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Abstract 75 

Mammary pathogenic Escherichia coli (MPEC) is a major cause of infection 76 

and inflammation (mastitis) in dairy animals, which leads to numerous 77 

economic losses. Despite many years of research, The Pathogenicity of 78 

MPEC is still poorly understood and no specific virulence factors or 79 

pathotypes of the bacteria have been reported. 80 

Genetic analysis of two closely related MPEC strains (P4-NR and P4-96)  in 81 

our lab, revealed that MPEC strain P4-NR contains 3 pathgenicity islands 82 

(PAIs). PAI1 consist a full type VI secretion system (T6SS), a newly 83 

discovered bacteriophage-like injection machine that allows secretion and 84 

injection of effector proteins into neighboring prokaryotic and eukaryotic cells. 85 

Challenge studies in lactating mice using P4-NR mutant strains Which lacks 86 

T6SS, led to a more localized disease with reduced damage to milk 87 

production compared to the wild type strain. 88 

The goal of this research was to examine whether the greater wax moth, 89 

Galleria mellonella can be use as an alternative model for the study of MPEC 90 

pathogenicity.  91 

Galleria mellonella is one of the most successful developed models for the 92 

study of microbial infections in recent years. It is due to the remarkable 93 

similarities between their innate immune response to that of vertebrates. 94 

Furthermore, they are cheap, easy to maintain, do not require ethical 95 

approval, and survive at 370 C, which allows the investigation of temperature- 96 

dependent microbial virulence factors.  97 

In the present study I have examined the MPEC strains described above by 98 

using challenge studies. I have examined mortality rate, melanization and 99 



cocoon formation. I also examined the bacterial proliferative capacity by 100 

plating larval extracts on agar plates and by using bioluminescent 101 

microorganisms to detect the pathogen load by biophotonic imaging. 102 

The study results showed that the MPEC strain P4-NR is very virulent to the 103 

wax moth larvae, it leads to death, melanization and a decrease in cocoon 104 

formation In contrast to the P4-96 strain which hardly showed any virulence 105 

despite a small decrease in cocoon formation when injected in high doses. 106 

No significant different was observed between the P4-NR strain and its 107 

mutants in contrast to results in the lactating mice model. It might be due to a 108 

small study samples tests. But it is possible that the T6SS increases the local 109 

virulence, as shown in the mouse model, but doesn’t increase the systemic 110 

virulence as shown in the larvae model.  111 
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P4-96 (A).  הצגה של הלוקוס המלא שלTS66 הגנים ,rhs ו- vgrG  בכחול( חסרים(

 .ΔPAI1 (B). המסגרת המקווקוות מסמנת את כל הגנים שהוסרו במוטנט P4-96בזן 



. בנוסף בעיות אתיות רבותל ומספק פתרוןקל לגידול מודל: הוא זול, לשמש כחיית  יתרונות 212 

כמויות  ניתן להזריק לו(, ס"מ 2 -גודל של כלמדי ) הזחל גדול לעבודה.לכך המודל נוח  213 

 214 3הזחל במשך . כמו כן ניתן להחזיק את 50LDואף לקבוע של חיידקים גבוהות ומדודות 

עש הדונג ניתן  את לרוותון חשוב נוסף הוא שנת .(19; 18; 17)מתגלם א שבועות עד אשר הו 215 

וזאת בשונה ממודלי חרקים אחרים  היונקהמייצגת את טמפ' גוף  C037בטמפ' של לגדל  216 

לטמפ' הגידול ישנה משמעות רבה כאשר רוצים לבחון את אלימות . )כגון זבוב הדרוזופילה( 217 

מבחינת והן  (17) מבחינת הפעילות האנזימתית של הפתוגן בגוף החיהן תפקוד החיידק את ו 218 

 219 . (20)פעילות המערכת החיסונית בחרק 

שימש ואף  (21) ות שונותקעש הדונג שימש כמודל לבחינת דרכי טיפול באנטיביוטישיש לציין  220 

טיפול בוירוסים כנגד חיידקים למרות שטיפול זה מבוצע כיום רק ברוסיה לבחון דרכי  221 

 222 .(16) וגיאורגיה

ו. דרכי החדרתבחינת אלימות הפתוגן ובמודל עש הדונג נעשה שימוש בשיטות מגוונות ל 223 

ניתן  להמולימפה.בהזרקה ישירה  היתהברוב המחקרים הדרך העיקרית להחדרת הפתוגן  224 

 225 טפטוףע"י טודה, ע"י גורם שניוני כגון נמ גם בדרכים נוספות, למשלאת הפתוגן  להחדיר

ת העיכול ניתן להחדיר את הפתוגן דרך מערכ ואףבו פוצעים את הקוטיקולה,  הפתוגן באזור 226 

 227 רובםאשר , מספר פרמטרים לבדוקניתן בכדי לבחון את אלימות הפתוגן  .(16; 19; 22) מזוןע"י 

תמותה, רמות מלניזציה, תנועתיות, טווית קורים  אחוז :כגון ,מבוצעים ע"י תצפית ישירה 228 

לימפה אשר בהמו גנאזדרועליה של רמות לקטאט דהי לבדוק ניתן לכךבנוסף  והתגלמות. 229 

שגשוג של החיידק בזחל. בדיקה זו יכולה את יכולת הניתן לבחון  ואף מעידות על הרס תאים, 230 

 231 שימוש ע"י ,ו בביופוטוניקהאצלחות אגר  עלהמולימפת הזחל ע"י זריעה ישירה של להתבצע 

 232  .(16) נטייםסניימול-מיקרואורגניזמים ביוב

ערכת החיסון שמורה עש הדונג לשמש כחיית מודל נעוצה בכך שמליכולתו של הסיבה  233 

אומנם לחרקים אין מערכת חיסון נרכשת אך מערכת החיסון שלהם בממלכת החיות.  234 

, והיא כוללת מחסומים (25; 24; 23) רבים למערכת החיסון המולדת ביונקיםמקבילה בתחומים  235 

ה מהווה את המחסום . הקוטיקול(25)תגובות מקומיות וסיסטמיות כנגד פתוגנים ו פיזקליים 236 



הראשון לסביבה החיצונית והיא אנלוגית לאפידרמיס ביונקים. מערכת העיכול מכילה  237 

peritropic matrixן רשת כיטין המונעת מגע ישיר של פתוגנים ומזון עם המעי. , שהיא מעי 238 

מכיל בעיקר המולימפה  ,מערכת הדם בחרקים הינה פתוחה וחלל גוף החרק, ההמוצל 239 

מתפקדים כמאגר שומן וגם לכבד ה אנלוגייםם גופיפי שומן )אנלוגי לדם ביונק(. בהמוצל ישנ 240 

בדומה ליונקים . (22; 25)אחראים על ייצור המוציטים ופקטורים נוספים של מערכת החיסון  241 

ההמוראלית של מערכת החיסון קשורות זו לזו. המערכת התאית ו ההגנה התאיתמערכת  242 

אגרגטים ואף מייצרים קרישה, פאגוציטוזה, אנקפסולציה,  מהמוציטים המבצעיםמורכבת  243 

. (26; 19) וניוטרופילים כגון סופר אוקסיד בדומה למקרופאגים אנטי בקטריאלייםחומרים  244 

אנטימיקרוביאלים מולקולות הגנה מסיסות כגון חלבונים מכילה המערכת ההמוראלית,  245 

(AMPs)246 )למשלטאוליטיות ומשלים, מלנין, ותוצרים של קסקדות פר י, חלבונים דמוי 

 247 .(26) אשר מובילים לשיתוק או הרג של הפתוגן (לאוקסידאזפנו

סוגים של המוציטים ולא כל החרקים מכילים את כולם. בנוסף לכך  כשמונהיש לציין שישנם  248 

תגובה לפתוגן. בעש ריים הפעילים בין החרקים השונים ביש הבדל בין סוגי ההמוציטים העיק 249 

העיקריים בהגנה החיסונית  המעורביםהדונג התאים הפלסמטוציטים והגרנולריים הם  250 

מהווה  זהו רך פעולתם לניוטרופילים,דהתאית. תאים אלו הם הדומים ביותר בתפקודם וב 251 

בין  כשמשווים .של יונקיםפתוגנים על חרקים אחרים בבחינת עש הדונג שיש לנוסף  יתרון 252 

שניהם תלויים באופסניזציה של  , ניתן לראות כי(2)איור המוציטים לניוטרופילים  253 

פתוגנים ע"י שניהם תוקפים  המיקרואורגניזמים ע"י חלבוני משלים בכדי לבצע פאגוציטוזה, 254 

, 2O2Hהמרכיבים העיקריים שלו הם חומרים מחמצנים כגון שפעול פרץ חמצוני אשר  255 

ושניהם  (26) שניהם רגישים לאותם מעכביםבנוסף לכך , והיפוכלוריט רדיקאליים חופשיים 256 

את הפתוגן ילות חומצות גרעין וחלבונים המשתקות והורגות מייצרים רשתות חוץ תאיות המכ 257 

קר פתוגניים של כל אלה הופכים את זחל עש הדונג לחיית מודל יעילה, טובה ונוחה לח .(27) 258 

 259  ם בכלל.האדם בפרט ויונקי

 260 

 261 



 (Niall Browne, 2013)  באדם דמיון בין המוציטים לניוטרופילים: 2איור 

 

 262 

 263 

 264 

 265 :יית המחקר ומטרות העבודהבע

א. קולי גורמי אלימות יחודיים לחיידקי אך עד היום לא נמצא  ,נו רביה MPEC -המחקר ב 266 

 267  מחוללי דלקות עטין.

של המחקר הינה לפתח את מודל עש הדונג לחקר מנגנוני האלימות של חיידקי  מטרת העל 268 

א. קולי מחוללי דלקת עטין. במידה ומודל זה ימצא כמתאים, עשוי הדבר לסייע רבות למחקר  269 

 270 עזים ועכברים.  כבשים, בתחום זה ולהקטין את השימוש בחיות אחרות כגון פרות,

 271 :היו מטרות שלי בעבודהה

 272 זחלי עש הדונג.ל הקמת מושבה ש 

 273 . אלימות הפתוגן בזחלי עש הדונג שונים הבוחנים אתמערכי ניסוי  העמדת 

 זני  בין במודל עש הדונג השוואהMPEC  בעלי אלימות שונה במודל דלקת עטין 274 

 275  בעכברות מניקות.

 276 

 277 

 278 

 279 

 280 

 281 



 282 שיטות וחומרים:

 283 .מערכי ניסוי )אשר יוסברו באופן מפורט בהמשך( 3 -המחקר מורכב מ

לזחל וביצוע תצפית על  יםבחינה של אלימות החיידק ע"י הזרקת חיידק  -1ניסוי מערך  284 

 285 של הזחלים. תרמות תמותה, מלניזציה והתגלמו

כל זחלים  מדגם כתישתבתוך הזחל ע"י  י ההוקעהשגשוג חיידק בחינת -2מערך ניסוי  286 

 287 .מושבותל צלחת אגר וספירת שעתיים, זריעתם ע

 IVIS 288 -בתוך הזחל ע"י שימוש במכשיר ה י ההוקעהיידקשגשוג חבחינת  -3מערך ניסוי 

in-vivo imaging system).)  טי, ניסנילומ עם פלסמידבחלק זה הוזרקו לזחלים חיידקים 289 

 IVIS. 290 -ונעשתה קריאה של רמות הלומינסנציה במכשיר ה

 291 החיידקים

 שם החיידק
שם 

 בעבודה
 סימוכין מאפיינים

E. coli P4-NR P4-NR 
הוקעה בפרות  ינבחן בניסויאשר  MPECזן 

 ועכברות.
(28) 

E.coli P4-96 
 

P4-96 
שהתגלה  P4-NRשל  מוטנט MPECזן 

 במעבדה
(29) 

E. coli P4-NRΔPAI1 ΔPAI1 
 E. coli P4-NRמוטנט של 

 PAI1אשר חסר את 
עבודה 
 במעבדה

E. coli P4-NRΔPAI2 ΔPAI2 

 E. coli P4-NRמוטנט של 
מקודדים לחלבונים ה מספר גנים שאינו מכיל

שהוא הטוקסין המרכזי  RHS -ממשפחת ה
 6של מערכת ההפרשה מטיפוס 

עבודה 
 במעבדה

E. coli K-12 - BW 
25113 

K-12 
 Keio -זן מעבדתי ששימש כמקור ל

Collection 
(30) 

E. coli DH-5α DH-5α (31) לא פתוגני  זן מעבדתי 

 292 

 293 פלסמידים:

 סימוכין פירוט שם פלסמיד

pKB2690 גן ביטוי mCherry עמיד באופן קבוע ורציף ,
 לאמפיצילין.

(32) 

pCP38  ביטויoperon Photorhabdus luminescens lux 
 לאמפיצילין באופן קבוע ורציף, עמיד

(33) 

 294 

אשר גודלו ממושבה אחת והוקפאו יחד עם גליצרול      מעבדתיים,החיידקים הופקו מסטוקים  295 

 c080-. 296 -ב



 297 מדיום גדילה:

LB: 1% bacto trypton, 0.5% yeast extract, 1% NaCl 298 

LB agar: LB + 1.5% bacto agar 299 

 300 אנטיביוטיקה:

 301 מיקרוגרם/מ"ל  100אמפיצילין: 

 302 

 303 גידול והפקת החיידקים 

 304 המכילהאגר   LBנזרע בצלחת P4NR הזןאגר.  LB-בוצעה זריעת בידוד של החיידקים ב

 305  אמפצילין.

 C 037. 306בטמפ' של  שעות( באינקובטור  24-81צלחות הפטרי הונחו למשך הלילה )

מ"ל  10 -לצורה אקראית. את הדגימות הוספנו מושבות ב 3 -מכל צלחת נלקחו דגימות מ  307 

-ב 110RPM(, בטלטול שעות 24-12למשך הלילה ) הדגרה. דגימות אלו עברו LBתמיסת  308 

C 037.  309 

 310 לנוגידוטרייה LB מ"ל תמיסת  10 -ל מתרבית הלילה מק"ל  100 נוהעברבבוקר המחרת 

 311 שעות, בכדי להגיע לאמצע השלב המעריכי. שלושלמשך  C 037 -ב ,RPM 110בטלטול 

 312 -, שפיכה של הנוזל והרחפה ב3000xg -דקות ב עשרסרכוז בתום הדגרה זו המבחנות עברו 

 313 סטרילי. PBS מ"ל  10

, well plate u-bottom-96 -הולים עשרוניים בימשבעה הוכנו  , מכל תמיסת חיידקיםלבסוף 314 

באופן  PBSמק"ל  180-מק"ל ל 20ה וממנה הועברו מק"ל הוספו לבארית הראשונ 200 315 

 316 .7-10סדרתי עד למיהול 

  317 

 318 ספירת החיידקים:

 319 .סטריליים השתמשנו בזריעה בטיפות ובזריעה ע"י בידים לצורך ספירת החיידקים

 320 זריעה בטיפות:

 321 דקות. 20-כמנדף למשך ת האגר הוצאו מהמקרר ויובשו תחת צלחו



 322 העשרוניים שהוכנו כפי שהוסבר לעיל. הוליםימהממק"ל של תמיסת חיידקים  5נלקחו 

ובוצעה  c037 טמפ' של שעות( ב 20-12צלחות הפטרי הונחו באינקובציה למשך לילה ) 323 

 324 מושבות. 2-50גדלו בין  ןכמות החיידקים חושבה מהטיפות בה יום למחרת. ת חיידקיםספיר

 325 זריעה בבידים:

 326 דקות. 20-כמנדף למשך ת האגר הוצאו מהמקרר ויובשו תחת צלחו

 327 השתמשנו בבידים סטריליים על מנת לפזר את תמיסת החיידקים באופן אחיד על הצלחת.

 328 אשר הוכנו כפי שהוסבר לעיל. 6-10-5-10של המיהול באריות מ מק"ל 50נלקחו 

ובוצעה ספירה יום , c037 -שעות( ב 20-12צלחות הפטרי הונחו באינקובציה למשך לילה ) 329 

 330 מושבות. 500גדלו עד  ןכמות החיידקים חושבה מהצלחות בה למחרת.

 331 

 332 זחלי עש הדונג

 333 הכנת המזון לזחלים:

גר' 125 גר' סובין חיטה,  100גר' שמרים יבשים,  50גר' קמח,  200גר' סולת,  100חומרים:  334 

 335 גר' דבש. 125גליצרול, 

רגילות ללא יחוד ות מסחריות חברל ושייכים המצרכים )מלבד הגליצרול( נקנו מחנות כל 336 

 337 עברו סטריליזציה במעבדה. ים ולאימסו

 C 04 . 338  -החומרים עורבבו לכדי עיסה אשר נשמרה במקרר בטמפ' של

 339 

 340 גידול הזחלים:

אשר גודלו במעבדתנו. הזחלים הראשונים  גלריה מלונלהבוצע שימוש בזחלי עש הדונג,  341 

 342 ני.הוולק המרכזהתקבלו ממעבדתו של פרופ' איתמר גלזר מ

ליטר. מכסה הצנצנות חורר בכדי  1-2הזחלים גודלו בצנצנות פלסטיק עגולות בגדלים של  343 

שתהיה תחלופת גזים. הצנצנות וכל הציוד עברו שטיפה בסבון וחיטוי ע"י השריה  344 

ובסוף כל מחזור. במצבים  בתחילתשעות. הניקוי והחיטוי בוצעו  24למשך  10%באקונומיקה  345 



ת, הצנצנות הוחלפו בצנצנות חדשות. בחלקו הפנימי של בהם צמחו פטריות ועובש בצנצנ 346 

 347 מטיל את הביצים. הדונג עשר מגבת אשר עליו צנצנת הונח ניימכסה ה

 348 12-שעות חושך ו 12, ובתנאי תאורה קבועים )c027הזחלים גודלו באינסקטריום בטמפ' של 

 349 שעות אור(.

 350 ניתןווה הבוגרים המזון מזון חדש בהתאם לניצולת המזון שלהם. בשלבי הלר סופקלזחלים 

נלקחו לשימוש לצורך המחקר ולחלקם ניתנה האפשרות  מהזחליםכל יומיים/שלושה. חלק  351 

על מנת  להתפתח עד לשלב הסופי בו הפכו לעש והטילו ביצים על גבי נייר המגבת בצנצנת 352 

 353 .לשמר את מושבת הגידול

דקות בכדי שהעש לא רור למשך מספר יבכדי לאסוף את הביצים, מיכל הפלסטיק הונח בק 354 

 355 יתעופף החוצה בזמן פתיחת הכלי.

הנייר עם הביצים נאסף והוחלף בנייר חדש. הנייר עם הביצים עבר השריה של שעה  356 

 357 מתחת למנדף ולאחר מכן הביצים נשטפו במים מתחת לברז. 20%בפורמאלדהיד 

מזון בתוכו שעות והוכנס לכלי נקי עם מעט  24לבסוף הנייר עם הביצים הונח לייבוש למשך  358 

 359 ליצירת מחזור חדש.

 360 

 361 בחירת הזחלים:

ס"מ, ובעלי צבע  2 -לפני התגלמות, בגודל של כ 6הזחלים הנבחרים הינם בשלב לרווה  362 

הוכנסו עברו מלניזציה או לקות מסוימת לא . זחלים אשר בריאות תקינהמעיד על  אשרקרמי  363 

 364 .למחקר

זחלים בתוך   6-10ת לקבוצות של הזחלים נאספו יום לפני ההזרקות, וחולקו בצורה אקראי 365 

 366 ת פטרי. וצלח

 367 

 368 

 369 

 370 



 371 הזרקות:

כשעה לפני ההזרקה. פעולה זו למשך  c04 -במקרר ב הזחלים הונחו -בשלב הראשון  372 

 373 קלה על פעולת ההזרקה.ובכך האת התנועתיות של הזחל  נעשתה על מנת להוריד

 CFUs6 10-310 374השונים )מק"ל של תמיסת חיידקים בריכוזים  5הוזרק לזחלים  -בשלב השני

 375 ההזרקה בוצעה מאחורי הרגל המדומה הימנית האחרונה.בהתאם לניסוי(. 

 30G . 376מ"ל בעלי מחט  0.3ההזרקה בוצעה ע"י מזרקי אינסולין 

 377 מזרקים הוחלפו בין קבוצה לקבוצה, בין זני חיידקים שונים הוחלפו גם הכפפות.

 378 

 379 ותמותה: התגלמותבחינת אלימות החיידק ע"י תצפית רמות מלניזציה,  -1מערך ניסוי 

 DH-5α 380.  -ו P4-NR ,P4-96 ,ΔPAI1 ,ΔPAI2 ,K-12: הזנים הבאיםנעשתה השוואה בין 

 381 סטרילית או הושארו ללא הזרקה כלל. PBSזחלי ביקורת הוזרקו בתמיסת 

צלחות פטרי,  4פטרי. לכל חיידק הוקצו זחלים בכל צלחת  6-10הזחלים חולקו לקבוצות של  382 

 CFUs 610-310 383בין  הנע כאשר לכל צלחת הוזרק ריכוז אחר של תמיסת חיידקים

אחר ההזרקה הזחלים )המיהולים, חלוקת הזחלים וההזרקות בוצעו כפי שהוסבר לעיל(. ל 384 

שעות. בתצפית  19-12במשך  םונבדקו כל כשעתיי c037טור בטמפ' של הונחו באינקוב 385 

 386 מלניזציה, התגלמות ותמותה.  ו רמותנבחנ

 387 התמותה הוגדרה כאשר הזחל לא זז גם לאחר שנוגעים בו. -תמותה 

 חישוב רמת המלניזציה הינה סובייקטיבית והיא הוכנסה  -חישוב רמות המלניזציה 388 

 389 (:A-4לאינדקס ניקוד )כפי שהודגם באיור 

 390 נקודה. 1מלניזציה נמוכה = 

 391 נקודות. 2=  מלניזציה בינונית

 392 נקודות. 3=  מלניזציה מלאה

  נעשתה הבחנה רק בין כאלה שטוו קורים סביב  –בחינת טווית קורים והתגלמות 393 

 A. 394-5)ודגם באיור מ)כפי ש עד לכדי התגלמות לעומת כאלה שלא עצמם

 395 



כתישה שרדות והתרבות החיידק בגוף הזחל לאחר הזרקה ע"י יהבחינת  -2מערך ניסוי  396 

 397 וזריעה של הזחלים

 P4-NR, P4-96, ΔPAI1, ΔPAI2 . 398החיידקים:  זני בחלק זה נבחנו רק

 399 סטרילי. PBSלביקורת בוצעה הזרקה עם 

קבוצות ריכוז  שתיבוצעו הזרקות של . בניסוי זה 1עפ"י מערך ניסוי הזחלים חולקו לקבוצות  400 

זריעה וציה יזקבוצה עברו הומוגנים מכל זחל שני. כל שעתיים CFUs 610 -ו 510מכל חיידק  401 

 402 כפי שהוסבר לעיל.בוצעה ספירה של החיידקים  .על  צלחת פטרי

ם שהוחלפו בין כתישה לכתישה ובין יציה: בוצעה ע"י הומוגנטור עם להבים סטרילייזהומוגנ 403 

 404 1מ"ל. לכל מבחנה הוכנס זחל עם  5ציה בוצעה במבחנות סטריליות של יזנמוגוהה דגימות.

 405 על קרח.בוצע התהליך עצמו  סטרילי. PBSמ"ל 

 406 

 VISI. 407 -שרדות והתרבות החיידק ע"י שימוש במכשיר היה -3ניסוי 

 IVIS Lumina series 3 – Caliper LifeSciences .  408 נעשה שימוש במכשיר 

 pCP38 409פלסמיד ה את המכילים P4-NR, ΔPAI1, ΔPAI2 החיידקים ובחלק זה נבחנ

 P4 410- 96באופן רציף. כמו כן נבחן   operon luminescens luxPhotorhabdusהמבטא 

 411 באופן קבוע ורציף. mCherryחלבון  המבטא pKB2690המכיל פלסמיד 

. הזחלים מ"ל 10 זחלים אשר הוכנסו לפיפטות פלסטיק בגודל 3בניסוי זה כל קבוצה הכילה  412 

הופרדו זה מזה ע"י תחימה בצמר גפן בכדי למנוע תזוזה של הזחלים. לכל קבוצה הוזרק  413 

CFUs 410 הקבוצות הוכנסו למכשיר ה 4 ממיני החיידקים הנ"ל. של אחד-VISI  אשר ביצע 414 

 415 .(9)כפי שנראה באיור  דקות 15כל לומיניסציה רמות קריאה של 

עם  IVIS Lumina Series III (PerkinElmer Inc., MA USA) הקריאה בוצעה במכשיר 416 

 417 .(Bin 8, FOV 12.5, f2, 2 sec) סנציהימסנן עירור סגור ומסנן פליטה פתוח בשביל לומינ

התגלתה כלא שימושית בגלל רעש רקע רב  mCherry-קריאת הפלורסנציה מחלבון ה 418 

 419 מרקמת הזחלים והחלטנו להתעלם ממנה.

 420 



 421  שיטות סטטיסטיות:

 SPSS. 422הניתוח הסטטיסטי בוצע בתוכנת 

 Kaplan – Meier 423  בכדי לבחון את השפעת החיידק על הישרדות הזחל נעשה שימוש במודל

 424 להשוואת עקומות הישרדות. log rankומבחן 

רמות לבין  בכדי לבחון את הקשר בין שני משתנים קטגוריאליים )קשר בין זן החיידק וריכוזו 425 

 426 במבחן חי בריבוע וכן מבחן חי בריבוע לבחינת מגמה.מלניזציה( נעשה שימוש 

 427 של פישר. המדויקהקשר בין זן החיידק להתגלמות נעשה שימוש במבחן בכדי לבחון את 

( בניסוי Avg Radiance -ו Total Flux) בכדי לבחון שינוי לאורך זמן עבור משתנים כמותיים 428 

 429 מגמה.פרמטרי לבחינת -, נעשה שימוש במבחן פרידמן האהאחרון

החיידקים השונים בכל נקודת זמן  3בין  Avg Radiance -ו Total Flux -בחינת הבדל ב 430 

 431 פרמטרי.-הא Kruskal – Wallis לחוד נעשה בעזרת מבחן 

נעשה  Avg Radiance -ו Total Fluxבכדי לבדוק בו זמנית את אפקט הזמן וזן החיידק על  432 

 433 שימוש במודל ניתוח שונות עם מדידות חוזרות.

נעשה שימוש  CFUs -הוהזמן על כמות  פעת סוג החיידק, מינון ההזרקהדי לבחון את השבכ 434 

 Scheffe. 435על פי  POST HOCכיווני או תלת כיווני עם השוואות  -במודל ניתוח שונות דו

 436 נחשב כמובהק סטטיסטית. p≤ 0.05כל המבחנים הסטטיסטיים היו דו כיווניים וערך 

  437 

 438 :תוצאות

 P4. 439-96לעומת  RN-P4 אלימות בחינת .1

 440  ע"י הזרקתצעו מס' מבחנים הכוללים הדבקה של הזחלים בחיידקים שונים בחלק זה בו

CFUs 610-310  441 תמותה, תצפית על רמותבוצעה להמוצל הזחל.  תמיסת חיידקיםשל 

 K-12  442לא אלימים  מעבדה בזני שימוש נעשה כאשר לביקורת והתגלמות מלניזציה

 443  .אשר להם לא הוזרק דברזחלים ו סטרילי DH-5α, PBS -ו

 444 2: מתוך הזחלים שהודבקו, כל שעתיים נלקחו בזחלהחיידק משגשג האם  נבדקבנוסף לכך 

 445 וזריעה על צלוחית אגר. זחלים שעברו כתישה



 P4-NR הוקעה של הזחלים בזן :3איור 

הובילה לתמותה של הזחלים. התמותה 

לעומת זאת הוקעה  הזרקה. תלוית מינון

 האחרים לא הובילה לתמותה כללבזנים 

(p<0.001) . 

בגרף: עקומת השרדות של זחל עש הדונג 

במינונים  P4-NRלאחר הזרקת החיידק  

(. בוצעה בדיקה CFUs 610 –3 10שונים )

 16של תמותת הזחלים כל שעתיים למשך 

 זחלים .  14-16שעות. בכל סידרה היו 

 

 446 מבחן ההישרדות

 447 בהזרקת .(p<0.001) הזרקההמינון ב היתלוהובילה לתמותה גבוהה, ה P4-NR הוקעה בזן

 448 נצפתה תמותת זחלים כעבור שש שעות מהזרקה NR-P4של  )CFUs 610)  מינון הגבוהה

 449 הובילההאחרים לא  או זני הביקורת P4-96 -זאת הוקעה ב לעומת (.3)כפי שמתואר באיור 

 450 .לתמותה כלל

 451 

 452 

 453 (Melanization) זציההמלנימבחן 

 P4-NR 454הוקעה בזן  ,המעידה על התקדמות המחלה בזחלים ,רמת המלניזציה כשבוחנים את

כמו כן  ,עליה זו הינה מובהקת ותלוית מינון הזרקה הובילה לעליה ברמת המלניזציה בזחל. 455 

 456 הוקעה בזן(. D-4)איור  (p< 0.001)עליה של רמות המלניזציה לאורך הזמן  תה מגמתנרא

P4-96 איור  מלניזציה כללל הובילהזני הביקורת האחרים לא בו(4-B).  דירוג המלניזציה 457 

נוספת שנצפתה בניסוי זה  תופעת מלניזציה .A4חלוקה לרמות כמתואר באיור בוצע ע"י  458 

, בה ניתן לראות מוקדי זריעה של זחלים שנכתשו, עברו הומוגניזציה 4Cמתוארת באיור  459 

. מוקדי הזריעה של P4-96 -וב P4-NR -שעות לאחר הוקעה ב 8על צלחת אגר  ונזרעו 460 

עברו מלניזציה והשחירו בעוד מוקדי הזריעה של הזחלים להם  P4-96הזחלים להם הוזרק  461 

 462 צבעם. את לא שינו  P4-NRהוזרק 



 משרה מחלה וגורם למלניזציה התלויה במינון ההזרקה.  P4-NR: 4איור 

מלניזציה מלאה היתה שלב מקדים . (A) דירוג רמות מלניזציה בזחל המייצגות את התקדמות המחלה

גורם למחלה ומשרה מלניזציה בזחלים לעומת  P4-NRשעות לאחר הזרקה  6 .(A.3)עקבי  לתמותה באופן

P4-96  אשר לא משפיע על הזחלים כלל(B)מלנין לאחר הזרקת . ירידה ביכולת הזחל לסנטז P4-NR 

ונזרעו על  הזחלים נכתשוP4-96  -ו  P4-NRשעות לאחר הזרקת 8כנראה עקב התשת המערכת החיסונית. 

עברו  P4-96עברו אינקובציה למשך הלילה. מוקדי הזריעה של הזחלים להם הוזרק  צלחות אגר אשר

לא שינו צבעם   P4-NRמלניזציה והשחירו מאוד )תמונה ימין( בעוד מוקדי הזריעה של הזחלים להם הוזרק 

-P4מוצגות בגרף.   P4-NRלים בעקבות הוקעה בזןרמות המלניזציה המצטברת בזח .(C))תמונה שמאל( 

NR משרה מחלה התלויה במינון ההזרקה וגורם למלניזציה בזחלים ביחס ל- P4-96  ולזני החיידקים

 . (D) (p<0.001)האחרים אשר לא הובילו למלניזציה כלל 

  463 

 464 

 465 (Cocoon formation) התגלמותו טווית קורים מבחן

חלה ירידה משמעותית ניתן להבחין כי ית הקורים והתגלמות הזחלים כאשר בוחנים את טוו 466 

לעומת שאר הולים יבכל קבוצות המ P4NR זן הזחלים להם הוזרק בהתגלמותומובהקת  467 

 468 הוזרק להם מהזחלים אשר 20% -רק ב התגלמות בקבוצה זו נצפתה (.p< 0.001הקבוצות )

 469  .(ך ביותרהנמוההזרקה  ריכוז) CFUs 310ריכוז של 



 ,כמדד מחלה טווית קורים והתגלמות מוביל לפגיעה בהתגלמות. P4-NR זחלי עש הדונג בזןהוקעה של  :5איור 

זחלים בריאים טווים קורים ומתגלמים )תמונה ימין( בעוד בזחלים חולים חלה ירידה בטווית הקורים והם אינם 

 . (A)מתגלמים )תמונה שמאל( 

P4-NR גורם למחלה ופוגע בהתגלמות הזחלים באופן מובהק בכל המינונים לעומת שאר החיידקים וביקורת ה- 

PBS (p< 0.001)( 10 6. הזרקת מינון גבוה (CFUs x 96של -P4 מובהקת בהתגלמות  הובילה אף היא לירידה

 .(p= 0.0013)הזחלים ביחס לקבוצות הביקורת 

 חר הזרקת חיידקים שונים במינונים משתנים הגרף מציג את % התגלמות הזחלים לא 

)610 –3 (CFUs x 10זחלים 16-12 -. בכל סדרה (B) . 

 

הובילה אף היא לירידה משמעותית בהתגלמות  ,)CFUs 610)גבוה במינון  P4- 96הזרקת  470 

 471 .מהזחלים לא התגלמו 44% -בקבוצה זו כ. (p=0.0013)לעומת קבוצות הביקורת 

לא נצפתה ירידה מובהקת בהתגלמות   P4-96וצות הביקורת ובהזרקה שלקב שאר בכל  472 

 473 .(5הזחלים )איור 

 474 

 475 

 476 

 477 



 478 בזחל P4-96 -ו NR-P4 הזנים מבחן התרבות ושגשוג

להמוצל. כל  CFUs 610-510ע"י הזרקת   ,P4-96 -ו NR-P4 עברו הוקעה בזניםזחלים  479 

משך ב הדגרהזרעו על צלחת אגר אשר עברה ונ שעתיים שני זחלים עברו כתישה, הומוגנציה 480 

 481 הלילה.

P4-NR לעומת בזחל  שגשגP4-96  אשר אינו שגשג כלל(p< 0.001) . 482  -בזחלים שהוקעו ב 

P4-NR גיעה השעות הראשונות כשלאחריהן ה 6היתה עליה בספירת החיידקים במשך 483 

אך הבדל זה  P4-NRהולים השונים של בהזרקת המ ויזואלי הבדל קייםהתייצבות. כמו כן  484 

 485 לא היתה עליה בכמות החיידקים ואף P4-96 -בזחלים שהוקעו ב אינו מובהק סטטיסטית.

 486  (.6נצפתה ירידה בכמות החיידקים בזחל )איור 

 487 

 ΔPAI2 488 -ו ΔPAI1 לעומת NR-P4בחינת אלימות  .2

. 6למערכת הפרשה מטיפוס  במודל הזחל MPECלבחון את הקשר בין אלימות זן  בכדי 489 

 490 -ו ΔPAI1)המכיל מערכת הפרשה מלאה(,  P4-NR עו ניסויי הוקעה אשר בחנו את הזן בוצ

ΔPAI2 ו)כפי שהוסבר לעיל(, אשר פגומים בגנים המקדדים למערכת הפרשה זו .-P4-96 491 

 492 מלבד מערכת הפרשה. נוספים חסרים לו גניםאשר 

 493 בוצעה הוקעה של הזחלים בזנים הנ"ל .הקודם לניסוידומה באופן בוצע  של הניסוי חלק זה

בוצעה רק  בחלק זהשל תמיסת חיידקים להמוצל הזחל.  CFUs 610-310  ע"י הזרקת 494 

וכמותו  משגשג בזחל P4-NR: 6איור 

עולה באופן משמעותי בשש השעות 

הראשונות כשלאחריהן מגיעה התייצבות, 

אשר אינו משגשג בזחל  P4-96  לעומת

  .(p<0.001)כלל 

 P4-96  -וP4-NR  -הוקעו ב הזחלים 

 . 610-5x 10 CFUsבמינון של 

זחלים מכל קבוצה עברו  2כל שעתיים 

 . מושבות ונספרו נזרעוכתישה, 

 



עקומת הישרדות ובדיקה של שגשוג החיידק בזחל ע"י כתישה של זחלים וזריעה על צלוחית  495 

 496 אגר.

 497 מבחן ההישרדות 2.1

 498 תלויתהינה  הובילה לתמותה של הזחלים. התמותה ΔPAI2 -ו P4-NR ,ΔPAI1 -הוקעה ב

לא הובילה לתמותה  P4-96 זאת הוקעה בזן לעומת .7A)איור )( p< 0.001) מינון הזרקה 499 

מוגברת רק  גרם לתמותה ΔPAI1למוטנטים שלו,  P4-NRכאשר משווים בין  .(7 איורכלל ) 500 

, אך במינוני ההזרקה האחרים לא נצפתה שונות כלל בין CFUs510 (p=0.021)בהזרקת  501 

 7B. 502הזנים כפי שמודגם באיור 

 503 

 ΔPAI2/ΔPAI1 504לעומת  NR-P4התרבות ושגשוג  2.2

 P4-NR לעומת  משגשגים בזחלוהמוטנטים שלוP4-96 בזחלים שהוקעו . שאינו משגשג כלל 505 

לעומת זחלים שנספרו  חלה עליה מובהקת בכמות החיידקים ΔPAI2 -ו P4-NR ,ΔPAI1 -ב 506 

למוטנטים  P4-NRכאשר משווים בין . (p< 0.001) 8כפי שמודגם באיור  ,P4-96 -שהוקעו ב 507 

ית מינון כלפי זחלי עש ותלו גבוההמראים אלימות  ((ΔPAI1/ΔPAI2והמוטנטים שלו   P4-NR:7איור 

  P4-NR .(A)הדונג. בגרפים מוצגות עקומות השרדות של כל אחד מהמינים בריכוזי הזרקה שונים 

אשר לא הראו אלימות כלל  PBS -וביקורת ה  P4-96מראים אלימות מובהקת לעומת  והמוטנטים שלו

((p<0.001 נראתה שונות מובהקת בין .NR-P4  5בריכוז הזרקה של   רקלמוטנטיםCFUs x 10  בו

ΔPAI1 הראה אלימות מוגברת מ-P4-NR  ברמת מובהקות של ,P=0.021  (B).  

  (A,B) .זחלים 6שעות. בכל סידרה היו  20שעות למשך  2-6הזחלים כל בוצעה בדיקה של תמותת 

   

 



 והמוטנטים שלו משגשגיםP4-NR  :8איור 

שאינו משגשג   P4-96ומתרבים בזחל לעומת

מוטנטים שלו וה P4-NR. (p< 0.001)כלל 

ΔPAI1/ΔPAI2  משגשגים באופן דומה

במשך שש השעות הראשונות אך לאחריהן 

ניתן לראות הבדל בקצב התרבות החיידקים 

 8ממשיך לשגשג גם כעבור  ΔPAI1כאשר 

 .(p<0.001)שעות בניגוד לחיידקים האחרים 

 2 כל שעתיים ,6x 10 CFUsלזחלים הוזרק 

זרעו נזחלים מכל קבוצה עברו כתישה, 

 ונספרו. 

 

הם מתחיל י, וההבדל ברמת השגשוג בינזןינוי לאורך זמן הינו תלוי שלו, ניתן לראות כי הש 508 

 ΔPAI2 509שעות מהזרקה,  6מפסיק לשגשג כעבור P4-NR . (p<0.001)שש שעות מהדבקה 

 510 .(8איור ) שעות 8גם לאחר  ממשיך לשגשג ΔPAI1שעות בעוד  8מפסיק לשגשג כעבור 

 511 

 512 החיידקים בזחל ע"י שימוש בביופוטניקה בחינת התרבות ושגשוג .3

חלבון לומניסנטי  מבטאיםאשר  ΔPAI2 -ו P4-NR, ΔPAI1 -זניםבבחלק זה בוצע שימוש  513 

הודבקו בחיידק ע"י הזרקה להמוצל והוכנסו  זחלים אשר 3בכל קבוצה היו באופן קבוע.  514 

 515 )עוצמת אור נראה( ציהנניסי. כל רבע שעה בוצעה קריאת לומ9לפיפטה כמודגם באיור 

בתוצאות . (9C)איור  Avg Radiance -וה( 9D)איור  Total Flux -וחושב ממוצע ה 516 

במשך המוטנטים שלו משגשגים בזחל ו P4-NR הזן , ניתן לראות כישהתקבלו מניתוח זה 517 

ישנה התייצבות וירידה קלה בכמות  כשלאחריהן (p<0.001) שש השעות הראשונות 518 

 P4-NR 519וזרק נראה כי הזחלים להם ה ,למוטנטים שלו P4-NRכאשר משווים בין החיידקים. 

סנציה גבוהות יותר במשך השעות הראשונות אך התוצאות אינן ימבטאים רמות לומינ 520 

בחלק  p≤0.05עם רמת מובהקות של  שונותמובהקות באופן רציף לאורך כל הבדיקה. ישנה  521 

לבדיקה אך תוצאות אלו אינן עקביות   שעות הראשונותה שלושתבמשך מהבדיקות שנעשו  522 

לא ו mCherryמבטא חלבון  P4-96 -לציין ש חשוב מבחינה סטטיסטית. מובהקותולכן אינן  523 

 524  נטי ולכן אין להתחשב בתוצאות שלו.יסניחלבון לומ



( מתרבים ΔPAI1/ΔPAI2) 6במערכת ההפרשה מטיפוס והמוטנטים  P4-NR MPEC זן :9איור 

 IVIS -ציה במכשיר הנסיניקריאת הלומ. IVIS -מכשיר ה בעזרתבזחל כפי שמודגם ומשגשגים 

להם  זחלים 3: כל קפילרה הינה קבוצה בת (B). התמקדות בנקודת זמן אחת (A) בנקודות זמן שונות

מכיוון  סנציהילומינלא הראה  P4-NR, P4-96, ΔPAI1, ΔPAI2 P4-96.הוזרק )משמאל לימין( 

והמוטנטים שלו מתרבים ומשגשגים B).)  P4-NRולכן אין להתחשב בתוצאותיו  mCherryשביטא גן 

הלומינסנציה אשונות ולאחר מכן נראית התייצבות וירידה ברמות במשך שש השעות הר בזחל

(P<0.001) . P4-NR במשך השעות הראשונות אך  המוטנטיםגבוהות יותר מ סנציהילומינביטא רמות

נמדדה כל שהממוצעת  סנציהילומינההגרפים מציגים את רמת  תוצאות אלו אינן מובהקות סטטיסטית.

 Avg -ה במהלך שש השעות הראשונות. Aכמתואר בתמונה  IVIS -דקות ע"י מכשיר ה 15

Radiance  מוצגים בגרף( שמאלC) ה- Total Flux ף רמוצג בג( ימיןD.)  

 525 

 526 

 527 

 528 



 529 :ומסקנות דיון

ענף להפסד הכלכלי הגבוה ביותר ב מובילה ,א. קולי הנגרמת מחיידקי חיידקית, דלקת עטין 530 

אלימות  . עד היום לא תוארה מערכת(4) למדד הבודד מתייחסיםחיות המשק כאשר  531 

מעבדתו של פרופ' שפיגל התגלו הבדלים מובהקים בין שני ב. שונים MPECהמשותפת לזני  532 

המוביל  P4-96המוביל לדלקת עטין מפושטת לעומת  P4-NRדומים אך שונים: א. קולי  זני 533 

מכיל גן אלימות  P4-NRכאשר בוצע ריצוף גנטי התברר כי לדלקת עטין קלה ומקומית יותר.  534 

כי מערכת זו היא אחד מהמרכיבים  הייתה. ההנחה 6 טיפוסמהמבטא מערכת הפרשה  535 

אוריה זו ילו ליצור דלקת מפושטת וחריפה יותר. ת גורמתולאלים יותר  P4-NRההופכים את  536 

( אשר אינו מכיל את מערכת הפרשה ΔPAI1) P4-NRמוטנט של כאשר , יאוששה במודל עכבר 537 

שגשוג  תדבר זה התבטא ביכול .P4-NRהראה אלימות מופחתת לעומת  6 טיפוסמ 538 

 539 והתפשטות נמוכים יותר ברקמת העטין.

א. לבחון את יכולתו של זחל עש הדונג לשמש כחיית מודל לחיידקי  היתה זה מטרת מחקר 540 

 541 ין.דלקת עטמחוללי  קולי

לתמותה,  החיידק גורםהנו אלים לזחלי עש הדונג.  P4-NRתוצאות המחקר הראו כי  542 

 543 כמעט ואינואשר  P4-96 יותר מאשרמלניזציה וירידה ביצור הקורים שלהם באופן מובהק 

התגלמות כאשר מזריקים אותו במינונים במלבד פגיעה קלה בטווית הקורים ו)מראה אלימות  544 

-P4הראה יכולת שגשוג והתרבות בתוך זחלי עש הדונג בעוד  P4-NR, . בנוסף לכך(גבוהים 545 

. מוקדי P4-96 -וב P4-NR -שעות לאחר הוקעה ב 8 כמו כן לא הצליח לשגשג כלל. 96 546 

עברו מלניזציה והשחירו בעוד מוקדי הזריעה של  P4-96הזריעה של הזחלים להם הוזרק  547 

חלה ירידה ביכולת הזחל יא שההערכה הלא שינו את צבעם.  P4-NRהזחלים להם הוזרק  548 

 549 יתכן .לאוקסידאזוהחיסונית ופגיעה במסלול פנערכת עוד מלנין עקב התשה של המ לסנתז

 550 פגיעה/עיכוב של האנזים עצמו. אף עקב ירידה בסובסטרט )תירוזין( אווזה מתרחש 

קו מגמה ברור ולא  , לא נראהΔPAI2 -ו ΔPAI1למוטנטים שלו  P4-NRבניסיון להשוות בין  551 

ההבדל במבחן התמותה  .הניסויים לאורך כל קביים בין זנים אלהים מובהקים ועהבדל נראו 552 

מוגברת עם  תמותההראה  ΔPAI1בו  CFUs510 היה רק בהזרקת המינון שלהיחידי שנראה  553 



 P4-NR 554בין בעוד במינוני ההזרקה האחרים לא נצפתה שונות  p=0.021רמת מובהקות של 

בזחל  זריעה הבוחן את יכולת שגשוג החיידקהבמבחן הכתישה ו .7B)איור ) למוטנטים שלו 555 

 556 הבוחן את רמות הלומינסנציה בזחלבמבחן בין המוטנטים שלו. ל P4-NRלא נראו הבדלים בין 

הראה אלימות מובהקת אך  P4-NRישירה לשגשוג החיידק בזחל, אשר נמצאות בקורולציה  557 

בהשוואה בין לאור האמור לעיל, השעות הראשונות של הניסוי.  לא עקבית אך ורק בשלוש 558 

P4-NR  בו זן  ,במודל העכברשהתקבל  בשונה ממהקו מגמה ברור נצפה למוטנטים שלו לא 559 

 560 .מוטנטים שלוהגבוהה באופן מובהק מההראה אלימות  P4-NR ,הבר

יתכן וזו למוטנטים שלו.  P4-NRדי במבחן ההשוואה בין למהיה קטן לציין כי המדגם  חשוב 561 

 562 טיפוסמערכת ההפרשה מקיימת אפשרות כי הסיבה שלא קיבלנו תוצאות מובהקות. כמו כן 

אך אינה  יהמקומית כפי שהודגם במודל העכבר מגבירה את האלימות P4-NRאותה נושא  6 563 

 564 מגבירה את האלימות הסיסטמית כפי שנבחן במודל הזחל.

כך שעש הדונג יכול לשמש כחיית מודל שיכולה לעזור ב תומכות לסיכום, תוצאות מחקר זה 565 

 566  המובילים לדלקת עטין.א. קולי רבות בבחינת חיידקי 

 567 עול ושיפור המחקר הנוכחי:יהצעות לי

יש לבצע חזרות נוספות בחלקי הניסוי בהם המדגמים היו קטנים כגון בניסוי עם מכשיר  .1 568 

 IVIS. 569 -ה

 570 היכול . עובדה זובמינונים נמוכיםתה יתה ידנית, וההזרקה היישיטת ההזרקה הי .2

להוביל לאי דיוקים בהזרקות. עקב כך נדרשה הכנה מוקדמת ואימון בהזרקה. ניתן  571 

צורך במיומנות לטעויות וה )מזעור הסיכוילשפר זאת ע"י שימוש במזרק אוטומאטי  572 

 573 .(בהזרקה

קריאה ע"י  אובייקטיבית, ניתן לבצע זאת בצורה סובייקטיביתתה יבחינת המלניזציה הי .3 574 

 575 .(13) פוטומטרית בשיטהשל המוצל הזחל 

 576 .(13)ת רמות לקטאט המעידות על נזק תאי א בחינשיטה נוספת שניתן להכניס למודל הי .4

יכולה להשתנות עקב המלניזציה של הזחלים.  IVIS -קריאת הלומינסנציה במכשיר ה .5 577 

מכאן שיתכן שזחל שהגיב בצורה חמורה יותר לפתוגן והגיב ברמות מלניזציה גבוהות  578 



ניתן לבדוק את השפעת  יותר יראה רמות לומינסנציה נמוכות יותר מזחל אחר. 579 

המלניזציה על הקריאה הפוטומטרית ולשקלל את השפעה זו בתוצאות הניסויים  580 

בכדי לבדוק את השפעת המלניזציה על הקריאה הפוטומטרית ניתן להזריק הבאים.  581 

ניסנטי לזחלים בשלבי מלניזציה יחלבון לומ המבטאיםכמות ידועה מראש של חיידקים  582 

 583 שונים ולבחון את השפעת המלניזציה על קריאת האור. 

 584 

 585 הבעת תודה:

 586 לפרופ' נחום שפיגל על ההכוונה והעזרה.

 587 והתמיכה לאורך כל הדרךלחגית סלומון על העזרה 

 588 לטלי בדולח אברם על היעוץ הסטטיסטי

 589 ולכל חברי המעבדה שנתנו ידם לעזרה בעבודה.

 590 
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