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 שמות השותפים האחרים למחקר, שטח הפעולה של כל משתתף, תיאור קצר של חלקו במחקר. .1.1

 תמיר אופק, ד"ר בני רון  – , האגף לדיגניר דודהמעבדה המרכזית לבריאות דגים ב . צוות 1

. איסוף נתונים ממשקים , ניתור בריכות במשקי מדגם , איסוף ובדיקת מרכזת –יטה סמירנוב גררומ

יעשה הניסוי ליצירת מחלה בתנאים בהתאמה לתנאי סביבה. במעבדה וגורמי מחלה נוספים דגים 

לימנולוגיה  –פה לנגיף )קוהביטציה או הזרקה(. הנגיף יתקבל מהשו"ט. יכולות מבוקרים, חשי

 והיסטולוגיה. ה,בקטריולוגיה, פרזיטולוגי

 מרכז המחקר. -חוקר ראשי  – . ד"ר אבי אלדר2

, מכון וטרינרי , המעבדה למחלות דגים, שירותים וטרינריים )משרד החקלאות( . ד"ר עזרא רוזנבלוט3

. מעבר לחובותיו מובילהינו רופא וטרינר מומחה המתמחה במחלות דגים. עזרא יהיה חוקר 

. כמו כן, FISH -האדמיניסטרטיביות, עבודתו תכלול את הוירולוגיה הקלאסית ואת יישום שיטת ה

 , עזרא ייטול חלק בפיתוחה המחלה ניסיונית.בשיתוף עם ריטה ועם אסף

ד"ר אסף ברקוביץ, מכון וטרינרי. ד תרומתו של אסף תכלול השתתפות בפיתוח מחלה ניסיונית  .4

בקוהביטציה, ההוקעות בנגיפים בעלי אלימות שונה, בידוד התנאים ופרמטרים הסביבתיים וממשקיים 

מרכזי בניטור הפתולוגי של המחלה בשלביה הדרושים להופעת המחלה. כמו כן, הוא יהיה חלק 

 השונים. 

 בעיקר. ביואינפורמטיקהלעיסוק ב. סטודנט. תואר שני .5

 

 –התקציר יהיה זהה לתקציר המופיע כחלק מדפי השער  -תקציר מדעי של תוכנית המחקר  .1.2

ות(, התקציר יכלול את הנושאים הבאים )מתומצתים( בסדר המוצג: הצגת הבעיה )חשיבות ומטר

 מהלך ושיטות עבודה, תוצאות מצופות.

 2018הצגת הבעיה. גידול דגי אמנון הינו מהענפים המרכזיים של חקלאות המים הישראלית. בשנת 

מהייצור הכולל. ולכן, למרות הצורך ב"רענון"  30%-טון המהווים כ 8000-עמד ייצור דגי האמנון על כ

 מרכזי. –של דג האמנו מיני הדגים המרכיבים את סל הייצור, מיקומו 

החלו מופעים של תחלואה חריפה וירידה דראסטית ביבול דגי האמנון. הגופים  2009החל משנת 

האחראיים )אגף הדיג, השו"ט(, במטרה לברר את הסיבות לתופעה זו, ערכו בדיקות מקיפות ככל 

ם שהניבו מספר יכולתם. מבדיקות אלה לא נתקבלו תוצאות ברורות, אלא אוסף של ממצאים אקראיי

עוד יותר גדול של השערות.. התאוששות אמיתית בגידול האמנונים לא התרחש, למרות שלכאורה 

הייצור חזר לנתונים הקרובים לקודמים.  נתונים אלה הושגו לאחר שדייגים שילשו )או אף יותר( את 

. תוכננותוק המוכל זאת בכדי להגיע לרמות השווהגדילו בהתאם את אמצעי היצור. מספרי הדגים, 

)סוף תהליך  בשלבים הראשונייםו הפחתים נצפ מרביתאמנם, שקלים.  ינזק בשל כך נאמד במיליונה

שניוני האימון תקופת האך בה בעת אנו עדים לתמותות של דגים ב "היפוך הזוויג" ותקופת האימון(.

ץ והפחתים אלה של תמותות בלתי מוסברות בדגי הבריכות בכל רחבי האר תרחישיםפיטום. הו

הנזקים גדולים אף , למשל מסוימים, אדמוניתאמנון  יוהכבדים מביאים את הענף לכדי קריסה . בקו

 אחוז ויותר.  70בהם נצפו פחתים בשיעור של  יותר, 

- Tilapia Lake Virusבעבודתנו הקודמת תארנו גורם נגיפי חדש ובלתי מוכר לקהילייה המדעית בשם 

TiLV פי ה המשתייך לקבוצת נגיRNA  ולמשפחת הORTHOMYXOVIRUS הוכח כי הנגיף גורם .

זאת, סימני  עםלתמותות רבות היקף, הן בישראל והן בחו"ל. הנגיף אכן הינו גורם זיהומי חדש . יחד 

קיימות עדיין . אינו ברור עדייןוהתשובות למגוון סוגיות בסיסיות  ,השאלה עדיין רבים מהתשובות

במחולל ראשוני? מה הם הגורמים המדרבנים? מה הם או ל יחיד? האם מדובר במחולהשאלות: 

ולוגיים? האם קיים מגוון מופעים קליניים? האם תיתכן הגנה חיסונית נרכשת? מה תהתסמינים הפ

 וכו' השוני בין המינים והקוים

 .יכולתנובעבודתנו זו נתמקד בחלק נבחר משאלות אלה וננסה לענות כמיטב 

 



 ממצאים ראשוניים והנחת עבודה. 

לאחר שצלחנו בבידוד נגיף שטרם אופיין לפני כך, ולאחר שיצרנו כלים אבחוניים, הנחנו כי "היעלמות 

הוכחה. עם זאת, רב הדגים בכנרת" ו"מחלת האמנונים המסתורית" נגרמות ע"י אותו מחולל נגיפי, 

 –ל הידוע. גם אם ברור כי מדובר במחולל אמיתי, השאלה האם הוא גורם יחיד, זיהומי עהנסתר 

. גם מהלכי המחלה אינם ידועים וכל שהספרות מתארת הינם טרם באה על פתרונה–ממשקי או גנטי 

האחרות הקשורות  קטעי מידע המתייחסים למין מסוים ולגודל מסוים, בלי להתחשב במכלול הנסיבות

להתפרצות המחלה )סטאטוס חיסוני, ממשק, סוג, מין, גודל וכיו"ב(. לעתים השאלות כה רבות עד כי 

 מוטלת בספק.  TILVההנחה כי המחולל המרכזי הינו 

במחקר שערכנו אשתקד )אגף הדיג והשו"ט(, כאשר בדקנו את הימצאות הנגיף בדגים חולים לאומת 

 –י הקיץ, תקופה המועדת ל"פורענות". למרות שסגוליות ורגישות הבדיקה דגים בריאים במהלך חודש

PCR-  לא מוטלות בספק, נוכחנו לדעת כי אין קשר ישיר, או לפחות כזה שאנו מבינים, בין חיובית

כשבראשן  ,ברמת האבחון המעבדתי לבים המחלה הקלינית. הסיבות האפשריות לממצא זה מגוונות

 –תוקף הוא גם אם  –וצאה מחשיפה קודמת. במקרה זה ייתכן כי הנגיף האפשרות להגנה חלקית כת

אותו אנו , אינו גורם לתחלואות קליניות נרחבות. לפי תיאוריה זאת, אותו חלק של הדגים שנפגע

הבוגרת שמסיבות כלשהן לא  ההאוכלוסיידהיינו  .ש"טרם התחסנה" הנמנה על אוכלוסיי –רואים 

תחה חסינות. תיאוריה זו מצטרפת למציאות שבה יופן הנכון( ולכן לא פ"פגשה" את הנגיף )לפחות בא

גיע לכמות הנדרשת , משיעורי הדייגים מטילים כמויות כפולות ומשולשות של דגיגים בכדי לה

שנדבקו ע"י הנגיף בשלבי החיים המוקדמים ומתות )מוות שלא  –מלרוות הישרדות נמוכים מאד,  

וריה זו מחזקת את מה שמתואר בספרות המקצועית כמחלת תאם הזעיר(. גודלבגלל  ,נחזה

Syncithial Heaptitis of Tilapia – SHT  . פרגוסון ושותפיו שאפיינו על ידי תוארה  אתזפתולוגיה

. כדי להמשיך 70-80% בשיעורתמותות  שגרם,   TILVהבה הנגיף המחולל הי – תחלואה בדגיגים 

במקרה זה סיבת המוות נבעה מנזק בלתי  –שור למחלה ולהצביע על החוסר בידע מבוסס בכל הק

. פתולוגיה שונה לחלוטין מזו הנצפית בישראל protein loosing enteropathy –הפיך ברמת המעי 

את השוני, לכאורה, ברגישות היחסית של המינים  ן)דימומים, לקויות עור וכיו"ב(... בהקשר זה יש לציי

 –. בעבודתנו המקדימה נוכחנו לדעת כי ההישרדות של אמנון אפור לגורם התמותה והקוים השונים

. החסינות הטבעית גם 10-15%, בעוד זו של האדמונית הינה של 30-50%באימון קיץ הינה של 

 שוליים. –באמנון הגליל )גם בבריכות(  בעוד הפחתים הכנרת כמעט ונכחד ןמין: טברנו-תלוית

 

" גדול מזה הגורמיםהסבר אפשרי נוסף לכמויות הפחתים, ושאינו שולל את הראשון, הוא כי מעגל ה"

הידוע וכי קיים מחולל נוסף אותו אנו איננו מזהים. אפשרות זו יותר מהגיונית שכן ברור כי מספר 

עצמו שהיה  TILVמא הטובה ביותר היא נגיף ה הנגיפים שאינם מוכרים רב מאלה המוכרים. הדוג

הוא דוגמא למציאות מסוג זה. השאלה היא, אם כן,  KHVבלתי מוכר טרם אנו אפיינו אותו. גם נגיף 

 מה תפקידו של אותו נגיף שאינו מוכר, והאם יש לו "זכות קיום עצמאית כמחולל". 

 םשהם מצביעיהם בעלי משמעות בכך   , גםשל ניסיונות החיסון תהכישלונובהקשר זה יש לזכור את 

 בדגיגם כפי שנאמר לעיל.ומחזקים את ההנחה שיש לעסוק  על מורכבות הסוגייה.

 

 ושיטות עבודה. המחקר מהלך 

אינפורמטיביות, היסטולוגיות -במהלך מחקר זה ייעשה שימוש במגוון שיטות, תאיות, מולקולריות, ביו

די לאפשר את הבנת התרחישים האפידמיולוגיים, ויכללו: וביולוגיות. הידע בדבר המחלה יקודם בכ

יצירת מחלה ניסיונית, אפיון המחלה ברמה הקלינית והפתולוגית ואיתור גורמים סביבתיים המעודדים 

-וזאת בשיטות ביו -VIROME –הנגיפית  ההאוכלוסיינאפיין את כלל  בנוסף התפרצויות אלימות. 

 ים הלוקחים "חלק במשחק"..אינפורמאטיות לשם הבנת מכלול הנגיפ

צפי תוצאות: מחקר זה מכוון להשגת מספר תוצאות, כשהמרכזים הינם: )א( הבהרת המחלה ברמה 

מחלה, )ד( יצירת -מחולל-סביבה, הקלינית, )ב( הבנת המחלה ברמה הפתולוגית, )ג( לימוד המכלול

 ., כפי שתואר לעילאמנון)ה( בדיקת המכלול הנגיפי של דגי ה -מודל למחלה מושרה )ניסיונית( ו



 

 סקירת הידע הקיים בארץ ובעולם בנושא. -מבוא ותיאור הבעיה   -רקע כללי  .1.3

 TILVנגיף  ואפיוןזיהוי  –דגי האמנון באגם כנרתאוכלוסיית הידלדלות  -. תחילת המחלה 1.3.1

במהלך העשור השני של שנות האלפיים חלה ירידה עקבית בשלל הדגה של אגם כנרת. בולטת 

 27ידועים אגם בוזאת למרות ש (cichlidaeאמנוניים )במיוחד הירידה בשלל של דגים ממשפחת ה

 ,cichlidae, cyprinidaeהשייכים למשפחות שונות ) .(מינים אנדמיים 19מתוכם ) מינים שונים

mugillidae, claridaeאמנון הגליל )אמנון  –ליד( החשוב ביותר באגם כנרת כ(. בהתייחס לאמנון )צי

טונות  40טונות ירד לשפל של  316עמד על  2005המאכל היחיד בכנרת(, הרי שהשלל שבשנת 

(. כאן המקום להדגיש כי הירידה בשלל, לצד פגיעה בפרנסתם 2008טונות )שנת  8-( ו2007)שנת 

צות, תורם למארג האקולוגי של אהדייגים, מהווה בעיה חמורה נוספת: דג האמנון, בהיותו אוכל של 

 האגם בטיוב המים ושמירת איכותם כמים ראויים לשתייה. 

 . תופעת "מחלת האמנונים המסתורית" בבריכות הדגים.1.3.2

ניות. תחילת נצפו במשקי דגי אמנון תופעות של תמותות דגים המו 2009החל מקיץ של שנת 

שאן )כפר רופין כמשק ראשון( והמשכה לכלל משקי האמנונים בישראל. -התופעה במשקי עמק בית

"כתם שמן". באמנוני המכלוא כפשט למוקדים שניוניים התאופיין במוקד ראשוני שאירוע תמותות 

ן לציין מעניי מאת האחוזים., בעוד שבאדמונית התמותות משיקות את סף אחוז 30די גיע לכההפחת 

כי, בדומה למתואר באגם כנרת, גם בבריכות הדגים התמותות נוגעות אך ורק לדגי אמנון. דגים 

( אינם נפגעים. עוד נציין כי, מרגע וקיפון, ף, כסיןממינים אחרים המגודלים באותה בריכה )קרפיו

  .המופע לא חזר –"חווה את התופעה"  מסויםשמדגר 

כות הדגים לא נמצאו הסברים. אלא שבמקרה זה התופעה בתחילה גם לתופעת התמותות בברי

בסיכומו של דבר, בדומה  .אגף הדיג של משרד החקלאותעל ידי גוף אקדמי, לפי בקשת  .נחקרה

 .לאירועים בכנרת, לא בודד כל גורם מחלה 

נוספים הרגישים למחלה, או כאלה שיכולים לשמש כנשאים של המחולל  דגים שאלה אם קיימים מיניל

מוגבלים וראשוניים, מצאנו סמירנוב ורוזנבלוט( דגי בורי  ממצאיםרם נבדקה כנדרש. על סמך ט

היה המחולל או שמא הדג היה רק  TILV. דגים אלה היו חולים, אך לא ברור אם PCRחיוביים ברמת 

 נשא. 

חת א, והשו"ט. ממצאים ראשוניים, הנ-דוד, אוניברסיטת ת-. חקר התופעות ע"י מעבדת ניר1.3.3

 עבודה וצידוקים מדעיים.

וירולוגיה ובידוד ראשוני של הנגיף: לאחר שזריעת דוגמאות על שורות תאים "סטנדרטיות" המוחזקים 

( לא הניבה תוצאות, ומתוך EPC, RTG-2, BB, FHM, CCO, KF-1,BF-2, CHSEבמעבדתנו דרך קבע )

סיבית, יחסר בשורת תאים פרמשהיה משום אולי  ,הנחה ולפיה כל מאמצינו לבידוד נגיף נכשלו עד כה

. משזרענו Til-13פנינו לכיוון של יצירת שורת תאים חדשה. יצרנו שורת תאים של דג אמנון, שנקראת  

נתקבלה עדות לנוכחות  –דוגמאות )שהניבו תוצאות שליליות בכל שורות האחרות( על גבי שורה זו 

מי הדגרה, מוקדים תאיים דגנרטיביים הממוקמים י 10-12נצפו, לאחר  Til-13(. בשורת CPEנגיף )

( swollen(. בהמשך התאים נעשים יותר ויותר עגולים )6במקביל לציר האורך )תמונה מספר 

והתופעה מתקדמת לכיוון של התנתקות תאים נרחבת. מיקרוסקופיה אלקטרונית הדגימה נגיף 

 (. 7)תמונה מספר 

חלוטין בודד ממספר נרחב של בריכות דגים בהן נצפו בעבור זמן קצר, נגיף בעל התנהגות זהה ל

 תמותות בלתי מוסברות.

גדילי המורכב -דו RNAבדיקה של חומצות הגרעין מצביעה על כי מדובר בנגיף בו החומר הגנטי הינו  

)ברמת החלבון...(  40%-סגמנטים. הנגיף אינו דומה לכל נגיף מוכר, להוציא הומולוגיה של כ 11-מ

 .ORTHOMYXOVIRIDAE -של משפחת ה Bלפולימרז 



תרחיף שהופק משורת תאים מודבקת הוזרק לחלל הצפק של דגי אמנון  ,המחלהאת שחזר ל הבכוונ

זאת, אנו מבקשים  עםבידוד חוזר. , ב. הנגיף בודד מדגים חולים ומתים70%וגרם לתמותות של 

 תקיים ולעתים לאו. לסייג אמירתנו זו ולהבהיר כי שחזור המחלה אינו קוהרנטי, לעתים מ

 . הנחת עבודה.1.3.4

כל  .יצירת צעדים מניעתיים בלתי אפשרית בשלב זה המצויים הידינו כיום, ןבהסתמך על הידע והניסיו

המחלה עצמה אינה מתוארת ברמה הקלינית, הפתולוגית והסביבתית. כמו כן , לא ניתן ש זאת משום

נתונים אותו יצרנו במהלך הקיץ הקודם,  ל  מסדלשלול קיומו של מחולל נוסף. הנחה זו מבוססת ע

 TILVספטמבר אחר הקשר בין תמותו בלתי מוסברות והמצאות נגיף -כשעקבנו לאורך החודשים יוני

ברקמות הדג. נמצאו מצבים בו הודגמה חיוביות אך לא נצפתה מחלה, בדיוק כשם שהודגמה מחלה 

לסיכום, ובתמציתיות: לא נמצא קשר בינארי מובהק  ללא חיוביות. כמו כן הודגמו מצבי ביניים נרחבים.

 בין חיוביות מעבדתית ובין קיום מחלה פעילה. 

( הינה עדות PCRנגיפי )שיטת  RNAנגיפי בדגים בריאים. הימצאות   RNAהימצאות  .1

המחולל כבר לא ניתן לבידוד, הרי שהימצאות חומצות הגרעין הייחודיות  אםלהמצאות המחולל. גם 

עדות לנוכחותו בדג בפרק זמן של עד שבועיים מיום החדירה לדג )סמירנוב אלדר ורוזנבלוט, מהווה 

 ממצאים שטרם פורסמו(.

נגיפי בדגים חולים. באופן דומה, אך הפוך מזה המצויים בפסקה מעלה,  RNAאי המצאות  .2

, בדגים אלה לא . כמו כןTILVדגים חולים אותם בדקנו במהלך הקיץ האחרון, נמצאו שליליים לנגיף 

 אותר גורם מחלה ידוע או אפשרי.

של המחלה. לצורך הבנת  הלהשרייתמחלה ניסיונית. עד כה אין בנמצא הליך )פרוטוקול(  .3

קיים צורך בלתי  –הדג אמיד או שאינו כזה  האם –האפידמיולוגיה ולשם מתן תשובה מעשית לדייג 

 מתפשר בפיתוח מודל להשריית המחלה. 

פתולוגיה כרונולוגית והשוואתית )בין מינים ובין קוים(: לשם הבנת המחלה אנו נדרשים ליצור  .4

שיבהירו את ההיבטים השונים של המחלה, הן ברמה הפתולוגית והן מבחינת האפידמיולוגיה  םמדדי

מניעתיים. דוגמא היא -ג הדג (.  מידע זה יסייע מעשית בפיתוח צעדים משקייםו)גיל וס  ההשוואתית

 יצירת היברידים בין מינים רגישים לכאלה הרגישים פחות.

ובמחלה אותה  TILVעד כה התמקדנו בנגיף  VIROME -כלל הנגיפים בדג האמנון הישראלי  .5

. לאור זאת, אנו מציעים םפתוגניינוספים, ייתכן אף  הוא משרה. כאמור, סביר להניח כי קיימים נגיפים

  RMA SEQאינפורמטי בשלב זה. בסקר ננתח ברמת -כחלק מתוכנית זו עריכת סקר ראשוני, ביו

 טרנסקריפטים שיידגמו מדגם חולים ושלסיבת המחלה אין הסבר סביר.

 

 שיטות וחומרים. . מטרות ויעדים. צידוקים מקצועיים. חשיבות וחדשנות. מסגרת זמנים.1.4

 

 המופעים הקליניים השונים. חוקרים:–מחולל -הוכחת הקשר נגיף -. בניית מחלה ניסיונית 1.4.1

למרות הקשר ההגיוני בין המצאות נגיף ותמותות דגים, ההוכחה כי אין מדובר בממצאים אקראיים 

-של המאה ה ממחציתה השנייה Koch-Henleדורשת שיחזור של המחלה )מיצוי שלוש ההנחות של 

(. אין מדובר באקט טכני בלבד, שכן, על פי רוב, בשחזור מחלת דגים נדרש לאתר את הפקטור 19

( מאפשר את חקר המופע ושולל תמותה 1"המלבה" )טמפרטורה, גודל וכיו"ב(. שיחזור המחלה )

שונים. של המחלה, על שלל מופעיה ה ההפתופיזיולוגי( מהווה בסיס להבנת 2)-מהדבקה שניונית , ו

-אלה הנגרמות ע"י רבדו –כך, לדוגמא, במחלות הדגים בעלות החשיבות הכלכלית הגבוהה ביותר 

  Hemorrhagic Septicemia Virus (VHSV) and Infectious Hematopoietic Necrosis (IHNV)וירוסים  

סנים. הוכח כי הגורם המלבה הינם התנאים הסביבתיים, וכי דגים ששרדו הדבקה ראשונית מחו

במחלות אלו ייתכן מגוון של מופעים קליניים הכוללים מחלה חריפה קלאסית המלווה באלח דם, לצד 

באגמים פתוחים לעתים המחלה אינה  –חריפיות, כרוניות או מופעים עצביים. יתר על כן -מחלות תת



המחלות  רדים שלושדגים המלווה בסממנים המאפשרים את זיהויה )כגון תמותות הנראות בעין(. ה

נגיפיות מפתחים עמידות חיסונית ספציפית, בדומה לתופעה שנצפתה בדגי האמנון בבריכות -הרבדו

 ;VHSV Expert Panel and Working Group. 2010; LaPatra et. al., 1995, Ghittino, 1965הדגים. 

Wolf, 1998; Vestergård Jørgensen, 1982; St-Hilaire et. al., 2001; Neukirch, 1986; 

Hershberger, et. al., 2010; Amend, 1975; Mohamed et. al., 2012; Lorenzen et. al., 1999; 

Engelking et. al., 1991; Eloi et. al., 2012.) 

 שיטות וחומרים: 

בכדי לשמר את אלימות הנגיף, ההדבקות תעשינה אגב שימוש בגזע בר שגודל במעבדה על גבי 

 Real-Time. כמות הנגיפים תכומת באמצעות ת(, בהעברה בודדTil-13ית )תרבית תאים פרמיסיב

PCR ( של התרחיף הראשוני יוזרקו לתוך חלל הצפק של דגי אמנון  מהוליםומינונים שונים )עשרוניים

פריטים  30דוד.  כל קבוצת דגים תכלול -שיגודלו במתקן סגור במעבדת ניר  SPFנאיביים ברמת 

ליטר. באופן זה ייעשה שימוש מקביל בשלוש קבוצות דגים  200קווריום בן ותמוקם בשליש מיכל א

 מ"ג/ל.1-חלקיקים למיליון של חמצן )לפחות( ורמת אמוניה הנמוכה מ 5זהות. איכות המים תעמוד על 

דה לציטר  –מטופח הינם אמנון היאור  ,כבר נמצאים בידנו. דגים אלה SPF-דגי האמנון ברמת ה

Oreochromis niloticus, strain Chitrellada) שיתקבלו מגידול במתקן סגור בטמפרטורה קבועה של )

 מ"צ. 28

( מנהל 2( של ועדת צער בע"ח )תקנות צער בע"ח( ושל )1יות: כל ניסוי ייעשה בהיתר )תסוגיות א

( ופקודת מחלות בע"ח )נוסח 1963בכל האמור לחוק המיקרואורגניזמים ותרכיבים ) – השו"ט

 משולב, תשל"ד(.

 ההדבקות תעשנה בשני אופנים: 

מ"ל( של תרחיף המכיל  0,2בשיטה הראשונה, הדבקה בהזרקה, תוזרק כמות קבועה ) .1

גרם כ"א. כל ניסוי ייעשה  30-35 גים.מספרים שונים של חלקיקים נגיפיים )מהולים עשרוניים( לדגי

 )ראה מבנה אקווריומים, סעיף קודם(. בשלוש חזרות

שיטה זו לא מצביעה על "הגורם המלבה", אלא מאפשרת הדבקה ראשונית הנחוצה להדבקות 

 "טבעיות".

תבוצע בתנאים דומים אלא שארגון על דגיגים,   –  COHABITATION -הדבקה בקוהביטציה  .2

יהיה שונה. כך, היות וכ"א מהאקווריומים מחולק לשלושה חלקים המופרדים ביניהם קבוצות הדגים 

ברשת מחוררת המונעת מעבר דגים אך מאפשרת מעבר חופשי של מים )משאבה השואבת מקצה 

רחוק ומחזירה את המים לפילטר פנימי הממוקם בקצה הנגדי(, הדגים המוזרקים בנגיף )דגים 

ווריום הקיצוני וקבוצות דגים בריאות תצורפנה לשני החלקים האחרים מדביקים( יאוכלסו בשליש האק

 לאחר הופעת סימנים קליניים בדגים המוזרקים )המדביקים(. 

בניסויים יושם דגש מיוחד על התנאים המאפשרים התפרצות המחלה. לצור כך נערך שינויים 

טמפרטורות. בכל הניסויים בעומסים ביולוגיים, באיכות מים )חמצן, אמוניה, רמת המליחות(, וב

-סממנים-יום )לפחות( וימולא רישום קפדני של מהלך המחלה, תחלואה 21תבוצע תצפית של 

( בידוד חוזר של 2)-ו תהיסטולוגי( בדיקה 1תמותות. בחזרה השלישית, דגים חולים יוקרבו לשם )

ויות( תוצגנה התמותות )משלוש חזרות בלתי תל סטטיסטית. האנליזה PCR--RTנגיף וכימותו ב

ייחשב  P<0.05שבו  chi-squareבמונחים של תמותה ממוצעת. השוני בין החזרות ינותח באמצעות 

 כמשמעותי.

 

 (. חוקר: עזרא רוזנבלוט.FISH. יצירת כלי אבחון אימונולוגיים )1.4.2

 

בנת ון, הינו חלק חיוני לשם החמיקום וזיהוי של מחוללים ברמת הרקמה ברמת התא, ואף ברמת האב

מבוססת על היברידיזציה בין מקטעי דנ"א סינטטיים המסומנים  FISHמאחסן.  שיטת -היחסין מחולל



בלואורופור לבין חלקם הקומפלמנטרי, דנ"א או רנ"א. שימוש בשיטה זו מאפשר אבחון המחולל 

 ומיקומו, וכל זאת בהליך קצר, יעיל ואמין. 

. ופתולוגיהאבחון מולקולארי ליקרוסקופי  קלאסי, מאבחון נקודת מפגש בין \מהווה גשר  FISHשיטת 

יתרון בולט של שיטה זו הינו היישום, שנעשה על משטח היסטולוגי. המשטח בו נעשה שימוש הינו 

רגיל( ובכך מתאפשר ביצוע של מגוון דגימות, שסך כל  פרפיןאחד מיני רבים זהים )חיתוך של בלוק 

 הזיהומי.מרכיביהן יאפשרו תמונה נרחבת של ההליך 

 

 , תמיר.ריטה –המחלה והסביבה  1.4.3

בחינת קשר אפשרי בין גורמי סביבה, טמפרטורה ואיכות מים, תוך כדי בדיקת דגים חולים, תיבחן 

 האפשרות של מעורבות גורמי מחלה משניים )ברמת תצפית בלבד(.

 

 ביואינפורמטיקה. –המחלה ומחוללים נוספים  1.4.4

די נתונים המספקים מידעים בדבר המבנים הגנטיים והפנוטיפיים של כלים ביואינפורמטיים ומס

נגיפים ידועים מהווים חלק חיוני  בביולוגיה מודרנית. שימוש בכלים אלה תומך ומייעל הליכים בכך 

 שמהווה תמיכה להשערות בדבר הצורך למחקרי עומק.

בודדה ובמחיר סביר. , מספקות במהירות נתונים נרחבים בהרצה NGSשיטות ריצוף עדכניות, 

מהצורך  עלהימנלמטרתנו אנו, גישה זו מסוגלת לנתח רצפים גנטיים ממקטע בודד בספריה, ובכך 

קלינית, מחלות מתהוות, אפידמיולוגיה  הלווירולוגילשיבוט והליכים מורכבים. אמת זו נכונה במיוחד 

מספר חולשות אותן אנו ניקח  NGSמולקולרית וכן במחקר בסיסי.  למרות היתרונות הברורים, לשיטת 

בחשבון. הרגישות הנמוכה של השיטה נובעת בראש וראשונה מגודלו הקטן של הגנום הנגיפי ביחס 

לגנום המארח. אמנם החומרה רבה יותר כשמדובר עח אנליזה של רקמה נגועה, אך גם כשמדובר 

להתגבר ע"י סילוק הרנ"א  עדיין הדנ"א התאי גדול מזה הנגיפי. על מכשלה זו ניתן -בנגיף מתורבת 

חלקי. שיטות אלה ניתן ליישם גם  פתרוןהריבוזומלי וע"י העלאת מספר הקריאות, מה שמאפשר 

בגרדיינט  סרכוזניתן לרכז ולנקות את הנגיף ע"י  –לתרבית נגיפית, ובמידה ונדרשת העשרה נוספת 

לשם הגברת  PCR-ה( או בעוהשק. ניתן להשתמש גם בשיטות פיזיקליות וכימיות )סינון סוכרוז

 מקטעים שמורים.

 

 

 חשיבותו וייחודו של המחקר .1.5

ולוגיה של המחלה, )ב( תבהכללה, מטרת המחקר הינן )א( ליצור ידע בסיסי בכל האמור לפיסיופ

)ג( ליצור כלי הכלה ראשוניים בדמות הבנת התנאים הסביבתיים התורמים -לשפר את כלי האבחון ו

 של הנגיף. להתפרצות אלימה

מחולל. מעבר לצורך ביצירת מחלה ניסיונית לשם -הקשר נגיף\השריית מחלה ניסיונית .1

אישוש הנחת היסוד )הנגיף גורם למחלה הן בכנרת והן בבריכות הדגים(, לחלק זה חשיבות מרכזית 

בשני היבטים. הראשון מתייחס להבנת מגוון המופעים שקשורים למחלה. כל אילה אינם ברורים 

ובפרט כשמדובר בקבוצות דגים בעלות היסטוריה שונה ותנאי גידול מגוונים ולכן סביר כי ייתכנו 

מופעים שונים. לא היכרותם לא ניתן לכמת את חשיבותם ולבטח לא ניתן ליצור ולהפעיל כלים 

 מניעתיים.

"י ע אםההיבט השני בחשיבות חלק זה הינו באפשרות לבצע ניסויים ביצירת כלי הכלה, בין 

 מניפולציות ממשקיות, בין אם ע"י פיתוח תרכיב ובין אם בשילוב שני הגורמים.

 כוונתנו לסיים פרק זה בתום שנת המחקר הראשונה.-



. כבכול מחלה זיהומית שהינה מחלת עדר נדרשים והפתולוגיתהמחלה ברמה הכרונולוגיה  אפיון. 2

נשלחות בעת אחת( והן כלים להערכת המוני )עיבוד של מספר רב של דגימות ה לאבחוןהן הכלים 

מידת הסכנה הנשקפת למדגר נתון. בעבודתנו זו אנו מבקשים ליצור מערכת מידע המתארת את 

השלבים השונים של המחלה, בהתאם למיני האמנונים השונים וגילם. בפעולה זו ניצור הן מידע 

ולהעלאת  האבחוןולת שיתמוך בהבדלה בין המחלות השונות )ובכך יתרום לשיפור יכ –בסיסי 

המשלים כלים קיימים שלעתים אינם מספקים ראייה כוללת )  אבחוני( והן מידע מעשי )כלי ההשרדות

PCR (  ומערכתELISA . 

 כוונתנו לסיים פרק זה בתום שנת המחקר השנייה.-

ן לימוד והכרת מכלול הגורמים הנגיפיים של דגי אמנון בישראל. מחלות זיהומיות, ככלל, הינ .3

( , ומחלות שנדמה היה כי established(  מושרשות )emergingמחלות דינאמיות. מחלות חדשות )

(. אמת זו נכונה שבעתיים כשמדובר במדגה הישראלי החשוף re-emergingמגיחות שוב ) –נעלמו 

לעתים  םהווטרינריילכמויות גבוהות של יבוא דגים חיים היכולים לשאת מחוללים, ואשר השירותים 

תכופות כלל אינם מודעים לקיומם... הוסף לכך הברחות, יבוא דרך צנרת של דגי נוי וציפורים נודדות 

חיידקי . כך הופיעו KHVוכך פרצה מחלת  TILVוהרי לפנינו מגוון נרחב. כך, כדוגמא, פרצה מחלת  –

 למיניהם. סוהאירומונ וסהסטרפטוקוק

 השלישית.בכוונתנו לסיים פרק זה בתום שנת המחקר  -

 

 שיטות המחקר: מטרות החקר, הניסויים והמבנה שלהם וצפי הישגים. .1.9

 שנה ראשונה

שיימשך לאורך כלל תוכנית  –שימוצה בתום השנה  –מטרות: בשנה זו נתמקד בשני נושאים. הראשון 

מחולל. -פיתוח מודל למחלה ניסיונית ושיפור הידע בנושא הקשר נגיף -המחקר )ובהתאם לצרכים( 

גורמים סביבתיים, גנטיים  –נושא שני הינו פרוט חקר הגורמים ה"מלבים" את התפרצות המחלה 

 וממשקיים..

אופי ומבנה הניסויים: לצורך העבודה ייעשה שימוש בשיטות ביולוגיות הכוללות )א( עבודה עם שורות 

ית(. כמו כן, )ג( יעשה )ב( עבודה עם דגים חיים )יצירת מודל למחלה ניסיונ-תאים )לשם גידול הנגיף( ו

 ולוגית.תשימוש בשיטות היסטולוגיות, וזאת בכל האמור לתיאור המחלה ברמה ההיסטופ

ואלה יכומתו בשיטת  - TMBשל זן בר בתאי  3העברה  – TILVלצורך המחלה הניסיונית נגדל 

endpoint .עשרוניים יוזרקו לקבוצות שונות של מינים שונים, וזאת במקביל לטבילתם  מהולים

 דקות.  30במינונים שונים למשך 

,וזאת במטרה SPFדגי  -כל הדגים בהם נשתמש במהלך המחקר יהיו כאלה שלא פגשו את המחולל 

ים טרם הבאתם, ופעמי PCRלהימנע מדגים העמידים למחלה, ולו חלקית. הדגים ייבדקו בשיטת 

בשבוע במהלך העבודה. ייעשה שימוש בדגים לאחר היפוך מין )אימון ראשוני(, ובכך נוכל לצמצם את 

 ,.הפתולוגיתשטחי הגידול ולעבוד על מספר פרטים מספק. המחלה הניסיונית תושווה, ברמה 

ף . לצורך כך נאסוVIROME –הנושא השני שמתוכנן לשנה זו הינו מעקב אחר כלל הנגיפים באמנונים 

דגימות שטח מדגים חולים. הדוגמאות תחולקנה לשלוש: חלק ראשון ישמש לאבחון מחלות ידועות 

החלק השני ייכתש ותמצית ממנו  –)חיידקיות טפיליות ונגיפיות(. במידה וחלק זה לא יניב תוצאה 

ימות וכיו"ב. דג 2TO TMB –תשמש לזריעה על שורות תאים היכולות להיות פרמיסיביות לנגיפי אמנון 

וינותחו  SEQ RNAונגיפים מועשרים ירוצפו. דגימות שליליות תשלחנה לריצוף גנומי   תנוקהחיוביות 

 ברמה ביואינפורמאטית. 

לאנליזה הביואינפורמטית, שכאמור מטרתה הראשונית הרכבתם של קונטיגים מגנום נגיפי היפוטטי, 

(, וזאת בכדי לקבל הערכה על חומרת נוסיף גם חיפוש וכימות של סמני דלקת )ציטוקינים למיניהם

 המחלה בשלביה השונים. 



חלק זה דורש יישום של מגוון אפליקציות מכאניות, פיזיקליות ומולקולאריות הכוללות, בין השאר: 

, חיתוך dsDNA סנתוזלחומצות גרעין,  RTקביעת גרדיינט להעשרת נגיף, הפקת חומצות גרעין, 

, ניקוי מקטעים, שיבוט מקטעים, ריצוף מקטעים ועוד. לפיכך גם ויישור של קצוות, הפקת פלסמידים

 בחלק זה נתחיל בשנה הראשונה, ונמשיך בו לאורך כל שלוש השנים.

מטרות מצופות בתום שנה ראשונה: בניית מודל לשחזור מחלה, הבהרת המופעים הקליניים של 

הנגרמים ע"י הנגיף בכל אחד  םהפתולוגייהנזקים   -המחלה, ביאור ראשוני של המופעים הקליניים 

מהמופעים השונים. תחילת עבודה על המודל הסביבתי. במידה ויבודד נגיף: ניקוי הנגיף, הפקת 

בניית ספריות פלסמידיות מייצגות, בידוד של קלונים חיוביים )שעברו  –חומצות גרעין ושיבוטן 

 .PCR-ם לריצוף של אינסרטים חיוביים, בחירת תחלי-טרנספורמציה(, אנליזה

 שנה שנייה

 רבתיאומטרות: בשנה זו נתמקד בהשלמת יצירת הידע הקשור להתפרצות המחלה ונתרכז 

 . הפתולוגי

אופי ומבנה הניסויים: לשם השלמת חלק זה, בו החלנו בשנה הראשונה למחקר, נעסוק בראש 

ותו פיתחנו וראשונה בהיבטים הסביבתיים המלבים את התפרצות המחלה. נשתמש במודל הניסיוני א

 בשנה הראשונה אגב שימוש בדגים ממינים שונים, בני גילאים מגוונים והשריית עקות שונות.

 (. FISHהיסטולוגיות )-המחלות השונות שתתקבלנה תיבדקנה בשיטות היסטולוגיות וביו

השלמת חלק זה של ההצעה הינו יהווה ציון דרך בידע הנדרש לשם הערכת הסטאטוס החיסוני של 

 .02נתון. חלק זה יבוצע כולו בשנה מדגר 

כמו כן, בשנה זו תבוצענה עבודות שעניינן יצירת ידע לשם בלימת המחלה ומזעור נזקיה. לשם מזעור 

)בניית מודל למחלה ניסיונית(  01הנזקים ע"י שינוי פרמטרים ממשקיים נשתמש בכלים שיצרנו בשנה 

 –רה של שינוי של פרמטר בודד בכל פעם אגב שימוש בשיטות של עבודה עם בע"ח נערוך, בצו-ו

סדרה של ניסיונות שמטרתם לאפיין את הגורם הסביבתי המרכזי האחראי לליבוי המחלה )או 

 סינרגיה של מספר גורמים(.

 שנה שלישית

 מטרות: בשנה זו נתמקד ביצירת הידע לשם בלימת המחלה ומזעור נזקיה.

לאחר –( היכולים לשמש לחיסון ייבדקו, בשלב הראשוני אופי ומבנה הניסויים: בידודי נגיפים )קלונים

לאי חזרה לאלימות, וזאת ע"י שימוש בהעברה חמישית לאחור. בתום  -plaque purificationהליך של 

 הדבקה מכוונת. 01בהסתמך על התוצאות משנה  –דגים, ונדביקם  30שלב זה נחסן קבוצות של 

ספות, כשהקלון שיניב את התוצאות הטובות ביותר ייבדק צאו מחסנים ייבדקו פעמיים נומקלונים שיי

 דגיגים כ"א. 1000קבוצות של  3על 
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