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1. Imie i Nazwisko

Kamila Mitrowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2006

2002

Doktor nauk weterynaryjnych;

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy (PIWet-PIB)
w Putawach;

Tytut pracy doktorskiej: ,Pozostatosci zieleni malachitowe;j i jej metabolitéw
w tkankach ryb”;

Magister analityki medycznej;

Uniwersytet Jagiellonski - Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny,
Oddziat Analityki Medycznej w Krakowie;

Tytut pracy magisterskiej: ,Badanie mechanizméw opornosci wsrdd szczepow
wybranych gatunkéw bakterii z rodziny Enterobacteriaceae’.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008 - obecnie

2006 - 2008

2002 - 2006

2008 - 2010

Zakfad Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB w Putawach - adiunkt;

Zaktad Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB w Putawach - gtéwny specjalista
badawczo - techniczny;

Zakiad Farmakologii i Toksykologii, PIWet-PIB w Putawach - doktorant.

Staze zagraniczne:

Instytut Materiatdw Odniesienia i Pomiaréw, Wspodlnotowe Centrum
Badawcze, Komisja Europejska (EC-JRC-IRMM) w Geel, Belgia - dwuletni staz
podoktorski.

4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

4a) Tytut osiagniecia naukowego bedacego jednotematycznym cyklem publikacji'

.Badanie wystepowania pozostatosci 5-nitroimidazoli i ich metabolitow

w tkankach zwierzat i zywnos$ci pochodzenia zwierzecego

z wykorzystaniem chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas”

! 0éwiadczenia o indywidualnym wktadzie wszystkich wspdtautoréw stanowia Zatacznik 8 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego.
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4b) Wykaz publikacji wehodzacych w sktad cyklu

Praca przegladowa stanowigca wstep:

H1: Mitrowska K. (2015) Przyczyny i skutki zakazu stosowania 5-nitroimidazoli u zwierzat,
ktérych tkanki lub produkty przeznaczone sg do spozycia przez ludzi. Medycyna

weterynaryjna. Praca zakwalifikowana do druku i dostepna na stronie:
http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1396536. (IF013 = 0,196; MNiSW,y4 = 15; Liczba
cytowan = 0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zebraniu
i analizie pi$émiennictwa, napisaniu manuskryptu, wystaniu pracy do druku oraz
wykonaniu korekty po recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 100%.

Prace oryginalne:

H2: Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2010) Multiresidue method for the determination
of nitroimidazoles and their hydroxy-metabolites in poultry muscle, plasma and egg by
isotope dilution liquid chromatography mass spectrometry. Talanta 81, 1273-1280.
(IF2010 = 3,722; MNiISW 019 = 32; Liczba cytowan = 17)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, przeprowadzeniu cze$ci oznaczen analitycznych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, napisaniu manuskryptu, wystaniu pracy
do druku oraz wykonaniu korekty po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 85%.

Praca ta uzyskata Nagrode I-stopnia Dyrektora PIWet-PIB w konkursie na najlepszg
publikacje pracownikdéw naukowych w kategorii prac oryginalnych w roku 2010 r.

H3: Mitrowska K., Antczak M., Posyniak A. (2014) A confirmatory method for the
determination of nitroimidazoles in milk by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 58, 581-587. (IF5.3 = 0,365;
MNiSWq14 = 15; Liczba cytowan = 0)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, przeprowadzeniu cze$ci oznaczen analitycznych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskéw, napisaniu manuskryptu, wystaniu pracy
do druku oraz wykonaniu korekty po recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

H4: Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2014) Selective determination of fourteen
nitroimidazoles in honey by high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Analytical Letters 47, 1634-1649. (IFy:3 = 1,019; MNiSWy014 = 20; Liczba
cytowanh = 0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, przeprowadzeniu cze$ci oznaczen analitycznych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformufowaniu wnioskéw, napisaniu manuskryptu, wystaniu pracy
do druku oraz wykonaniu korekty po recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 85%.


http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.1396536
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Badania przedstawione w tej pracy realizowane byly w ramach naukowego projektu
NrIP2011 036571 luventus Plus: ,Opracowanie warunkéw analizy pozostatosci
nitroimidazoli w miodzie” finansowanego przez MNISW (2012-2014); kierownik:
dr n. wet. Kamila Mitrowska.

H5: Mitrowska K., Pekala A., Posyniak A. (2015) Tissue distribution and residue depletion of
metronidazole in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Food Additives and
Contaminants Part A-Chemistry Analysis Control Exposure & Risk Assessment 32, 841-
848. (IF2013 = 2,341; MNiSW 3014 = 30; Liczba cytowah = 0)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepciji pracy, zaplanowaniu
wszystkich doswiadczen, przeprowadzeniu czesci oznaczen analitycznych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskéw, napisaniu manuskryptu, wysfaniu pracy
do druku oraz wykonaniu korekty po recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

Sumaryczna punktacja 5 publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe:
- Wspdtczynnik wptywu (IF)*: 7,643;
- Liczba punktéw wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW)?: 112;

- Liczba cytowan®: 17.

4c) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Prowadzenie produkcji zwierzecej opartej o intensywne metody zywienia i utrzymania
wydaje sie by¢ prawie niemozliwe bez stosowania lekow weterynaryjnych, ktérymi niemal
rutynowo traktuje sie zwierzeta w celach leczniczych. Nawet w najlepszych warunkach
zarzagdzania, zgromadzenie duzej liczby zwierzgt na ograniczonej powierzchni i zwigzany
Z tym stres mogg obnizy¢ odporno$¢ immunologiczng zwierzat i doprowadzi¢ do powstania
choroby. Dzieki zastosowaniu lekow weterynaryjnych uzyskuje sie efekt terapeutyczny.
Jednakze takie dziatanie wigze sie z mozliwoscig wystepowania pozostatosci substancji
farmakologicznie aktywnych w jadalnych tkankach lub produktach zwierzecych. Pozostatosci
te mogg toksycznie oddziatywaC na konsumenta, wywierajgc mniej lub bardziej rozlegte
efekty uboczne od zaburzen w prawidtowym funkcjonowaniu narzadéw wewnetrznych po
dziatania mutagenne, kancerogenne czy tez teratogenne.

Jedng z bardziej toksycznych grup lekéw stosowanych w medycynie weterynaryjnej
sg pochodne 5-nitoimidazoli. Substancje te sg skutecznymi $rodkami wykorzystywanymi
w leczeniu inwazji pierwotniakéw oraz infekcji spowodowanych przez bakterie beztlenowe
iwzwigzku z tym do niedawna byly szeroko stosowane w medycynie weterynaryjne;.
Jednakze ze wzgledu na potencjalne dziatanie genotoksyczne i kancerogenne ich uzycie

2 Wsg listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania.
3 Wg komunikatéw MNiSW, zgodnie z rokiem opublikowania.
* Wg bazy Web of Science (WoS) z dnia 18.05.2015.
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u zwierzat, ktorych tkanki lub produkty przeznaczone sg do spozycia przez ludzi zostato
zabronione w wielu krajach. Obecnie niektére substancje z grupy nitroimidazoli sa
dopuszczone do stosowania wylgcznie w leczeniu zwierzat towarzyszgcych oraz
w medycynie czlowieka, mimo iz przyczyng wycofania ich uzycia w hodowli zwierzat,
od ktérych lub z ktérych pozyskuje sie zywnos¢ byta troska wtasnie o zdrowie ludzi.

Do nitroimidazoli, ktére w przesziosci byty zarejestrowane w Unii Europejskiej (UE)
jako leki weterynaryjne lub dodatki paszowe stosowane u zwierzat, od ktérych lub z ktérych
pozyskuje sie zywnos¢ nalezg: metronidazol (MNZ), dimetridazol (DMZ), ronidazol (RNZ)
i ipronidazol (IPZ). Leki z tej grupy dzieki niewatpliwym zaletom terapeutycznym miaty
zastosowanie w zwalczaniu dyzenterii u Swin, w zatrzymaniu bton ptodowych u kréw oraz
w zakazeniach powstatych w wyniku interwencji chirurgicznych. Ponadto bylty uzywane
w leczeniu histomonadozy, trychomonadozy i giardiozy u drobiu, trychomonadozy
u bydta [1, 2] oraz heksamitozy u ryb [3]. Natomiast zarejestrowany na terenie Rosji i Armenii
preparat Nosemat, zawierajgcy w swoim sktadzie metronidazol i oksytetracykling, zalecany
jest w zwalczaniu nosemozy u pszczoty miodnej [4]. Nitroimidazole, stosowane jako dodatki
do paszy, dziataly jako antybiotykowe stymulatory wzrostu, jednakze ich uzycie w tym
charakterze réwniez zostato zabronione w UE [5-8].

Mechanizm dziatania nitroimidazoli zwigzany jest z redukcjg grupy nitrowej
podstawionej w pozycji 5 pierscienia imidazolowego, czego nastepstwem jest powstawanie
reaktywnych produktow posrednich, ktére uszkadzajg DNA komorek patogenu i prowadzg do
ich dmierci. Oprécz dziatania przeciwbakteryjnego, mechanizm ten wyjasnia takze efekty
mutagenne wywierane przez nitroimidazole.

Niewiele jest informacji dotyczacych farmakokinetyki nitroimidazoli u zwierzat,
od ktérych lub z ktérych pozyskuje sie zywnos$¢, a te kiore sg dostepne sg mato aktualne
iodnoszg sie tylko do kur niosek, kréw i owiec. Nitroimidazole sg zwigzkami stabo
zasadowymi, umiarkowanie lipofiinymi o matej masie czasteczkowej, dzieki czemu fatwo
penetrujg btony komodrkowe i umozliwiajg prawie catkowite wchtanianie do krgzenia
ogdlnoustrojowego. Z przewodu pokarmowego sg wchtaniane szybko, ale w réznym stopniu
a nastepnie przechodzg do wszystkich tkanek. Nitroimidazole ulegajg w watrobie szybkiemu
utlenianiu do hydroksy-, acetylo- i karboksypochodnych, a dalej podlegajg sprzeganiu
z kwasem glukuronowym i siarkowym [7]. Na drodze utleniania z metronidazolu powstaje
hydroksymetronidazol (MNZOH), z ipronidazolu tworzy sie hydroksyipronidazol (IPZOH),
a dimetridazol i ronidazol majg wspdlny metabolit - 2-hydroksylmetyl-1-metyl-5-nitroimidazol
(HMMNI) [9]. Wszystkie te hydroksymetabolity nadal posiadajg w swojej strukturze pierscien
imidazolowy, dlatego ich kancerogennos¢ nie moze byC wykluczona [7, 10]. Zaréwno
substancje macierzyste nitroimidazoli, jak i ich hydroksymetabolity sg wydalane z organizmu
gtdbwnie z moczem, zas w mniejszym stopniu z zoOicig i katem oraz przez ptuca
z wydychanym powietrzem [1, 2, 7].

Najbardziej istotny i kontrowersyjny aspekt toksycznosci nitroimidazoli wigze sie z ich
genotoksycznoscig. Na podstawie dostepnych danych naukowych metronidazol uznano za
lek genotoksyczny dla ludzi po podaniu doustnym i nie wyklucza sie, ze pozostate
nitroimidazole mogg wywiera¢ podobne dziatanie [10-12]. Ponadto metronidazol wykazuje
dziatanie kancerogenne u zwierzat. Po dtugotrwatym podawaniu zaobserwowano
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zwiekszenie czestosci wystepowania nowotworow gruczotu mlekowego, watroby, przysadki
i jader u szczuréw oraz chioniakéw ziosliwych i gruczolakéw ptuc u myszy [10, 11].
W badaniach nad kancerogennoscig innych nitroimidazoli wykazano, ze dimetridazol,
ronidazol i ipronidazol zwiekszajg czesto$¢ powstawania nowotworéw gruczotu mlekowego
u szczurow, a ronidazol i ipronidazol dodatkowo indukujg wzrost guzow ptuc
u myszy [11, 12]. Mimo ze nie dowiedziono kancerogennego dziatania metronidazolu u ludzi,
to majgc na wzgledzie fakt, ze nie badano odlegtych skutkéw dtugotrwatej terapii duzymi
dawkami tego leku Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) zakwalifikowata
w 1987 r. metronidazol do grupy 2B obejmujgcej substancje potencjalnie rakotworcze dla
cztowieka [13].

Z powodu mutagennego i kancerogennego potencjatu nitroimidazoli nie wyznaczono
dopuszczalnego dziennego pobrania (ADI - ang. acceptable daily intake) ani najwyzszego
dopuszczalnego poziomu pozostatosci (MRL - ang. maximum residue limit) i w konsekwencji
stosowanie tych zwigzkdéw jest niedozwolone u zwierzat, ktorych tkanki lub produkty
przeznaczone sg do spozycia przez ludzi.

Ze wzgledu na brak wystarczajgcych badan nad kancerogennoscig u ludzi oraz
podejrzenie, ze 5-nitroimidazole i ich metabolity wystepujagc w produktach spozywczych
zwierzecego pochodzenia mogg takze niekorzystnie oddziatywac¢ na zdrowie konsumentow,
w 1993 r. wycofano w UE autoryzacje dla ronidazolu [6], w 1995 r. dla dimetridazolu [5],
aw 1998 r. dla metronidazolu [8] jako leku weterynaryjnego do stosowania u zwierzat,
od ktérych lub z ktérych pozyskuje sie zywnosé. Natomiast jako dodatek paszowy ronidazol
zostat wycofany w 1998 r. [14], ipronidazol w 1999 r. [15], a dimetridazol dopuszczony byt do
uzytku tylko do 2002 r. [16]. Pozostate nitroimidazole nigdy nie byty zarejestrowane jako leki
weterynaryjne do stosowania u zwierzat, ktorych tkanki lub produkty przeznaczone sg do
konsumpcji. Wycofane nitroimidazole zostaty umieszczone w Aneksie IV Rozporzgdzenia
Rady (EWG) 2377/90 [17], ktéra obecnie jest zastgpiona Rozporzgdzeniem Komisji (UE)
37/2010 [18], a substancje te ujeto w tabeli 2, w ktoérej zebrano substancje zakazane,
dla ktérych wartosci MRL nie mogg by¢ wyznaczone.

Skutkiem zakazu stosowania nitroimidazoli u zwierzat, z ktérych lub od ktorych
pozyskuje sie zywnos¢ jest obowigzek prowadzenia przez kraje UE i kraje do niej
eksportujgce zywnosS¢ systematycznej kontroli pozostatosci nitroimidazoli zgodnie
z Dyrektywg Rady 96/23/WE [19], co przyczynia sie do zapewnienia bezpieczenhstwa
I zmniejszenia ewentualnego zagrozenia dla zdrowia konsumenta. W wykazie substanciji
objetych programem kontroli pozostatosci nitroimidazole znajdujg sie w grupie A6, w ktorej
umiezczone sg substancje zakazane, w tym chloramfenikol, chloropromazyna i nitrofurany.

Pomimo wprowadzenia wyzej wymienionych regulacji, w wielu krajach eksportujgcych
zywno$¢ do UE nadal stosuje sie te zakazane leki u zwierzat, od ktérych lub z ktdrych
pozyskuje sie zywnos¢. Dotychczas pozostatosci nitroimidazoli znajdowane byty w brojlerach
z Argentyny lub wotowinie z USA. Jednak ostatnie raporty Systemu Wczesnego Ostrzegania
w Zakresie Zywnosci i Srodkéw Zywienia Zwierzat (RASFF) z 2011 r. pokazuja,
ze substancje te mogg znajdowac sie rowniez w miodzie sprowadzanym z Chin, Indii czy
Gwatemali. Ponadto pozostatosci tych zwigzkéw znajdowane sg w probkach pobieranych
w ramach programéw badan kontrolnych pozostatosci prowadzonych przez kraje UE.
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W 2012 r. w UE w ramach programu kontroli pozostatosci przebadano 427 193
prébek zywnosci i produktéw pochodzenia zwierzecego w kierunku obecnosci blisko 800
substancji niedozwolonych lub ktérych stezenie nie powinno przekracza¢é wyznaczonych
limitow. Sposréd 1 071 wynikow niezgodnych 8 wynikéw dotyczyto grupy nitroimidazoli co
stanowito 23% wszystkich niezgodnych wynikow w grupie A6, w ktorej znajdujg sie réwniez
inne substancje zakazane takie jak: chloramfenikol, chloropromazyna i nitrofurany. W latach
2002-2012 stwierdzono obecnos¢ nitroimidazoli fgcznie w 66 probkach. Najwiecej wynikéw
niezgodnych dotyczyto metronidazolu obecnego w prébkach drobiu i swih oraz w jajach
we Francji (25 wyniki) i Niemczech (15 wynikéw) [20-25]. Ostatnie doniesienia wykazaty
obecnosc¢ tego leku rowniez w miesniach pstraga teczowego [26].

W zwigzku z powyzszym, majgc na uwadze ochrone zdrowia konsumenta, istnieje
potrzeba kontroli pozostatosci nitroimidazoli w zywnosci pochodzenia zwierzecego, a ta
mozliwa jest dzieki zastosowaniu odpowiednich, wysoce czutych i selektywnych procedur
badawczych w odpowiednio dobranym i przechowywanym materiale biologicznym.
Nitroimidazole jako leki zakazane nie powinny wystepowaé w zywnosci pochodzenia
zwierzecego w najmniejszym nawet stezeniu (tolerancja ,zero”). Zwigzki te nie majg jak
dotgd wyznaczonego wymaganego minimalnego poziomu oznaczania (MRPL - ang.
minimum required performance limit) dlatego Unijne Laboratorium Referencyjne (EURL) ds.
nitroimidazoli w Berlinie wprowadzito ,rekomendowane stezenie” oznaczania wszystkich
nitroimidazoli i ich metabolitow na poziomie 3 pg/kg [27].

Dotychczas opublikowano kilka metod analitycznych, ktére umozliwiajg oznaczenie
pozostatosci nitoimidazoli w tkankach zwierzat i ich produktach. Jednak postep mysli
analitycznej oraz coraz wieksze wymagania stawiane metodom stosowanym w analizie
pozostato$ci substancji zakazanych, w tym nitroimidazoli, w zywnosci pochodzenia
zwierzecego sprawiajg, ze wcigz istnieje potrzeba tworzenia nowych procedur analitycznych.

Opracowywanie metod oznaczania pozostatosci lekow weterynaryjnych i substancji
zakazanych w tkankach i produktach zwierzat to wieloetapowy i ztozony proces, ktory
zazwyczaj obejmuje optymalizacje etapu pobierania probek, ekstrakcji analitu z probki,
oczyszczania otrzymanego ekstraktu oraz rozdziatu i detekcji. Etap przygotowania probki do
analizy instrumentalnej jest czesto bardzo czasochfonny i moze pochtania¢ do 80%
catkowitego czasu petnej analizy. Ponadto, jakos¢ przygotowania probki jest kluczowym
czynnikiem doktadnosci i wiarygodnosci otrzymywanego wyniku.

Obecny rozwdj metod analitycznych stosowanych w oznaczaniu pozostatosci
obejmuje wykorzystanie chromatografii cieczowej (LC) lub gazowej (GC) potaczonej
z technikg spektrometrii mas (MS) zaréwno w metodach przesiewowych jak
I potwierdzajgcych. Spektrometria mas ma przewage nad dotychczas wykorzystywanymi
detektorami absorpcji w ultrafiolecie (UV), z matrycg diodowg (DAD) czy fluorescencyjnymi
(FLD) i sprawdza sie przy koniecznosci oznaczania wielu zwigzkow o réznych
wiasciwosciach fizykochemicznych oraz tam gdzie wymagane sg bardzo niskie poziomy
oznaczalnosci w bardzo ztozonych matrycach biologicznych.
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Ponadto Decyzja Komisji 2002/675/WE okres$la wymagania, jakim winny sprostac
metody analityczne stosowane w badaniu substancji zakazanych Ilub oznaczaniu
niedozwolonych stezen lekow weterynaryjnych [28]. Zgodnie z wytycznymi zawartymi w tej
decyzji, do potwierdzania substancji zakazanych, w tym nitroimidazoli, powinno stosowac sie
spektrometrie mas, ktéra bedgc technikg wysoce czutg i selektywng umozliwia
jednoznaczng, na podstawie struktury chemicznej, identyfikacje substancji w badanej
prébce.

Wedtug Decyzji Komisji 2002/657/WE metody iloSciowe wykorzystywane w oficjalnej
kontroli pozostatosci lekow weterynaryjnych w zywnosci pochodzenia zwierzecego powinny
by¢ zwalidowane a wyznaczone parametry takie jak: specyficznos¢, liniowosé,
powtarzalnos$¢, odtwarzalnos¢ wewnagtrzlaboratoryjna, poprawnos$¢ (odzysk), stabilnosc
i odporno$¢ oraz limit decyzyjny (CCa) i zdolnosci wykrywania (CCB) muszg spetniac
odpowiednie kryteria. Obowigzujgca w laboratoriach akredytowanych norma PN-EN ISO/IEC
17025 dodatkowo wprowadza obowigzek szacowania niepewnosci wyniku pomiaru [29].
Powyzsze dokumenty méwig réwniez o koniecznosci regularnego sprawdzania stosowanych
procedur badawczych w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych i badaniach biegtosci.

Szczegotowe informacje na temat farmakokinetyki, toksycznosci oraz wystepowania
pozostatosci najczesciej stosowanych w medycynie weterynaryjnej nitroimidazoli zebrano
w pracy przegladowej H1.

Cel podjetych badan

Celem podjetych badan byto okreslenie wystepowania pozostatosci 5-nitroimidazoli
w zywnosci pochodzenia zwierzecego, co zostato zrealizowane przez:

e opracowanie nowego podejscia analitycznego do oznaczania pozostatosci
5-nitroimidazoli i ich metabolitbw w tkankach zwierzat i zywnosci pochodzenia
zwierzecego, ktore sprostajg miedzynarodowym wymaganiom analitycznym;

e okreslenie rozmieszczenia, metabolizmu i czasu zanikania metronidazolu w tkankach
i narzadach pstraga teczowego.

Omoéwienie przeprowadzonych badan i osiggnietych wynikéw
wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Opracowanie nowego podej$cia analitycznego do oznaczania pozostatosci
5-nitroimidazoli i ich metabolitow w tkankach zwierzat i zywnos$ci pochodzenia
zwierzecego, ktore sprostajg miedzynarodowym wymaganiom analitycznym

Badania w kierunku pozostato$ci nitroimidazoli rozpoczeto w Zaktadzie Farmakologii
I Toksykologii PIWet-PIB w latach 90. ubiegtego wieku [30]. Zakres analityczny obejmowat
z poczatku tylko dwa zwigzki, tj. metronidazol i dimetridazol w migéniach zwierzat. Nastepnie
w 2004 r. dodano ronidazol i badania te wykonywane byly z uzyciem chromatografii
cieczowej z detektorem UV lub DAD.



Zatgcznik 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych

Autoreferat

Wprowadzone w 2007 r. przez EURL ds. nitroimidazoli zalecenie by oprocz
substancji macierzystych oznaczaé réwniez hydroksymetabolity nitroimidazoli na poziomie
ponizej 3 ug/kg wymusito zastosowanie spektrometrii mas nie tylko w metodzie
potwierdzajgcej ale tez i przesiewowej. Dodatkowo wskazano koniecznos¢ analizy osocza
lub siatkowki oka u drobiu, gdyz stanowig one materiat bardziej homogenny i dostepny do
pobrania, zas anality wystepujg w tych matrycach w wyzszych stezeniach, utrzymujg sie
diuzej i sg bardziej stabilne niz w miesniach [31]. Krajowy program badan kontrolnych
pozostatosci w Polsce obejmowat woéwczas analize ponad 300 prébek réznego rodzaju,
w tym: miesnie i osocze bydta, swin, kurczat, indykow, gesi i kaczek oraz probki miesni
owiec, koz, ryb, krolikow i zwierzat dzikich utrzymywanych w warunkach fermowych, a takze
jaja [32].

Wymagania te byly podstawg podjecia prac badawczych nad opracowaniem nowej,
doskonalszej metody analitycznej z wykorzystaniem spektrometrii mas. Przy tak szerokim
zakresie matryc réznych gatunkéw zwierzat, ktére maja byé analizowane w planie
kontrolnym pozostatosci w kierunku nitroimidazoli i ich metabolitow zaistniata potrzeba
zastosowania takiej procedury analitycznej, ktéra pozwolitaby na oznaczanie tych zwigzkéw
w miesniach, osoczu i jajach zwierzat réznego gatunku przy zastosowaniu jednego
wspélnego protokotu przygotowania prébki.

Opublikowanych woéwczas byto tylko kilka procedur analitycznych z wykorzystaniem
LC-MS lub GC-MS dla oznaczania nitroimidazoli w tkankach i produktach zwierzat. Zakres
analityczny tych procedur ograniczat sie jednak do kilku zwigzkow i ich metabolitéw w jedne;j
lub dwdch matrycach. Tylko jedna opublikowana metoda pozwalata na oznaczanie
nitroimidazoli w wigkszej liczbie matryc, tj. w miesniach, watrobie, osoczu i siatkbwce oka
przy zastosowaniu jednego wspoélnego protokotu przygotowania prébki [31]. Metodyka ta nie
obejmowata jednak swym zakresem analitycznym jaj i wykorzystywata technike GC-MS, przy
uzyciu ktorej nie byto mozliwe odréznienie RNZ od HMMNI, dlatego podjetam sie
opracowania nowego podejscia analitycznego do oznaczania pozostato$ci nitroimidazoli i ich
metabolitbw w miesniach, osoczu i jajach z zastosowaniem LC-MS, kidre zostato
przedstawione w pracy H2.

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano nowg, prostg i szybkg metode
oznaczania MNZ, DMZ, RNZ, IPZ, MNZOH, HMMNI i IPZOH w mig$niach, osoczu i jajach
drobiu. W badaniach wykorzystano tandemowg spektrometriec mas (LC-MS/MS), a do
zbierania danych w analizie iloSciowej zastosowano monitorowanie wybranych reakcji
fragmentacji (MRM - ang. multiple reaction monitoring), co miato zapewni¢ wysokg czuto$¢
i selektywno$¢ analizy wynikajaca z faktu, ze reakcja fragmentacji faczy ze sobg dwie rézne
masy charakterystyczne dla badanego zwigzku.

Badania rozpoczeto od ustalenia optymalnych warunkéw pracy tandemowego
spektrometru mas z zastosowaniem pozytywnej jonizacji przez elektrorozpraszanie
(ESI - ang. electrospray ionisation) poprzez dozowanie roztworu nitroimidazoli oraz ich
deuterowanych pochodnych (stuzgcych jako wzorce wewnetrzne) do aparatu. W wyniku
optymalizacji warunkoéw detekcji dla kazdego analitu wybrano jony macierzyste oraz jony
fragmentacyjne przy okreslonej energii kolizji. Zoptymalizowano wartosci parametréw pracy
zrédta jonow, tj. temperatury, natezenia przeptywu gazu rozpylajgcego, ostonowego
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i kolizyjnego, napiecia rozpylania oraz potencjatu fragmentacyjnego i wejsciowego. Dla
oznaczania nitroimidazoli monitorowano jeden jon macierzysty i dwie wybrane reakcje
fragmentacji, co spetnito podstawowe wymaganie dla metod potwierdzajgcych wedtug
wprowadzonego przez Decyzje Komisji 2002/657/WE systemu punktéw identyfikacyjnych.
Dla kazdego wzorca wewnetrznego monitorowano jeden jon macierzysty i jedng reakcje
fragmentaciji.

Nastepnie opracowano oryginalne warunki rozdziatu chromatograficznego, ktéry
przeprowadzono z wykorzystaniem kolumny z wypetnieniem oktadecylowym (C18) oraz fazy
ruchomej skfadajgcej sie z 0,1% roztworu kwasu mrowkowego w acetonitrylu i 0,1% roztworu
kwasu mrowkowego w wodzie w warunkach elucji gradientowe;.

Przy opracowywaniu wspolnego protokotu przygotowania probek miesni, osocza i jaj
poréwnywano efektywnosc¢ réznych sposobdéw izolacji analizowanych substancji z matrycy
biologicznej po zastosowaniu rozpuszczalnikow organicznych takich jak octan etylu,
dichlorometan czy acetonitryl. Przeprowadzone badania wykazaty, ze najlepszym
odczynnikiem do izolacji nitroimidazoli z testowanych matryc jest acetonitryl, ktory
powodowat denaturacje biatek i ekstrahowat mniejszg ilos¢ interferujgcych komponentéw
matrycy w poréwnaniu z innymi rozpuszczalnikami.

Biorgc pod uwage wiasciwosci fizyko-chemiczne badanych zwigzkdw i rodzaj matryc,
do oczyszczania otrzymanych ekstraktéw wybrano kolumienki ekstrakcji do fazy statej (SPE -
ang. solid-phase extraction) wypetnione krzemionkowym sorbentem kationowymiennym
(SCX - ang. strong cation exchange). W procedurze tej do uzyskania dodatnio natadowanych
czgstek analitow zastosowano kwas octowy. W poréwnaniu do innych testowanych faz,
ekstrakcja w ukfadzie jonowymiennym okazata sie bardziej selektywna ze wzgledu
na specyficzne i wysoce energetyczne oddziatywania kulombowskie miedzy analitem
natadowanym dodatnio a ujemnie natadowanym sorbentem kationowymiennym.
Zastosowanie tego rodzaju fazy pozwolito na pozbycie sie substancji interferujgcych
zmatrycy i tym samym uzyskanie bardziej czystych ekstraktéw. Po zageszczeniu
oczyszczonych ekstraktow w strumieniu azotu, suchg pozostatosé rozpuszczono w fazie
ruchomej i poddano analizie LC-MS/MS.

Do analizy iloSciowej uzyto metode rozcienczen izotopowych (IDMS - ang. isotope
dilution mass spectrometry) co w znaczny sposob zminimalizowato btedy wynikajgce
zroznego odzysku analitbw w procesie przygotowania probki oraz ze zmiennosSci
efektywnosci jonizacji zwigzkdw w Zrédle jondw co przetozyto sie na zwigkszenie
doktadnosci metody. Zastosowane jako wzorce wewnetrzne deuterowane pochodne
nitroimidazoli i ich metabolitéw sg standardami wewnetrznymi bliskimi doskonatos$ci, gdyz od
oznaczanych substancji roznig sie tylko niewiele masg, a ich wspoétczynniki odpowiedzi sg
identyczne.

Opracowana procedura oznaczania 7 nitroimidazoli w miesniach, osoczu i jajach
z zastosowaniem LC-MS/MS zostata zwalidowana zgodnie z wymaganiami Decyzji Komisji
2002/657/WE. Wyznaczono liniowos¢ sygnatu, zakres roboczy, specyficzno$é, odzysk,
powtarzalnos¢, odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjng, limit decyzyjny i zdolnos¢ wykrywania,
stabilnos¢ i odpornos¢ dla kazdej z testowanych matryc drobiu. Uzyskane wartosci odzysku
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miescity sie w zakresie od 73,2% do 110,6% przy wspotczynniku zmiennosci (CV)
w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej mniejszym od 14%.
Wartosci te miescity sie w granicach dopuszczalnych odchylen na kazdym ze sprawdzanych
pozioméw stezen. Wyznaczone wartosci krytyczne CCa byty w granicach od 0,05 ug/kg
do 0,53 pg/kg, a CCB od 0,08 pg/kg do 0,90 ug/kg i byly ponizej ,rekomendowanego
stezenia” 3 pg/kg. Dodatkowo w tescie odpornosci wykazano przydatnosé opracowanej
metody do analizy prébek swin, bydta i ryb. Ponadto istotnym elementem bylo oszacowanie
niepewnos$¢ wyniku pomiaru.

Procedura badawcza oznaczania nitroimidazoli w miesniach, osoczu i jajach
z wykorzystaniem LC-MS/MS zostata dotychczas 5-krotnie sprawdzona
w miedzynarodowych badaniach biegtosci organizowanych przez Central Science
Laboratory (CSL) w Wielkiej Brytanii w ramach programu FAPAS (test 0296, 02120, 02217)
oraz EURL ds. nitroimidazoli w Berlinie (NIIM_09/07, NIIM_05/11). Otrzymane wyniki z-score
byly satysfakcjonujgce i potwierdzity wiarygodnos¢ wynikéw otrzymywanych przy uzyciu
opracowanej metody.

Dodatkowo w celu wyznaczenia odtwarzalnosci zewnatrzlaboratoryjnej oraz
zweryfikowania kompetencji analitycznych regionalnych laboratoriow Zaktadow Higieny
Weterynaryjnej (ZHW) zorganizowane zostaty 5-krotnie badania biegtosci z ich udziatem.
Wszystkie laboratoria w kazdej rundzie uzyskaty satysfakcjonujgce wyniki z-score
potwierdzajgc swojg biegtos¢ w oznaczaniu nitroimidazoli w miesniach i jajach na poziomie
ponizej ,rekomendowanego stezenia”.

Opracowana metoda zostata wdrozona do realizacji krajowego programu badan
kontrolnych pozostatosci u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego w 2007 r.
i stosowana jest do dnia dzisiejszego. Od 2008 r. analize probek w kierunku nitroimidazoli,
oprécz laboratorium PIWet-PIB w Putawach petnigcego funkcje Krajowego Laboratorium
Referencyjnego, wykonujg laboratoria ZHW w Biatymstoku, Poznaniu, Wroctawiu
i Warszawie, a od 2014 r. réwniez laboratorium ZHW w Katowicach.

Ponadto duza liczba cytowan (17) swiadczy o tym, ze praca H2 zostata dostrzezona
i ma wptyw na rozwoj nauki Swiatowe;j.

Powstata w podzniejszym czasie sugestia EURL ds. nitroimidazoli, by kraje
0 znaczgcej produkcji mleka krowiego rowniez prowadzity kontrole wystepowania
nitroimidazoli w mleku, byta powodem opracowania kolejnej metody analitycznej opisanej
w pracy H3.

Punktem wyjsciowym opracowania metody oznaczania nitroimidazoli w mleku byta
opisana powyzej metoda oznaczania tych zwigzkéw w miesniach, osoczu i jajach.
W odréznieniu  od  wczesniej uzywanej standardowej krzemionkowej  kolumny
chromatograficznej, zastosowano w tej metodzie kolumne chromatograficzng
wyprodukowang w nowej technologii ,core-shell” i po zoptymalizowaniu warunkow elucji
w gradiencie uzyskano skrdécenie czasu analizy chromatograficznej z 30 do 12 min.

Z przegladu dostepnego pismiennictwa wynikato, ze ekstrakcji nitroimidazoli z mleka
najczesciej dokonuje sie acetonitrylem i dlatego tez ten rozpuszczalnik zostat wybrany
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do izolacji analitbw w tej metodzie. Przy wyborze sposobu oczyszczania ekstraktow
i oddzielania analitow od endogennych skfadnikbw matrycy poréwnywano mozliwosci
analityczne trzech roznych sorbentéw SPE: polimerycznych sorbentow w odwréconym
uktadzie faz, polimerycznych sorbentéw SCX oraz krzemionkowych sorbentéw SCX.
Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze w poréwnaniu do innych testowanych
kolumienek SPE, te z krzemionkowym sorbentem SCX dawaly lepsze lub poréwnywalne
odzyski analitow, dlatego zostaty wybrane do dalszych badan. Dodatkowg zaletg wybranych
kolumienek SPE byt fakt, ze sg one wykorzystywane w analizie nitroimidazoli w migsniach,
osoczu i jajach. Rowniez w tej metodzie do analizy ilosciowej zastosowano metode IDMS,
ktéra niweluje efekt matrycy, czyli obnizenia lub podwyzszenia sygnatu spowodowanego
oddziatywaniem skfadnikbw matrycy i analitu. Rozwigzanie to umozliwito sporzadzanie
krzywej kalibracyjnej opartej na analizie roztworéw wzorcowych bez koniecznosci
przygotowywania probek wzbogaconych.

Opracowana procedura oznaczania 7 nitroimidazoli w mleku z zastosowaniem tego
samego protokotu przygotowania probek, co w miesniach, osoczu i jajach zostata
zwalidowana zgodnie z wymaganiami Decyzji Komisji 2002/657/WE i spetnia wszystkie
wymagania analityczne stawiane metodom przeznaczonym do oznaczania pozostatosci
substancji zakazanych w zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Odzysk miescit sie w zakresie
od 96,6% do 105,2% przy CV mniejszym od 8,7% dla kazdego analitu. Wartosci krytyczne
CCa byty w granicach od 0,11 ug/kg do 0,22 ug/kg, a CCp od 0,19 pg/kg do 0,37 pg/kg i byty
ponizej ,rekomendowanego stezenia” 3 ug/kg. Wykazano réwniez przydatnosé opracowane;j
metody do analizy mleka réznych gatunkéw zwierzat (kréw, koz, owiec) o roznej zawartosci
ttuszczu (niskiej i wysokiej) oraz mleka poddawanego réznym procesom technologicznym
(surowego, pasteryzowanego i UHT).

Nastepnym wyzwaniem analitycznym byto opracowanie metody oznaczania
nitroimidazoli w kolejnej matrycy, jakg byt miéd. Podjecie tego tematu w czasie, gdy
potencjalne ryzyko wystepowania nitroimidazoli w miodzie importowanym do Unii
Europejskiej znalazto potwierdzenie w raportach RASFF, wyszto naprzeciw potrzebom
okreslenia, czy w analizowanym materiale znajdujg sie te niedozwolone substancje.

Ponadto badania nad opracowaniem warunkow analizy pozostatosci nitroimidazoli
w miodzie byly realizowane w ramach naukowego projektu finansowanego przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr IP2011 036571 luventus Plus, ktérego bytam
kierownikiem, co swiadczy o istotnym znaczeniu podjetego zagadnienia.

W wyniku przeprowadzonych badan, opisanych w pracy H4, opracowano warunki
analityczne oznaczania pozostato$ci 14 nitroimidazoli w miodzie z wykorzystaniem
LC-MS/MS.

W odréznieniu od wczesniej analizowanych matryc midd jest wysoce ztozong matryca
i wymaga zastosowania osobnego, bardziej ztozonego toku analitycznego. Réznorodnosé
skfadu miodu, zalezna w duzej mierze od regionu, okresu wegetacji i pory zbioru, sprawia,
ze stanowi on, pos$rdd innych matryc, najwicksze wyzwanie w analityce pozostatosci
substancji chemicznych w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
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Wykazano, ze najlepszym odczynnikiem do izolacji nitroimidazoli z miodu jest roztwor
octanu amonu o pH 6. Ustalono rowniez optymalne warunki izolacji poprzez wytrzasanie
przez przynajmniej 1 min. oraz wirowanie przy 2200 g przez 5 min. Przy wyborze sposobu
oczyszczania tak otrzymanych ekstraktéw i oddzielania analitow od endogennych skfadnikow
matrycy poréwnywano mozliwosci analityczne dwoch réznych kolumienek SPE:
z krzemionkowg fazg kationowymienng oraz z polimerami z odwzorowaniem czgsteczkowym
(MIP — ang. molecularly imprinted polymers). Polimery MIP sg sorbentami posiadajgcymi
w swojej strukturze miejsca wigzace dostosowane do rozmiaru, trojwymiarowego ksztattu
i grup funkcyjnych analitu lub grupy analitow. W stosunku do konwencjonalnych sorbentéw
SPE, ekstrakcjia do fazy stalej zwykorzystaniem polimeréw 2z odwzorowaniem
czgsteczkowym (MISPE — ang. molecularly imprinted solid-phase extraction) odznacza sie
wiekszg selektywnoscig i stabilnoscig w trudnych warunkach chemicznych. Uzyskane wyniki
badan wskazaty, ze przy zastosowaniu fazy MIP dochodzi do bardziej selektywnej interakcji
pomiedzy czasteczkami sorbentu a analizowanymi zwigzkami niz przy uzyciu krzemionkowej
fazy SCX, co w efekcie przetozyto sie na wiekszg ilosciowo ijakosciowo separacje
endogennych sktadnikow matrycy od analizowanych substancji. Dzieki zastosowaniu
kolumienek MISPE otrzymano czystsze ekstrakty a co za tym idzie uzyskano nizsze poziomy
oznaczanych stezen w analizowanych prébkach miodu.

Dodatkowo oceniono efekt matrycy (ME - ang. matrix effect), skutecznos$¢ ekstrakcji
(EE - ang. extraction efficiency) i wydajnos¢ procesu (PE - ang. process efficiency) zgodnie
Z zaproponowanym w literaturze schematem [33]. Poziom ME, EE z i bez matrycy oraz PE
poréwnano dla dwéch protokotdw przygotowania prébki: z zakwaszonym acetonitrylem oraz
zakwaszonym octanem etylu uzytym jako rozpuszczalnik eluujgcy anality z kolumienek
MISPE. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze w stosunku do zakwaszonego
acetonitrylu, zakwaszony octan etylu, stosowany jako eluent z MISPE, zapewnia wyzsze
odzyski wszystkich analitow z wyjagtkiem dwdch nitroimidazoli i sprawia, ze otrzymane
ekstrakty miodu sg czystsze.

Uzycie zoptymalizowanej ekstrakcji MISPE oraz techniki LC-MS/MS umozliwito

uzyskanie wysokiej selektywnosci i czulosci metody oznaczania metronidazolu,
dimetridazolu, ronidazolu, ipronidazolu i ich metabolitéw: hydroksymetronidazolu,
hydroksymetylonitroimidazolu i hydroksyipronidazolu oraz karnidazolu, menidazolu,

nimorazolu, ornidazolu, seknidazolu, ternidazolu i tinidazolu w miodzie, a co za tym idzie
sprostato zatozonym celom pracy badawczej. Procedura umozliwia oznaczanie trzech
nowych zwigzkéw (seknidazolu, menidazolu i nimorazolu), ktére potencjalnie moga
wystepowaé w probkach zywnosci pochodzenia zwierzecego i zagrazaé zdrowiu
konsumenta, a nie zostaty ujete w zadnej jak dotgd opublikowanej metodzie analitycznej.
Opracowana procedura badawcza zostata zwalidowana zgodnie z zaleceniami zawartymi
w Decyzji Komisji 2002/657/WE i spetnia wszystkie wymagania analityczne stawiane
metodom przeznaczonym do oznaczania pozostatosci substancji zakazanych w zywnosci
pochodzenia zwierzecego. Walidacji opracowanej metody dokonano wyznaczajgc liniowos¢
sygnatu, zakres roboczy, specyficznos¢, powtarzalnosé, odtwarzalnosé
wewnatrzlaboratoryjng, odzysk, CCa, CCB, efekt matrycy i stabilnos¢ w materiale
biologicznym. Wartosci odzyskéw (od 96.0% do 105.9%) oraz CV w warunkach
powtarzalnosci (od 1,0% do 6,7%) i odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej (od 1,2%

14



Zatgcznik 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych

Autoreferat

do 10,1%) miescity sie w granicach dopuszczalnych odchylen na kazdym ze sprawdzanych
poziomoéw stezeh. Wyznaczone wartosci CCa i CCB znajdowaty sie odpowiednio w zakresie
od 0,110 pg/kg do 0,387 pg/kg oraz od 0,179 pg/kg do 0,508 ug/kg i byly nizsze
od ,rekomendowanego stezenia”’. Ponadto wykazano przydatnosé¢ metody do analizy miodu
réznego rodzaju  (wielokwiatowego, akacjowego, lipowego, akacjowo-lipowego,
spadziowego, gryczanego, rzepakowego, z mniszka lekarskiego oraz wrzosowo-
nawtociowego), o roznej konsystencji (ptynnej lub statej), réznego koloru (od zéttego do
brgzowego) oraz o réznym pochodzeniu geograficznym. Na podstawie badan stabilnosci
analitbw w matrycy biologicznej stwierdzono, Zze nitroimidazole sg stabilne przez
przynajmniej 28 tygodni w miodzie przechowywanym w temperaturze 4 °C, a na proces
degradaciji nitroimidazoli wptywajg zaréwno wysoka temperatura jak i ekspozycja na Swiatto.

Przedstawione powyzej opracowane i zwalidowane metody oznaczania
5-nitroimidazoli i ich metabolitbw w miesniach, jajach, osoczu, mleku i miodzie (H2-H4)
zostaty akredytowane zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC 17025 i wdrozone do krajowego
programu badan kontrolnych pozostatosci u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Przy ich uzyciu stwierdzono obecno$¢ metronidazolu w 2 prébkach indyka i po raz pierwszy
w Polsce w 1 prébce miodu. (H1). W wyniku postepowania administracyjnego cata partia tej
zywno$ci nie zostata dopuszczona do obrotu handlowego, a co za tym idzie konsumpciji
przez cztowieka.

Okreslenie rozmieszczenia, metabolizmu i czasu zanikania metronidazolu
w tkankach i narzgdach pstraga teczowego

Jak wspomniano we wstepie najczesciej wykrywanym nitroimidazolem w badaniach
kontrolnych pozostatosci w Unii Europejskiej jest metronidazol, ktéry wystepowat w prébkach
drobiu, sSwin oraz jaj. Ostatnie doniesienia wykazaty obecnos¢ tego leku réwniez w miesniach
pstraga teczowego [34]. W dostepnym, bardzo ograniczonym, pismiennictwie brak jest
aktualnych danych na temat zanikania metronidazolu u ryb, a te ktére sg dostepne [26],
zostaty otrzymane przy uzyciu metod analitycznych mniej czutych niz obecnie stosowane.
Dlatego zastosowanie wczesniej opracowanej, bardziej czutej metody analitycznej pozwolito
w drugiej czesci badan, przedstawionej w pracy H5, dokonaé weryfikacji czasu zanikania
i metabolizmu oraz po raz pierwszy zbadac¢ rozmieszczenie metronidazolu w tkankach
i narzgdach pstrggéw teczowych, ktére otrzymywaly lek. Ponadto badania te pozwolity
ustali¢, jakie czesci ryby powinny by¢ analizowane i w jakich warunkach przechowywane by
otrzymaé wiarygodne wyniki analizy i wykry¢é nielegalne stosowanie tego leku u ryb
przeznaczonych do konsumpcji.

W przeprowadzonym doswiadczeniu pstrggom teczowym podawano metronidazol
w paszy w dawce 25 mg/kg masy ciata przez 7 dni. W odpowiednich odstepach czasu z ryb
pobierano miesnie, skore, miesnie ze skorg w naturalnych proporcjach, nerki, watrobe
i skrzela. Pobrane narzady i tkanki poddawano analizie LC-MS/MS i oznaczano stezenie
metronidazolu i jego gtdwnego metabolitu. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano,
ze metronidazol przechodzi do wszystkich badanych narzadéw i tkanek pstraga teczowego.
Najwyzsze stezenia metronidazolu wystepowaty po uptywie jednego dnia od zakonczenia
leczenia i ksztattowaty sie na poziomie 14 999, 20 269, 15 070, 10 102 i 16 467 ug/kg
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odpowiednio w miesniach, skérze, nerkach, watrobie i skrzelach. We wszystkich narzgdach
i tkankach metronidazol metabolizowany byt do hydroksymetronidazolu przez caly czas
doswiadczenia i stanowit do 7% stezenia substancji macierzystej. Ustalono, ze metronidazol
na poziomie zblizonym do limitu decyzyjnego metody (0,2 ug/kg) utrzymywat sie
w miesniach, skorze, migesniach ze skorg do 42 dnia, a w nerkach, watrobie i skrzelach lek
byt obecny do 28 dni od zakonczenia terapii. Natomiast hydroksymetronidazol byt szybciej
eliminowany z organizmu ryby i jego pozostatosci obecne byty w samych miesniach
do 21 dnia od zakonczenia podawania metronidazolu z paszg w dawce 25 mg/kg masy ciata
przez 7 dni. Dla obu zwigzkdéw okreslono okresy poftrwania, ktore wynosity od 1,83 do 2,53
dni dla MNZ i od 1,24 do 2,12 dni dla MNZOH. Wyniki przeprowadzonego do$wiadczenia
pokazaty, ze substancja macierzysta wystepuje w wyzszych stezeniach niz jej metabolit
i dluzej sie utrzymuje we wszystkich badanych tkankach i narzgdach i dlatego jest
najbardziej odpowiednim markerem pozostatoSci wskazujgcym na zastosowanie
metronidazolu u pstraga teczowego.

Wedtug przepisdéw unijnych, mianem czesci jadalnych ryb okresla sie miesnie i skére
w naturalnych proporcjach i taka czes¢ ryby jest tkankg docelowg przy badaniu pozostatosci
[18]. Jednakze na podstawie wynikow przeprowadzonego doswiadczenia wykazano,
ze w porownaniu do miesni ze skoérg stezenie MNZ i MNZOH w samych miesniach bez skory
byto wyzsze i utrzymywato sie dluzej. Dlatego same miesnie bez skéry wydajg sie byc
bardziej odpowiednig matrycg w analizie pozostatosci metronidazolu w pstraggach teczowych.
Ponadto uzyskane wyniki dowiodty, ze prébki miesni i skéry pobrane od ryb powinny by¢ jak
najszybciej zamrozone by mozna byto otrzymacC wiarygodne wyniki analizy i wykryé
nielegalne stosowanie tego leku u ryb przeznaczonych do konsumpciji.

Osiagniecia

e Opracowanie wielosktadnikowej, potwierdzajgcej procedury analitycznej z uzyciem
jednego, wspdlnego protokotu przygotowania probki umozliwiajgcej oznaczanie
nitroimidazoli i ich metabolitdw w miesdniach, osoczu, jajach i mleku réznych
gatunkéw zwierzat z wykorzystaniem LC-MS/MS i zastosowaniem metody
rozcienczen izotopowych. Opracowana metoda spetnia miedzynarodowe wymagania
analityczne i zostata wdrozona do realizacji krajowego programu badan kontrolnych
pozostatoéci u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego i przy jej
wykorzystaniu wykryto oraz potwierdzono obecnosci metronidazolu w miesniach
indykow (H1- H3).

o Opracowanie selektywnej metody oznaczania 14 nitroimidazoli i ich metabolitow,
wtym nigdy wczesniej nie analizowanych w tej matrycy zwigzkoéw takich jak
menidazol, nimorazol i seknidazol, w miodzie z wykorzystaniem LC-MS/MS
i wdrozenie jej do realizacji krajowego programu badan kontrolnych pozostatosci
u zwierzagt i w zywnosci pochodzenia zwierzecego. Dzieki zastosowaniu tej metody
mozliwe bylo wykrycie oraz potwierdzenie (po raz pierwszy w Polsce) obecnosci
metronidazolu w miodzie (H1, H4).
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o OkreSlenie rozmieszczenia, metabolizmu i czasu zanikania metronidazolu w tkankach
i narzgdach pstrgga teczowego oraz ustalenie, jakie czesci ryby powinny byc¢
analizowane i w jakich warunkach przechowywane by otrzymac wiarygodne wyniki
analizy umozliwiajgce wykrycie nielegalnego stosowania metronidazolu u ryb
przeznaczonych do konsumpcji (H5).
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5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo - badawczych

5a) Pozostaty dorobek publikacyjny

Problem wystepowania zieleni malachitowej u ryb

Stosowana w hodowli ryb zielen malachitowa (MG) jest syntetycznym barwnikiem
0 szerokim spektrum dziatania przeciw grzybom, pierwotniakom pasozytniczym i bakteriom
chorobotwoérczym stosowanym w hodowli ryb. Jednak z powodu wykazywania wtasciwosci
kancerogennych, mutagennych i teratogennych nigdy nie zostata wigczona do grupy
substancji leczniczych oficjalnie zarejestrowanych w Unii Europejskiej, jako lek weterynaryjny
dopuszczony do stosowania w hodowli zwierzat, od ktérych lub z ktérych pozyskuje sie
zywnos¢. W celu okreslenia stopnia potencjalnego skazenia ryb tym barwnikiem podjetam
sie opracowania takiej metody analitycznej, ktéra umozliwitaby wyodrebnienie, oznaczenie
I ilosciowe potwierdzenie pozostatosci substancji macierzystej i jej gtbwnego metabolitu,
Zieleni leukomalachitowej (LMG), z wysoka precyzjg oraz doktadnoscia.

W opracowanej metodzie po raz pierwszy na S$wiecie zastosowano oryginalne
i nowatorskie rozwigzanie uzycia dwoch detektorow UV-VIS i FLD bez koniecznosci
stosowania etapu utleniania bezbarwnego metabolitu do barwnej substancji macierzyste;.
Wykorzystanie fluoryzujgcych witasciwosci zieleni leukomalachitowej do jej wykrywania
i uzycie chromatografii cieczowej umozliwito opracowanie metody badawczej, ktéra nie tylko
przewyzszata efektywnos$cig dotychczas stosowane na sSwiecie metody, ale jednoczesnie
pozwalata na wyeliminowanie z praktyki laboratoryjnej odczynnikow skazajgcych srodowisko
i wykazujgcych toksyczny wptyw na organizm ludzki.
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W kolejnym etapie pracy przeprowadzitam badania na temat kinetyki rozmieszczenia
i zanikania zieleni malachitowej w tkankach i narzgdach ryb. Wyniki badah pokazaty, ze po
trzygodzinnej kapieli ryb w roztworze zieleni malachitowej o stezeniu 2 mg/l MG bardzo
szybko metabolizowana byta do LMG, ktéra nastepnie byla bardzo wolno eliminowana
znarzadéw i tkanek. Wyzsze stezenia MG i LMG zaobserwowano w oskrzelach,
watrobotrzustce i nerkach w poréwnaniu ze sledziong i miesniami. Zieleh malachitowa
najdtuzej utrzymywata sie w nerkach, watrobotrzustce i Sledzionie (do 112 dnia), podczas
gdy w skrzelach i miesniach do 56 dnia trwania doswiadczenia. Stezenie LMG zmniejszato
sie wolniej i metabolit ten znajdowano w nerkach i miesniach jeszcze w 252 dniu od
zakonczenia eksperymentu.

Dodatkowo zbadano wptyw obrobki termicznej na zawartos¢ MG i LMG w migsniach
ryb. Wykazano, ze procesy kulinarne przeprowadzane w wysokiej temperaturze nie
zapewniajg catkowitej redukcji pozostatosci MG i LMG, a zawartos¢ MG w miesniach ryb
zmniejsza sie 0 54% w czasie 15 min. gotowania w wodzie oraz pieczenia. Natomiast jedyng
metodg, w ktdrej stezenie LMG ulega obnizeniu jest dziatanie mikrofal (40% w ciggu 1 min.).

Badania te byly realizowane w ramach promotorskiego projektu badawczego KBN
nr 2 PO6K 007 29, a wyniki przeprowadzonych doswiadczen zostaty przedstawione w mojej
pracy doktorskiej pod tytutem ,Pozostatosci zieleni malachitowej w rybach”, ktérg obronitam
w 2006 r. Praca ta zostata uznana przez Komitet Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk
za najlepszg prace doktorskg z zakresu metrologii chemicznej, a ponizej wymienione
publikacje z tego zakresu sg czesto cytowane.

Mitrowska K., Posyniak A. (2004) Determination of malachite green and its metabolite,
leucomalachite green, in fish muscle by liquid chromatography. Bulletin of the Veterinary
Institute in Pulawy 48, 173-176. (IF2004 = 0,192; MNiSWyq04 = 10; Liczba cytowan = 11)

Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2005) Determination of malachite green and leucomalachite
green in carp muscle by liquid chromatography with visible and fluorescence detection.
Journal of Chromatography A 1089, 187-192. (IF,05 = 3,096; MNiSW g5 = 24; Liczba cytowan
=73)

Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2008) Rozmieszczenie i kinetyka zanikania zieleni
malachitowej i zieleni leukomalachitowej w tkankach i narzgdach karpia. Medycyna
Weterynaryjna 64, 1055-1058. (MNiSW q0g = 10)

Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2007) The effects of cooking on residues of malachite green
and leucomalachite green in carp muscles. Analytica Chimica Acta 586, 420-425. (IFy0; =
3,190; MNiSW o7 = 24; Liczba cytowan = 16)

Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2008) Determination of malachite green and leucomalachite
green residues in water using liquid chromatography with visible and fluorescence detection
and confirmation by tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A 1207, 94-100.
(Ionog = 3,756; MNiSWzoog =24; Liczba CytOWar’] = 24)

Metodyka oznaczania lekéw przeciwbakteryjnych w tkankach zwierzecych i zywnosci

Szerokg grupe lekéow stosowanych w praktyce weterynaryjnej stanowig leki
przeciwbakteryjne, ktére po zastosowaniu mogg pozostawa¢ w tkankach i narzadach
zwierzat oraz ich produktach - mleku, jajach i miodzie, stajgc sie potencjalnym Zrodtem
niekorzystnych oddziatywan na zdrowie konsumentéw zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Okazuje sie bowiem, ze nawet mate dawki lekéw przeciwbakteryjnych przyjmowane
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z zywnoscig przez dtuzszy okres czasu mogag przyczynia¢ sie do powstawania w organizmie
ludzkim lekoopornych szczepow bakteryjnych. Ponadto mogg wywotywac reakcje alergiczne
lub tez zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu tkanek Ilub narzadow (dziatanie
mutagenne i kancerogenne).

W zwigzku z tym zaistniata potrzeba opracowania procedur badawczych, ktoére
umozliwig wykonywanie oznaczen zawartosci roznych grup lekéw przeciwbakteryjnych
takich jak sulfonamidy, tetracykliny i fluorochinolony w materiale biologicznym zwierzecego
pochodzenia. Efektem prowadzonych badan bylo opracowanie i wdrozenie do praktyki
laboratoryjnej wielu nowych, oryginalnych procedur badawczych, ktére spetniajg przyjete
w tym zakresie standardy swiatowe.

W metodzie opracowanej dla oznaczania sulfonamidéw z wykorzystaniem LC-FLD
dokonano daleko idgcych zmian w poréwnaniu do dotychczas stosowanych procedur.
W metodzie tej do przygotowania probek do analizy zastosowano dyspersyjng ekstrakcje do
fazy statej (dSPE - ang. dispersive solid-phase extraction). Do izolacji sulfonamidéw
z matrycy uzyto rozpuszczalnika organicznego i do otrzymanych ekstraktow dodawano
niewielkg ilosci sorbentu, ktéry wylapywatl zanieczyszczenia pochodzgce z matrycy
biologicznej. Zastosowane rozwigzanie analityczne w bardzo znacznym stopniu uproscito
przygotowanie probek do badan, dzieki czemu analiza stata sie bardzo szybka i mato
kosztowna. Zaproponowany sposob postepowania byt pierwszym na Swiecie opisanym
w analizie lekow, a wiarygodnos¢ wynikow uzyskiwanych tg metodg zostata potwierdzona
w miedzynarodowym programie badan biegtosci FAPAS.

Wyniki badan zostaty przedstawione w nastepujacej publikaciji:

Posyniak A., Zmudzki J., Mitrowska K. (2005) Dispersive solid-phase extraction for the determination
of sulfonamides in chicken by muscle liquid chromatography. Journal of Chromatography A
1087, 259-264. (IF2005 = 3,096; MNiSW = 24; Liczba cytowan = 68)

W metodzie oznaczania chlorotetracykliny i jej formy epimerycznej z wykorzystaniem
LC-DAD zastosowano nowatorskie rozwigzanie przygotowania prébki poprzez uzycie
polimerycznego sorbentu SPE dla oddzielenia analizowanych substancji od endogennych
sktadnikow matrycy. Warunki analizy zostaly tak dobrane, Ze stato sie mozliwe nie tylko
oznaczanie samej chlorotetracykliny, ale i jej formy epimerycznej, 4-epi-chlorotetracykliny.
Opracowana procedura spetnita stawiane wymagania i stanowi znaczacy postep w analizie
tetracyklin, gdyz dotychczas stosowane metody posiadaty pewien stopien zawodnosci,
a ponadto nie miaty mozliwosci analizowania ich epimerdw.

Wyniki badan zostaty przedstawione w nastepujgcej publikacji:

Posyniak A., Mitrowska K., Zmudzki J., Niedzielska J. (2005) Analytical procedure for the
determination of chlortetracycline and 4-epi-chlortetracycline in pig kidneys. Journal
of Chromatography A 1088, 169-174. (IF,005 = 3,096; MNiSWq05 = 24; Liczba cytowan = 17)

Za prace dotyczgce oznaczania zieleni malachitowej, sulfonamidéw oraz tetracyklin
w tkankach zwierzecych i zywnosci zespdt naukowy: Posyniak A. Zmudzki J., Mitrowska K.,
Niedzielska J. zostat wyrézniony dyplomem uznania Wydziatu Nauk Rolniczych, Lesnych
i Weterynaryjnych z rekomendacji Komitetu Nauk Weterynaryjnych Polskiej Akademii Nauk
w 2006 r.
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W metodzie oznaczania fluorochinolonéw do przygotowania probki do analizy
instrumentalnej zastosowano dSPE. Najkorzystniejszy rozdziat chromatograficzny uzyskano
stosujgc oktadecylowg kolumne analityczng i mieszanine acetonitrylu z kwasem fosforowym
i heksanosulfonowym a detekcje przeprowadzono przy uzyciu detektora fluorescencyjnego.
Opracowana metoda zostata zwalidowana zgodnie z kryteriami zawartymi w Decyzji Komisji
2002/657/WE i sprawdzona w badaniach biegtosci.

Wyniki badan przedstawiono w nastepujgcej publikacji:

Posyniak A., Mitrowska K. (2008) Analytical procedure for the determination of fluoroquinolones
in animal muscle. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 52, 427-430. (IFs = 0,337;
MNiISW,gs = 15; Liczba cytowan = 6)

Aplikacyjny charakter badan prowadzonych nad opracowaniem wymienionych trzech
metod oznaczania sulfonamidéw, tetracyklin i fluorochinolondw w materiale biologicznym
zostat potwierdzony poprzez witgczenie ich do krajowego programu badan kontrolnych
pozostatoéci u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego. O doniostosci odkry¢
dokonanych w zakresie oznaczania tych lekéw w materiale biologicznym pochodzenia
zwierzecego przemawia fakt, ze wyniki tych badan zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i sg do$¢ czeste cytowane.

Analityka i kinetyka zanikania sulfonamidéw w miodzie

W Unii Europejskiej stosowanie lekéw przeciwbakteryjnych, w tym sulfonamidow,
w pszczelarstwie jest nielegalne, gdyz nie ma dla nich wyznaczonych wartosci MRL
w miodzie. W konsekwencji midd zawierajgcy pozostatosci tych lekéw nie moze byé
sprzedawany. Pomimo tego, wyniki krajowych badan kontrolnych pozostatosci i dane RASFF
pokazujg, ze pozostatosci sulfonamidéw nadal znajdowane sg w miodzie.

W celu zwiekszenia zakresu analitycznego dotychczas stosowanej metody podjeto
sie opracowania nowej, ulepszonej procedury oznaczania sulfonamidéw w miodzie.
W wyniku przeprowadzonych badan udato sie uzyskaé rozdziat chromatograficzny siedmiu
sulfonamidéw i jednego wzorca wewnetrznego z wykorzystaniem nowej kolumny
chromatograficznej. Detekcja dokonywana byta z uzyciem detektora fluorescencyjnego, ktory
jest bardzo czuty i selektywny i dzieki temu mozliwe byto oznaczanie sulfonamidéw na
niskich poziomach stezen w bardzo ztozonej matrycy, jakg jest miéd. Opracowana procedura
zostata zwalidowana a otrzymane wartosci CCa i CCB byty w zakresach od 25.21 pg/kg
do 37.51 ug/kg oraz od 26,15 ug/kg do 49,50 ug/kg.

Procedura zostata wigczona do programu kontroli pozostatosci a najczesciej
oznaczanymi sulfonamidami w miodzie okazaty sie sulfatiazol, sulfacetamid i sulfametazyna.
Warte podkre$lenia jest to, ze zastosowanie nowej metodyki w kontroli pozostatosci
sulfonamidéw doprowadzito do wyeliminowania z rynku miodu pochodzgcego z pasiek
krajowych i z importu zawierajgcego te niedozwolone substancje.

W oparciu o doswiadczenie zwigzane z kontrolowaniem pozostatosci sulfonamidéw
w miodzie nasunetfo sie przypuszczenie, ze sulfonamidy mogg pozostawa¢ w miodzie bardzo
dtugo. Jednak z dostepnego pismiennictwa nie wynikato jak dtugi moze byc¢ ten okres czasu.
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W zwigzku z tym podjeto sie wykonania badan, w ktorych dokonana zostata ocena
czasu pozostawania sulfonamidéw w miodzie. W tym celu przeprowadzono doswiadczenie,
w ktorym pszczotom do ula podano syrop cukrowy z dodatkiem Polisulfamidu (produktu
zawierajgcego w swoim sktadzie sulfatiazol, sulfacetamid i sulfametazyne). W wyniku
przeprowadzonych badan ustalono, ze obecnosé¢ sulfonamidow stwierdzana byta w miodzie
przez dwa kolejne sezony. Dopiero po 24 miesigcach od eksperymentalnego podania
Polisufamidu pszczotom nie stwierdzono wystepowania sulfonamidéw w badanym miodzie.
Istotnym wnioskiem tych badan byto to, ze wysokie stezenia sulfonamidéw odnotowane
w miodzie po 1 miesigcu od podania produktu w duzym stopniu korelowaty z wysokimi
stezeniami wykrywanymi w krajowych badaniach kontrolnych. Podobienstwa te wskazujg na
fakt, ze badane w ramach kontroli pozostatosci probki pobierano w dos¢ krotkim czasie od
zastosowania Polisulfamidu w pasiece.

Wyniki wyzej opisanych badan przedstawiono w nastepujacych publikacjach:

Posyniak A., Jazdzewski K., Pietruszka K., Mitrowska K., Gajda A. (2008) Improved analytical
procedure for the determination of sulfonamides in honey. Bulletin of the Veterinary Institute in
PUIaWy 52, 87-91. (Ionog = 0,337, MNiSWgoog = 15, Liczba CytOWah = 5)

Posyniak A., Bldek T., Jazdzewski K., Bober A., Mitrowska K., Zmudzki J., Pohorecka K. (2011) The
depletion of sulfonamide residues in honey after experimental treatment of honeybee (Apis
mellifera L.) colonies. Journal of Apicultural Science 55, 169-175. (IFx11 = 0,674; MNiSW gy, =
20; Liczba cytowan = 0)

Metodyka oznaczania lekéw uspokajajacych
w materiale biologicznym pochodzenia zwierzecego

Nastepng grupag lekow stosowanych w weterynarii sg zwigzki dziatajgce na uktad
nerwowy, ktére majg wiasciwosci uspakajajgce oraz relaksujgce i w zwigzku z tym sg
podawane w celu przeciwdziatania stresowi u zwierzgt np. w czasie transportu do rzezni.

Do grupy tej nalezg trankwilizery takie jak chloropromazyna, propionylopromazyna,
acepromazyna, triflupromazyna, promazyna i azaperon oraz beta-blokery, w tym karazolol.
Ze wzgledu na swoje wiasciwosci genotoksyczne chloropromazyna i inne fenotiazyny zostaty
catkowicie zakazane do stosowania u zwierzat, z ktérych lub od ktorych pozyskuje sie
zywnosé. Chloropromazyna zostata umieszczona w Aneksie IV Regulacji Komisji 2377/90,
ktéra obecnie jest zastgpiona Regulacjg Rady 37/2010/EC, a substancje te ujeto w tabeli 2,
w ktorej zebrano substancje zakazane. W tym samym dokumencie prawnym w tabeli 1
umieszczono azaperon i karazolol, dla ktérych wyznaczono wartosci MRL w nerkach
wieprzowych, odpowiednio na poziomie 100 ug/kg dla azaperonu i 25 pg/kg dla karazololu.
Natomiast podane przez EURL ,rekomendowane stezenie” oznaczania chloropromazyny
wynosi 10 pg/kg, podczas gdy dla innych fenotiazyn 50 pg/kg.

W zwigzku z =zaistniatg potrzebg kontrolowania obecnosci wyzej wymienionych
substancji w zywnosci zwierzecego pochodzenia, podjjetam sie opracowania nowej
potwierdzajgcej metody oznaczania chloropromazyny, propionylopromazyny, acepromazyny,
triflupromazyny, promazyny, azaperonu i jego metabolitu, azaperolu, oraz karazololu
w nerkach wieprzowych i bydlecych z uzyciem LC-MS/MS.
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W opracowywanej potwierdzajgcej metodzie oznaczania trankwilizerow i beta-blokeru
w nerkach wieprzowych i bydlecych udato sie oming¢ etap SPE i otrzymany po ekstrakc;ji
z acetonitrylem ekstrakt bezposrednio podda¢ zageszczeniu w strumieniu azotu. Takie
postepowanie byto mozliwe ze wzgledu na to, ze detekcja przy uzyciu spektrometru mas jest
bardziej selektywna w poréwnaniu z detektorami UV i FLD stosowanymi w przesiewowych
metodach oznaczania tych zwigzkéw. Wysoka czuto$¢ i selektywnosé tandemowej
spektrometrii mas pracujgcej w trybie MRM pozwolita na detekcje analizowanych substancji
w obecnosci wielu endogennych sktadnikéw matrycy i jednoznaczng identyfikacje analitéw
w badanej prébce. Ominiecie etapu SPE podczas przygotowania préobki umozliwito
stworzenie metody, ktéra pozwala na analize az 60 probek w ciggu 24 godzin.
Nalezy rowniez podkresli¢, ze jest to pierwsza opublikowana metoda umozliwiajgca
oznaczanie triflupromazyny i promazyny w nerkach wieprzowych i bydlecych. Dodatkowo
zbadano efekt matrycy z wykorzystaniem techniki ,postcolumn infusion”. Zaobserwowang
supresje jonéw zminimalizowano poprzez zastosowanie wzorcow wewnetrznych bedacych
deuterowanymi pochodnymi chloropromazyny oraz karazololu.

Opracowang procedure zwalidowano zgodnie z wymaganiami obowigzujgcymi dla
metod potwierdzajgcych a nastepnie wdrozono do realizacji krajowego programu badan
kontrolnych pozostatosci u zwierzat i w zywnos$ci pochodzenia zwierzecego i przy jej uzyciu
potwierdzono obecnos¢ azaperonu (37,5 pg/kg) i azaperolu (6,2 ug/kg) w prébce nerki
wieprzowej. Oznaczone stezenia byty ponizej MRL, ktéry wynosi 100 ug/kg dla sumy obu
zwigzkow.

Wyniki wyzej opisanych badanh przedstawiono w nastepujgcych publikacjach:

Mitrowska K., Posyniak A., Zmudzki J. (2009) Rapid method for the determination of tranquilizers and
a beta-blocker in porcine and bovine kidney by liquid chromatography with tandem mass
spectrometry. Analytica Chimica Acta 637, 185-192. (IF,009 = 3,757; MNiISW 009 = 24; Liczba
cytowan = 12)

Wolno zyjace ryby stodkowodne jako wskaznik skazenia wéd powierzchniowych
lekami przeciwbakteryjnymi

Kolejnym zagadnieniem, w ktérego realizacje bytam zaangazowana byty badania
prowadzone w ramach zadania szczegétowego projektu badawczego rozwojowego NCBIiR
nr NR 12-0127-10: Zwierzeta wolno zyjgce jako wskaznik zanieczyszczen srodowiskowych
i wazny element strategii bezpieczenstwa zywnosciowego kraju. Wolno zyjgce ryby
stodkowodne jako wskaznik skazenia wod powierzchniowych lekami przeciwbakteryjnymi.
Zwierzeta wolno zyjgce sg uznanym wskaznikiem skazen srodowiskowych ze wzgledu na to,
ze bedgc narazone bezposrednio na oddziatywanie Srodowiska, w ktorym zyja,
nagromadzajg znacznie wyzsze ilosci wielu zwigzkédw chemicznych niz zwierzeta
hodowlane.

Celem badan w projekcie byta ocena skazen chemicznych srodowiska wodnego
na podstawie analizy ryb wolno zyjgcych, a te wymagaly opracowania nowej
wielosktadnikowe;j metody  analityczne;j oznaczania szerokiej gamy  lekow
przeciwbakteryjnych w rybach.
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Zaproponowana metoda umozliwia oznaczanie 34 zwigzkow (3 aminoglikozyddw,
9 B-laktaméw, 9 fluorochinolonéw, 3 makrolidow, 5 sulfonamidéw, trimetoprimu
I 4 tetracyklin) w miesniach ryb z wykorzystaniem LC-MS/MS. Opracowana izolacja analitow
Z matrycy biologicznej oparta zostata na podwdjnej ekstrakcji z kwasem fosforowym
i kwasem heptafluorobutanowym, uzytym jako pary jonowe, oraz acetonitrylem. Otrzymane
ekstrakty zostaly potgczone i byly analizowane z wykorzystaniem LC-MS/MS w jednegj
analizie przy uzyciu kolumny chromatograficznej C18 z elucjg w gradiencie. Metoda zostata
zwalidowana zgodnie z wymaganiami Decyzja 2002/657/WE. Okreslono specyficznosgé,
odzysk, powtarzalnos¢, odtwarzalnos¢ wewnetrzlaboratoryjng, CCa i CCB. Limit decyzyjny
wahat sie od 55,3 pg/kg dol 085 ug/kg, azdolnos¢ wykrywania byla w zakresie
od 59,5 ug/kg do 1 141 pg/kg. Obliczony odzysk byt w granicach od 96% do 111%
w odniesieniu do wzorcow wewnetrznych.

Godnym podkreslenia jest fakt, ze jest to pierwsza opublikowana metoda analityczna
umozliwiajgca jednoczesne oznaczanie az 7 grup lekéw przeciwbakteryjnych, w tym
aminoglikozydow, z zastosowaniem jednego protokotu przygotowania probki i pojedyncza
wspolng dla wszystkich zwigzkéw analizg instrumentalna.

Dodatkowo, w ramach projektu, opracowano i zwalidowano dwie nowe metody
oznaczania lekow przeciwbakteryjnych w wodzie i osadach dennych z wykorzystaniem
LC-MS/MS.

Przy uzyciu opracowanych procedur analizie poddano 443 probki miesni ryb,
159 prébek wody i 150 probek osadéw dennych pobranych z polskich rzek i jezior w kierunku
obecnosci lekbw z grupy aminoglikozydéw, [B-laktamowow, diaminopirymidyn,
fluorochinolonéw, linkozamidéw, makrolidow, pleuromutylin, sulfonamidéw i tetracyklin.
W zadnej z analizowanych probek nie stwierdzono obecnosci lekéw przeciwbakteryjnych
w stezeniach wyzszych od limitéw decyzyjnych ustalonych dla poszczegdlnych analitow.
Na podstawie otrzymanych wynikéw, mozna stwierdzi¢, ze poziomy stezen weterynaryjnych
srodkéw  przeciwbakteryjnych w  polskich rzekach i jeziorach nie stanowig
niebezpieczenhstwa.

Uzyskane w projekcie wyniki badan stanowig istotny wkiad w bezpieczenstwo
zywnosci i ochrone $rodowiska. Jednoczesnie stanowig wazny element podstawowej bazy
danych niezbednych przy opracowywaniu dopuszczalnych limitdw zawartoSci
zanieczyszczen srodowiskowych w zywnosci i w samym srodowisku oraz podejmowaniu
réznych decyzji o charakterze administracyjnym na poziomie krajowym i unijnym.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Gbylik M., Posyniak A., Mitrowska K., Bladek T., Zmudzki J. (2013) Multi-residue determination of
antibiotics in fish by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Food Additives and
Contaminants Part a-Chemistry Analysis Control Exposure & Risk Assessment 30, 940-948.
(|F2013 =2,341; MNiSW2013 = 30; Liczba CytoWah = 5)

Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Mitrowska K., Gajda A., Btadek T., Sniegocki T., Zmudzki J. (2014)
Occurrence of veterinary antibiotics and chemotherapeutics in fresh water, sediment, and fish
of the rivers and lakes in Poland. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 58, 399-404.
(”:2013 =0,365; MNiSW2014 =15; Liczba Cytowaﬁ = 0)
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Metodyka oznaczania karotenoidéw w paszach

Bedac na 2-lethim stazu podoktorskim w Instytucie Materiatbw Odniesienia
i Pomiaréw (IRMM) Wspdlnotowego Centrum Badawczego (JRC) w Belgii w EURL ds.
dodatkéw paszowych zdobytam doswiadczenie w zakresie analityki karotenoidow.

Zgodnie z Rozporzgdzenie (WE) Nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady
w sprawie dodatkéw stosowanych w zywieniu zwierzgt karotenoidy nalezg do kategorii
"dodatki sensoryczne" i do grupy funkcjonalnej "a) (ii). Barwniki; substancje, ktére po podaniu
zwierzetom powodujg zmiane barwy zywnosci pochodzenia zwierzecego". Wydanie
zezwolenia na stosowanie dodatkdw paszowych uwzglednia minimalng oraz maksymalng
zawarto$¢ dodatku paszowego w mieszance paszowej petnoporcjowej. Dlatego wedtug
Rozporzadzenia (WE) Nr 882/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie kontroli
urzedowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia zgodnosci z prawem paszowym
i zywnos$ciowym oraz regutami dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat,
niezbedne sg analityczne metody umozliwiajgce precyzyjne i doktadne oznaczania
zawartosci karotenoidow.

Opracowana przeze mnie wielosktadnikowa procedura badawcza umozliwia ilosciowe
oznaczenie 15 karotenoidow stosowanych jako dodatki paszowe przy uzyciu chromatografii
cieczowej z detektorem diodowym z uwzglednieniem zawarto$ci ich izomerow
geometrycznych E i Z. Bardzo duzym problemem analitycznym przy ilosciowym oznaczaniu
karotenoidow jest ich naturalne wystepowanie w postaci izomerow geometrycznych E i Z.
Izomery te majg rozne wiasciwosci chemiczne, rdézng specyficzng absorpcje i moge
wystepowac w paszy w réznych proporcjach, a ponadto mogg przechodzi¢ jedne w drugie
pod wptywem dziatania Swiatta, wysokiej temperatury i tlenu. Ponadto dla wigekszosci
analizowanych karotenoidéw analityczne wzorce dostepne sg tylko dla izomeru E, poniewaz
izomery Z sg bardzo nietrwate. Istniej wiec ryzyko niedoszacowania wyniku oznaczenia
ilosciowego sumy wszystkich izomerow gdy kalibrujemy wytgcznie wzgledem wzorcow E.
W celu pokonania tych probleméw wykorzystano unikalne rozwigzanie pomiaru absorpcji
w punkcie izozbestycznym, czyli takiej dlugosé¢ fali, przy ktérej wspoétczynniki absorpcji sg
identyczne dla wszystkich badanych stereoizomeréw. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczeh opracowano wielosktadnikowg metode oznaczania 15 karotenoidéw z detekcjg
przy wyznaczonej dtugosci izozbastycznej (410 nm) z kalibracja wytacznie wzgledem
wzorcow E bez ryzyka niedoszacowania wyniku pomiaru. Ponadto przy zastosowaniu
metody symplekséw opracowano warunki rozdziatu chromatograficznego 15 karotenoidéw
a przy uzyciu statystcznego planowania do$wiadczen (DOE - ang. Design of Experiments)
wykonano test odpornosci zoptymalizowanych warunkéw chromatograficznych.

Zastosowane w procedurze rozwigzania analityczne majg nowatorski charakter
i dzieki temu spetnia ona wymagania stawiane nie tylko przez miedzynarodowe gremia
nadzorujgce kontrole dodatkdw stosowanych w zywieniu zwierzat, jak rowniez zajmujace sie
oznaczaniem karotenoidow w réznych mieszankach i ekstraktach zawierajgcych te istotne
dla zdrowia ludzi i zwierzat zwigzki. Nalezy rowniez podkreslic, ze jest to pierwsza
opublikowana metoda umozliwiajgca jednoczesne oznaczenie 15 karotenoidéw z grupy
karotenow i ksantofili.
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O wadze dokonanych rozwigzan analitycznych przemawia fakt, ze opracowana
procedura zostata opublikowana w czasopismie wysoko punktowanym o wspotczynniku
oddziatywania IF = 4,612:

Mitrowska K., Vincent U., von Holst C. (2012) Separation and quantification of 15 carotenoids by
reversed phase high performance liquid chromatography coupled to diode array detection with
isosbestic wavelength approach. Journal of Chromatography A 1233, 44-53. (IF501, = 4,612;
MNiSW2012 = 40, Liczba CytOWar’] = l)

Podsumowanie dorobku publikacyjnego®

Jestem autorem lub wspétautorem:

¢ 23 publikacji naukowych, z czego 17 powstato po doktoracie, w tym 5 prac
stanowigcych osiggniecie. 19 artykutéw opublikowanych zostato w czasopismach
Z bazy Journal Citation Reports (JCR),

e 5 rozdziatdw w monografiach,

o 47 referatow lub komunikatéw konferencyjnych, w tym 25 prezentowanych na
konferencjach krajowych oraz 22 na konferencjach miedzynarodowych.

Sumaryczny IF wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania: 36,751 (z czego prace
opublikowane po doktoracie = 27,012, w tym prace stanowigce osiggniecie: 7,643);

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 260 (249 bez autocytowan);
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 8;

Suma punktow MNiISW = 429 (z czego prace opublikowane po doktoracie = 329,
w tym prace stanowigce osiggniecie = 112).

5b) Udziat w projektach badawczych®

Miedzynarodowych:

¢ Projekt badawczy EC-JRC-IRMM nr 50177: Development of an analytical method for
the determination of carotenoids in fish feed, 2008-1010, gtéwny wykonawca;

Krajowych:

e Projekt badawczy promotorski KBN nr 2 PO6K 007 29: Pozostatosci zieleni
malachitowej i jej metabolitow w tkankach ryb, 2005-2006, gtéwny wykonawca,;

e Projekt badawczy NCN nr NN 308-575540: Wptyw infekcji wywotanej przez
Actinobacillus pleuropneumoniae na farmakokinetyke tkankowg tulatromycyny u swin,
2011-2014, wykonawca;

> Szczego6towa analiza bibliometryczna zamieszczona jest w Zatgczniku 7 do wniosku o przeprowadzenie postepowania
habilitacyjnego.

6 Szczegdtowy wykaz wszystkich projektéw badawczych zamieszczono w Zataczniku 4 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego.
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Projekt badawczy rozwojowy NCBIR nr NR 12-0127-10: Zwierzeta wolno zyjgce jako
wskaznik zanieczyszczen srodowiskowych i wazny element strategii bezpieczenstwa
zywnosciowego kraju. Wolno zyjgce ryby stodkowodne jako wskaznik skazenia wod
powierzchniowych lekami przeciwbakteryjnymi, 2011-2014, wykonawca;

Projekt badawczy MNiSW ,luventus Plus 2011” nr 1P2011 036571: Opracowanie
warunkéw analizy pozostato$ci nitroimidazoli w miodzie, 2012-2014, kierownik;

Projekt badawczy NCN ,Sonata 2" nr NCN 2011/03/D/NZ7/03767: Badanie
mozliwosci przechodzenia sulfonamidow i nitroimidazoli z zanieczyszczonego wosku
pszczelego do miodu, 2012-2015, kierownik.

5¢c) Nagrody za dziatalno$é naukowa’

Nagroda Wydzialu Nauk Rolniczych, Lesnych i Weterynaryjnych z rekomendag;ji
Komitetu Nauk Weterynaryjnych Polskiej Akademii Nauk dla zespotu: Posyniak A.
Zmudzki J., Mitrowska K., Niedzielska J. za cykl prac: ,Opracowywanie metod
oznaczania pozostatosci lekéw weterynaryjnych w tkankach zwierzat i zywnosci”,
2006;

Nagroda Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk za najlepszg prace
doktorskg z zakresu metrologii chemicznej. Tytut pracy: "Pozostatosci zieleni
malachitowej i jej metabolitéw w tkankach ryb”, 2007;

Nagroda “Young Investigator Scholarship in Veterinary Medicine” przyznana przez
Pfizer Animal Health dla obiecujgcego mitodego naukowca za dotychczasowy
dorobek naukowy i realizowane projekty badawcze, 2012;

5 nagrod | stopnia i 2 nagrody Il stopnia przyznanych przez Dyrektora PIWet-PIB
w konkursach na najlepsze publikacje pracownikéw naukowych w kategorii prac
oryginalnych, 2007-2013.

5d) Udziat w sympozjach, konferencjach i kongresach naukowych?®

Miedzynarodowych:

International Symposium on Chromatography (2004, 2012, 2014);
International Symposium on Hormone and Veterinary Drug Analysis (2006, 2014);

International Congress of The European Association for Veterinary Pharmacology
and Toxicology (EAVPT) (2006);

EuCheMS International Conference on Chemistry and the Environment (2007)
- doniesienie ustne;

International Meeting on Recent Developments in Pharmaceutical Analysis (2007);
EuroResidue (2008, 2012);
International Conference on Antimicrobial Agents in Veterinary Medicine (2008);

International Symposium AOACI Europe Section with ASFILAB “New trends for
pesticides and drug residues” (2013);

7 Szczegotowy wykaz i zakres uzyskanych nagréd zamieszczono w Zatgczniku 4 do wniosku o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego.

8 Szczegdtowy wykaz konferencji oraz prezentowanych na nich referatdw i doniesiert naukowych zamieszczono
w Zataczniku 4 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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e Informal Meeting on Mass Spectrometry (2015);

Krajowych:

o Forum Mtodych Naukowcdw (2004) - doniesienie ustne;

o Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych (2004, 2008, 2012);

e Ogodlnopolska Konferencja Naukowa ,Jakos¢ w chemii analitycznej" (2004, 2006);
¢ Naukowa Konferencja Pszczelarska (2005, 2006, 2007, 2008, 2012, 2014, 2015);
o Polska Konferencja Chemii Analitycznej (2005);

o Konferencja Naukowa ,Ochrona zdrowia w gospodarce rybackiej”. Putawy, (2006)
- referat zamawiany;

e Konferencja Naukowa ,Nowoczesne techniki badawcze w ocenie jako$ci produktéow
leczniczych” (2006);

o Konferencja Naukowa "Patologia ryb i rakébw oraz bezpieczenstwo 2zywnoSci
pochodzenia rybnego" (2007) - referat zamawiany;

e Conference of Polish Mass Spectrometry Society (2008);
e Krajowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego (2008);
o Konferencja Naukowa "Racjonalne stosowanie antybiotykdw w weterynarii" (2013);

o Konferencja Naukowa "Perspektywy i mozliwosci zwalczania choréb ryb" (2014)
- referat zamawiany.

5e) Udziat w komitetach naukowych i organizacyjnych konferencji naukowych

Jestem czionkiem komitetu naukowego miedzynarodowej konferencji EuroResidue VIII
poswieconej najnowszym trendom w analizie pozostatosci lekéw weterynaryjnych
w zywnos$ci, ktora odbedzie sie 23-25 maja 2016 r. w Egmond aan Zee, Holandia.

5f) Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

e Czilonek Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego (od 2005);
o Czilonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych (od 2007);
e Czlonek Polskiego Towarzystwa Spektrometrii Mas (od 2007).

5g) Dziatalnos¢ dydaktyczna i popularyzujgca nauke

Jestem zaangazowana w dziatalno$¢ referencyjng realizowang w Zaktadzie
Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB i od 2004 r. i w ramach tej aktywnosci, prowadze
szkolenia i opracowuje instrukcje dla pracownikéw laboratoriow Zakladéw Higieny
Weterynaryjnej (ZHW).

Ponadto od 2006 r. prowadze wyktady na temat urzedowej kontroli i wystepowania
pozostatoéci syntetycznych i naturalnych barwnikéw oraz nitroimidazoli w zywno$ci
pochodzenia zwierzecego i paszach dla lekarzy weterynarii w Weterynaryjnym Centrum
Ksztatcenia Podyplomowego (WCKP) w Putawach w ramach Specjalizacyjnego Studium
Podyplomowego oraz dla Gtéwnego Inspektoratu Weterynarii (GIW) w ramach Programu
Wieloletniego 2014-2018, a takze dla Powiatowych oraz Granicznych Inspektoratéw
Weterynarii.
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W 2008 r. wystgpitam jako mtody pracownik nauki w filmie edukacyjnym promujgcym
miodych naukowcéw w ramach programu GAPP (Gender Awareness Participation Process:
Differences in the choices of science careers) realizowanego w obrebie 6 Programu
ramowego Unii Europejskiej (FP6-SOCIETY).

Dodatkowo wygtositam 2 wyktady popularyzujgce nauke:

o Mitrowska K.: Doswiadczenia Stypendystki instytutu IRMM JRC. Konferencja
»Piekne oblicze nauki i biznesu”, Krakéw, 14-15.03.2011;

o Mitrowska K.: IRMM JRC — od pomystu do realizacji. Ogélnopolska Konferencja
Doktorantow, Warszawa, 10-12.06.2011.

5h) Opieka naukowa w charakterze promotora pomocniczego

Sprawuje opieke naukowg w charakterze promotora pomocniczego w otwartych
przewodach doktorskich:

o lek. wet Krzysztofa Jazdzewskiego, tytut rozprawy doktorskiej: ,Wystepowanie
pozostatosci sulfonamidéw w krajowym miodzie” (150. posiedzenie Rady naukowej
PIWet-PIB, 30.11.2011);

e mgr. Tomasza Btadka, tytut rozprawy doktorskiej: ,Wptyw infekcji Actinobacillus
pleuropneumonie na farmakokinetyke tkankowag tulatromycyny u  $win’
(158. posiedzenie Rady naukowej PIWet-PIB, 26.06.2013).

5i) Odbyte staze, szkolenia i kursy naukowe
Staze zagraniczne:

e Instytut Materialdw Odniesienia i Pomiaréw, Wspdlnotowe Centrum Badawcze,
Komisja Europejska (EC-JRC-IRMM), Geel, Belgia - dwuletni staz podoktorski,
16.09.2008-15.09.2010;

Szkolenia i kursy miedzynarodowe:

“‘FAO/IAEA Interregional training course on screening and confirmatory
methodologies for veterinary drug residues”, The Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) and the International Atomic Energy Agency (IAEA)
through their Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture,
Agriculture and Biotechnology Laboratory, Seibersdorf, Austria, 08-19.10.2004;

¢ Analysis of chloramphenicol with Ridascreen Chloramphenicol kit”, R-Biopharm AG,
Putawy, Polska, 12-13.06.2003;

e “The workshop on 'Pharmacokinetics”, The European College of Veterinary
Pharmacology and Toxicology (EAVPT), Wroctaw, Polska, 08-11.09.2004;

e “Training course: “Malachite green”, European Union Reference Laboratory for
Antimicrobial Residues in Food, Fougeres, Francja, 21-22.10.2004;

e ,Oznaczanie zawartosci substancji czynnych w paszach leczniczych metodg HPLC”,
projekt Phare PL 01.04.05. Putawy, Polska, 14-17.12.2004.

o “Workshop on validation of screening methods”, European Union Reference
Laboratory for Antimicrobial Residues in Food, Fougeres, Francja, 02-03.06.2005.
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Francusko-polskie szkolenie w zakresie metod laboratoryjnych wykorzystywanych
do wykrywania pozostatosci substancji zabronionych, Ecole nationale des services
veterinaires de Lyon, Putawy, Polska, 21-25.11.2005.

~Vykrywanie i oznaczanie pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych metodami
chromatografii i spektrometrii mas”, projekt Phare PL2003/004-379/04.01.03, Putawy,
Polska, 29.05-02.06.2006.

“Workshop on strategies for ATB — Group B1 confirmatory methods”, European Union
Reference Laboratory for Antimicrobial Residues in Food, Fougeres, Francja,
11-12.09.2006;

“‘Methods of drug residues detection”, Instituto Zooprofilattico Sperimentale
dell’Abruzzo e del Molise ,Giuseppe Caporale”, Teramo, Wiochy, 25.09-06.10.2006;

“12th Summer Course on Pharmaceutical Analysis. Validation of analytical methods,
regulatory and practical aspects”, The Auspices of the University of Florence and the
Divisions of Analytical Chemistry and Pharmaceutical Chemistry of the Italian
Chemical Society, Elba, Wtochy; 26-27.09.2007;

“The School for Advanced Residue Analysis in Food (SARAF)”, National Veterinary
School of Nantes (ENVN), Nantes, Francja, 08-19.10.2007;

“Workshop on proficiency testing studies: state of the art and Biocop WPS8
fluoroquinolone session”, European Union Reference Laboratory for Antimicrobial
Residues in Food, Fougeres, Francja, 25-27.06.2008;

“‘Use of reference materials and estimation of measurement uncertainty”, EC-JRC-
IRMM, Geel, Belgia, 06-07.10.2009;

“Experimental design and data analysis”, prof. Y. Vander Heyden z Vrije Universiteit
Brussel, EC-JRC-IRMM, Geel, Belgia, 03-04.02.2010;

“ISO 17025”, Peter Boder z Delft University of Technology, EC-JRC-IRMM, Geel,
Belgia, 09-10.12.2010;

“Risk assessment of microbial hazards in foods and animal health”, prof. Moez Sanaa
z French Agency for Food, Environmental and Occupational Health & Safety
(ANSES), PIWet-PIB, Putawy, Polska, 03-07.10.2011;

“(UHPLC method development and quality-by-design”, Imre Molnar, Salzburg,
Austria, 14.09.2014;

Szkolenie z obstugi zestawu UPLC firmy Waters, Geel, Belgia, 2009;

Szkolenia i kursy krajowe:

“Warsztaty na temat platformy Web of Knowledge 57, Thomson Reuters, Putawy,
5.12.2011;

~Statystyka w jakosci — kurs podstawowy”, StatSoft Polska, Krakéw, 22-23.03.2012;

,QbD: planowanie doswiadczen jako narzedzie zapewnienia jako$ci produkowanych
lekow”, StatSoft Polska, Krakow, 19-21.06.2012;

Szkolenia z obstugi zestawéw LC i LC/MS/MS firm Varian, Shimadzu, Agilent
i ABSciex, Putawy, 2005-2014;

Szkolenia z zakresu zapewnienia systemu jakosci badan, Putawy, 2004-2011.
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5j) Recenzowanie publikacji w czasopismach naukowych

Jestem autorem 52 recenzji prac ztozonych do publikacji w czasopismach naukowych
z bazy JCR: Journal of Chromatography A (13), Journal of Agricultural and Food Chemistry
(9), Food Additives and Contaminants A (8), International Journal of Environmental Analytical
Chemistry (4), J AOAC International (3), Analytica Chimica Acta (2), Analytical Letters (2),
Food Analytical Methods (2), Food Chemistry (1), Food Control (1), Aquaculture (1), Journal
of Separation Science (1), Separation Science and Technology (1), Sensors and Actuators
B-Chemical (1), Environmental Engineering and Management Journal (1), Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy (1) oraz w czasopiSmie spoza bazy JCR: Current Issues
in Pharmacy and Medical Sciences (1).

5k) Inna dziatalnos¢

Od 2003 r. uczestnicze¢ w tworzeniu systemu jakosci w Zakfadzie Farmakologii
i Toksykologii PIWet-PIB. Jestem autorem lub wspétautorem 11 procedur badawczych
i 5 instrukcji do Ksiegi Jakosci Zaktadu i Instytutu.

W ramach dziatalnosci Krajowego Laboratorium Referencyjnego ds. pozostatosci lekow
weterynaryjnych, substancji zakazanych i barwnikéw, wspétorganizuje krajowe badania
biegtosci z zakresu oznaczania sulfonamidéw, fluorochinolonéw, nitroimidazoli i barwnikéw
w materiale zwierzecym. Jestem autorem lub wspétautorem 12 sprawozdan iraportow
z badan biegtosci zorganizowanych dla laboratoriow ZHW w latach 2006-2015.

Ponadto w obrebie prowadzonych dziatann z zakresu referencyjnosci bratam udziat
W opracowywaniu corocznego planu pobierania i przesytania prébek do badan kontrolnych
pozostato$ci barwnikéw i nitroimidazoli w tkankach i produktach zwierzat oraz corocznego
raportu z krajowych badan kontrolnych w tym zakresie w latach 2006-2015.

Szczegotowy wykaz opublikowanych prac naukowych Ilub twérczych prac zawodowych
oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki znajduje
sie w zatgczniku 4 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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