח  .6איור 

ולבנות ביופילם לאורך זמן )במשך מספר ימים(. תוצאות של אנליזת הביופילמים אשר נצבעו בצביעת 

LIVE/DEAD .במיקרוסקופ קונפוקלי 

 

על מנת לבדוק את השפעת הציפוי הפפטידי על חיות החיידקים, הם גודלו בנוכחות ובעדר ציפוי פפטידי 

 (.7אשר לא כל כך השפיע על חיות החיידקים לאורך זמן )איור 

 

בפפטיד לעומת ללא ציפוי בכלים שצופו דקים גודלו השפעת הציפוי על חיות החיידקים. החיי .7איור 

 במשך מספר שעות.

 

הפעילות למניעת היווצרות הביופילם נשמרת גם לאחר מגע של המשטח המצופה עם  לבדוק כיעל מנת 

על גבי המשטחים אשר נחשפו לחלב קודם לכן. כפי שניתן  החלב, נעשה מעקב אחרי היצמדות החיידקים

, הפעילות כנגד היווצרות הביופילם נשמרה באופן מוחלט. תוצאה זו מצביעה על יכולת 8לראות מאיור 

 המשטח המצופה לשמר את הפעילות גם לאחר חשיפתו לחלב ומוצריו.
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( A)ע"י  הביופילם לאחר חשיפתו לחלבוצרות המשטח המצופה משמר את יכולתו כנגד היו .8איור 

ברמת *(. P. aeruginosa( חיידקים גרם שליליים )B)-( וB. licheniformisחיידקים גרם חיוביים )

 .P-value < 0.05המובהקות: 

 

בתכונות הטכנולוגיות של החלב  תאינו פוגע למשטח המצופה שחשיפתו של החלבולבסוף, רצינו לוודא 

, כמות החלבון בחלב ובגבינות אינה מושפעת כתוצאה מחשיפת החלב 9כפי שניתן לראות מאיור ומוצריו. 

(. כמוכן, לא משתנה גם יכולת ההתגבנות של החלב בעקבות חשיפתו D-ו C 9למשטח המצופה )איור 

 (.B-ו A 9למשטח המצופה כפי שנבדק בעזרת מערכת האופטיגרף )איור 

  

  

ות של החלב אינן נפגעות כתוצאה מחשיפתו למשטח המצופה. ציפוי המשטח תכונות טכנולוגי .9 איור

( כמות החלבון D( כמות החלבון בחלב או )C( חוזק הגבן, )B( קצב ההתגבנות, )Aאינו משפיע על: )

 ן.בגב
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