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Streszczenie

Niniejsza praca doktorska powstala na potrzeby wdrozenia w Instytucie Genetyki
Sadowej sp. z 0.0. metodyki pozwalajacej na zaoferowanie ustugi badan przesiewowych mleka
krowiego pod katem patogenéw wywotujacych zapalenie wymion u bydia mlecznego. W tym
celu opracowano multipleksowg reakcje PCR pozwalajaca na jednoczesna identyfikacje

kilkunastu patogenéw odpowiedzialnych za etiologic mastitis (oraz dwoch genow

lekoopornoscei).

Czgs¢ literaturowa pracy obejmuje charakterystyke zapalenia wymion — najczestszej
1 generujaca najwigksze straty choroby bydta mlecznego. Przedstawia aktualny stan wiedzy na
temat metod stosowanych w diagnostyce ogolnej (informujacej jedynie o wystepowaniu
choroby) jak i specyficznej (wskazujgcej czynniki etiologiczne) mastitis oraz zagrozenia
wynikajagce ze stosowania glownie diagnostyki ogolnej. W czgsel  literaturowej

scharakteryzowano réwniez najczesciej wystepujace patogeny zwigzane z etiologig mastitis.

W czgsei doswiadcezalnej pracy doktorskiej przedstawiono wybrane do identyfikacji
W opracowywanej metodzie patogeny oraz geny lekoopornosci wraz ze specyfikacja
stosowanych wzorcOw materiatu genetycznego. Zaprezentowano kryteria opracowywanych
oraz wybranych na podstawie literatury starteréw PCR, opisano metodyke poboru prébek do

badan. Przedstawiono przeprowadzony eksperyment majacy na celu dobdr metody izolacji



pozwalajacej uzyskiwaé najwigksza ilo$¢ DNA z danej objetosci probki mleka. Kolejnym
aspektem przedstawionym w czgsci naukowej bylo testowanie starteréw oraz optymalizacja
reakcji multiplex-PCR jak i warunkéw elektroforezy kapilarnej na dwéch analizatorach
genetycznych. Przedstawiono réwniez obszerng walidacje metody przeprowadzona w celu
scharakteryzowania najwazniejszych parametrow reakcji takich jak: okreslenie limitow
oznaczalnosci oraz limitéw detekeji systemu, wyznaczenie czulosci oraz zakresow linowosci

dla poszezegélnych identyfikowanych produktéw PCR, powtarzalnodci, odtwarzalnosci oraz

specyficznosci opracowanej reakcji.

Zaprojektowana reakcja multiplex-PCR pozwala identyfikowaé jednoczesnie trzynascie
gatunkéw bakterii - Staphylococcus aureus, Sireptococcus dysgalactiae, Streptococcus
agalactiae, Eschierichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus uberis, Mycoplasma bovis,
Klebsiella pneumoniae, Corynebacterium bovis oraz Staphylococcus
z grupy CNS (epidermidis, haemolyticus, chromogenes, sciuri), jeden rodzaj alg - Prototheca,

jeden rodzaj grzyboéw - Candida oraz dwa geny lekoopornosci - mecA i blaNDM-1.

Pomyslne przeprowadzona walidacja reakcji multiplex-PCR pozwolita na wdrozenie
metody w Instytucie Genetyki Sadowej sp. z 0.0. w formie procedury badawczej PB-16
»Oznaczanie jakosciowe patogenéw wywotujacych mastitis w mleku metoda multiplex-PCR
z detekejg fluorescencyjng” stanowigcej zalacznik do niniejszej pracy doktorskiej. Oferowana
metodyka poza szerokim spektrum badanych czynnikéw etiologicznych oferuje rowniez, dzieki
zastosowaniu elektroforezy kapilarnej z detekcja fluorescencyjng, bardzo wysoka czutos¢ oraz
specyficznos¢ metody (co potwierdzaja uzyskane wyniki walidacji), a przy tym pozwala
uzyskiwa¢ wyniki znacznie szybciej (nawet do sze$ciu godzin) niz dotychczas stosowane
metody diagnostyki specyficznej mastitis. Otrzymywane wyniki informujace o etiologii
infekeji mogg pozwoli¢ hodowcom na precyzyjny dob6r lekéw stosowanych profilaktycznie
i terapeutycznie, zmniejszenie zuzycia antybiotykéw majace wplyw na poprawe jakosci oraz

bezpieczefistwa oferowanych produktow jak i dobrostanu zwierzat.

Abstract

This doctoral thesis was created with a purpose of implementation at the Instytut
Genetyki Sadowej sp.z 0.0. methodology to offer a cow's milk screening service for pathogens

causing mastitis in dairy cattle. For this purpose, a multiplex PCR reaction was developed,



allowing for the simultaneous identification of several pathogens responsible for the etiology

of mastitis and two drug resistance genes.

The literature review section of the dissertation covers the characteristics of mastitis -
the most common and loss-making dairy disease. It presents the current state of knowledge
about the methods used in general diagnostics - advising only the presence of the disease and
specific diagnostics - indicating the etiological factors of mastitis. This part also covers the risks
resulting from mainly use of general diagnostics. The most common pathogens associated with

the etiology of mastitis are also characterized in literature review part.

In the experimental part of the doctoral dissertation, selected for identification in
developed reaction pathogens and drug resistance genes are presented along with the
specification of the genetic standard material used in the established method. The criteria of
PCR primers developed and selected on the basis of literature research are presented, the
methodology of material sampling is described. The paper presents an experiment aimed at
selecting an isolation method that would allow to obtain the highest amount of DNA from
a given volume of a milk sample. Another aspect presented in the scientific part was primer
testing and optimization of the multiplex-PCR reaction and capillary electrophoresis conditions
on two different instruments - genetic analyzers. An extensive validation of the method was
also presented, carried out in order to characterize the most important reaction parameters, such
as: determination of limits of quantification and limits of detection, determination of sensitivity

and linearity ranges for individually identified PCR products, repeatability, reproducibility and
specificity of the developed reaction.

The designed multiplex-PCR reaction allows for the identification of thirteen species of
bacteria - Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae,
Eschierichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus uberis, Mycoplasma bovis, Klebsiella
pneumoniae, Corynebacterium bovis and Staphylococcus species from the CNS group
(epidermidis, haemolyticus, chromogenes, sciuri), one type of algae - Prototheca, one type of

fungi - Candida and two drug resistance genes - mecA and blaNDM-1.

Successful validation of the multiplex-PCR reaction allows the method to be
implemented at Instytut Genetyki Sadowej sp.z 0.0. in a form of the research procedure PB-16
"Qualitative determination of pathogens causing mastitis in milk using the multiplex-PCR
method with fluorescence detection” add as attachment to this doctoral dissertation. The

provided methodology, apart from the wide spectrum of investigated etiological factors, also



offers, thanks to the use of capillary electrophoresis with fluorescence detection, a very high
sensitivity and specificity of the method (which is confirmed by the obtained validation results),
and at the same time allows to obtain results much faster, even up to six hours compared to the
diagnostics methods used so far. The obtained results informing about the etiology of infection
may allow breeders to precisely select prophylactic and therapeutic drugs, reduce the use of

antibiotics, which improves the quality and safety of the offered products and animal welfare.




