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Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

staz podoktorski w Laboratoire d’Etude des Residues et Contaminants dans les Aliments
{LABERCA) w Nantes, Francja

adiunkt w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach

gtowny specjalista badawczo-techniczny w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
doktorant w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego -

Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
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5. Wskazanie osiggniecia wynikajacego 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.):

Osiggniecie naukowe ,Zanieczyszczenia pasz kokcydiostatykami a bezpieczenstwo zywnos$ci pochodzenia

zwierzeceqo” tworzy jednotematyczny cykl nastepujacych publikacii:

H-1. Malgorzata Olejnik, Piotr Jedziniak, Teresa Szprengier-Juszkiewicz: The determination of six ionophore

coccidiostats in  feed by liquid chromatography with  postcolumn  derivatisation  and

spectrofotometric/fluorescence detection. Scientific World Journal 2013, Article Number: 763402.
IF2013= 1,219, MNiSWa013 = 30, liczba cytowan = 0
Udziaf whasny: 70%, opracowanie koncepcji pracy, opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku

H-2. Edyta Protasiuk, Malgorzata _Olejnik, Teresa  Szprengier-Juszkiewicz, Piotr  Jedziniak,
Jan Zmudzki: Determination of nicarbazin in animal feed by high-performance liquid chromatography with
interlaboratory evaluation. Analytical Letters 2015, 48, 2183-2194.

IF2014=1,030, MNiSWa014= 20, liczba cytowan = 0

Udziat wiasny: 50%, udziat w opracowaniu koncepcji pracy i opracowaniu wynikow, redakcja merytoryczna pracy

H-3. Konrad Pietruk, Malgorzata Olejnik, Piotr Jedziniak, Teresa Szprengier-Juszkiewicz: Determination

of fifteen coccidiostats in feed at carry-over levels using liquid chromatography- mass spectrometry.
Joumal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2015, 112, 50-59.

IFa014= 2,979, MNiSWa014 = 35, liczba cytowan = 1

Udziat wiasny: 40%, udziat w opracowaniu koncepcji pracy i opracowaniu wynikow, redakcja merytoryczna pracy

H-4. Malgorzata Olejnik, Teresa Szprengier-Juszkiewicz, Piotr Jedziniak, Edyta Sledzinska, lwona Szymanek-
Bany, Beata Korycinska, Konrad Pietruk, Jan Zmudzki: Residue control of coccidiostats in food of animal
origin in Poland during 2007-2010. Food Additives and Contaminants Part B 2011 4, 259-267.

IF2011= 0,891, MNiSW2012 = 20, liczba cytowan = 3

Udziat wiasny: 70%, opracowanie koncepcji pracy, opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku

H-5. Malgorzata Olejnik, Teresa Szprengier-Juszkiewicz, Piotr Jedziniak: Semduramicin in eggs -
The incompatibility of feed and food maximum levels. Food Chemistry 2014, 149, 178-182.

[Fa014= 3,391, MNiSW2014 = 40, liczba cytowan = 4

Udziat wiasny: 85%, opracowanie koncepcji pracy, opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku
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H-6. Malgorzata Olejnik, Teresa Szprengier-Juszkiewicz, Piotr Jedziniak: Distribution of semduramicin in hen

tissues in eggs after administration of cross-contaminated feed. Food Additives and Contaminants: Part A
2014, 31, 1393-1398.

IF2014= 1,802, MNiSW914 = 30, liczba cytowan = 0

Udziat wtasny: 85%, opracowanie koncepcji pracy, opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku

H-7. Malgorzata Olejnik, Teresa Szprengier-Juszkiewicz: Deposition and depletion of decoquinate in eggs after
administration of cross-contaminated feed. Food Additives and Contaminants: Part A 2015, 32, 1124-1128.

IF2014= 1,802, MNiSWag14 = 30, liczba cytowan = 0

Udziat wtasny: 90%, opracowanie koncepcji pracy, opracowanie wynikow, przygotowanie pracy do druku

Kokcydiostatyki sg stosowane powszechnie jako dodatki paszowe w profilaktyce kokcydiozy u drobiu i krolikow.
Mimo niewatpliwej wygody stosowania kokcydiostatykéw w tej postaci istniejg pewne zagroZenia zwigzane
z bezpieczenstwem podawania substancji farmakologicznie czynnych jako dodatkéw paszowych. Podczas
produkcji, magazynowania i transportu pasz moze dojs¢ do niezamierzonego zanieczyszczenia
kokcydiostatykami pasz przeznaczonych dla zwierzat, ktore kokcydiostatykéw nie powinny otrzymywac. Te
zanieczyszczenia z kolei mogg powodowac wystepowanie pozostatosci kokcydiostatykow w tkankach zwierzat

i produktach spozywczych pochodzacych od zwierzat (jaja, mleko).

Ze wzgledu na potencjalne zagrozenie dla konsumentéw, zagadnieniem tym zajely sie
w ostatnich latach Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (European Food Safety Authority, EFSA)
(Dome et al., 2013) oraz Komisja Europejska (Anon, 2009a, 2009b, 2011). Przeprowadzona przez EFSA analiza
ryzyka zwigzanego z obecnoscig kokcydiostatykéw w paszy (Dome et al., 2013) wykazata, ze jedynie
w przypadku halofuginonu istnieje prawdopodobieristwo wystapienia zagrozenia dla konsumentow.

Mimo niewielkiej, jak sie wydaje na podstawie dotychczasowych badan,  szkodliwosci
dla konsumentoéw konieczne sg dalsze badania w tym zakresie. Po pierwsze, wspomniana analiza ryzyka
wykazata, Ze pasza zanieczyszczona salinomycyng na poziomie 2% najwyzszej dopuszczalnej zawartosci
i monenzyng na poziomie 5% moze by¢ juz toksyczna dla koni. Po drugie, eksperci z koniecznosci bazujac
na dostepnych, czesto niepetnych danych, ekstrapolowali wyniki uzyskane w badaniach farmakokinetycznych

na zwierzetach docelowych (przewaznie kurczetach brojlerach) na pozostate gatunki i kategorie zwierzat.

W zwigzku z pojawiajgcymi sie watpliwosciami dotyczacymi dostepnych danych, wyodrebnifam nastepujace
problemy badawcze, ktére znalazly sie w sferze moich zainteresowan naukowych:
1) opracowanie metod oznaczania kokcydiostatykow w paszach docelowych (H-1 i H-2) oraz wykrywania

zanieczyszczen kokcydiostatykami pasz niedocelowych (H-2 i H-3);

dr Maigorzata Olejnik
AUTOREFERAT
4



2) okreslenie stopnia wystepowania kokcydiostatykow w zywnosci pochodzenia zwierzecego w powigzaniu
Z zanieczyszczeniem pasz (H-4);
3) okreslenie stopnia dystrybucji oraz kinetyki zanikania wybranych kokcydiostatykow w tkankach kur i jajach

po eksperymentalnym podaniu zwierzetom zanieczyszczonej paszy (H-5, H-6 i H-7).

Na etapie planowania badan uwzglednitam wyniki dotyczace przechodzenia kokcydiostatykow z paszy
do produktéw pochodzenia zwierzecego oraz obowigzujace prawodawstwo. Szczegdlnie istotne sg tuta
wprowadzone w roku 2009 maksymalne zawartosci (maximum level, ML) kokcydiostatykow w paszach
niedocelowych oraz w 2zywnosci pochodzacej od zwierzat niedocelowych. Maksymalna zawartos¢
kokcydiostatykow w  paszach niedocelowych (czyli paszach przeznaczonych dla  gatunkow
i kategorii zwierzat innych niz wymienione w dokumentach autoryzacyjnych) zostata ustalona na poziomie 1% lub
3% najwyzszego dopuszczonego stezenia docelowego. Dla tkanek i produktéw pochodzenia zwierzecego
wartos¢ maksymalnej zawartosci wyznaczona zostata na podstawie danych dostepnych w pismiennictwie
naukowym: jest to stezenie, jakie powinno teoretycznie znalez¢ sig¢ w danej matrycy po podaniu zwierzeciu

zanieczyszczonej kokcydiostatykiem paszy (na poziomie maksymalnej zawartosci).

Opracowanie metod oznaczania kokcydiostatykow w paszach docelowych oraz wykrywania zanieczyszczen

kokcydiostatykami pasz niedocelowych

W trakcie wczesniejszych badan, prowadzonych przeze mnie w ramach pracy doktorskiej, opracowatam
wieloskiadnikowe metody oznaczania pozostatosci kokcydiostatykow w tkankach zwierzat i jajach (Olejnik et al.
2009, 2010). Metody te zostaty w 2007 roku wigczone do realizacji Krajowego Programu Badan Kontrolnych

Pozostalosci Chemicznych, Biologicznych i Lekow.

Jednak dla pelnej kontroli tancucha zywnoSciowego niezbedne jest dysponowanie wiarygodnymi metodami
oznaczania kokcydiostatykow w paszach, zarébwno docelowych, jak i niedocelowych. Metody te majg
zastosowanie do analizy podejrzanych probek pasz, pobranych w ramach dochodzen inspekcji weterynaryjnej
po stwierdzeniu niezgodnych z prawem pozostatosci kokcydiostatykow. Mogg by¢ takze wigczone do urzedowej

kontroli pasz, stanowigcej rownie istotny czynnik kontroli tancucha zywnosciowego.

W zwigzku z tym podjelam sie opracowania metod oznaczania najczesciej stosowanych kokcydiostatykow
w paszach docelowych (nikarbazyna oraz kokcydiostatyki jonoforowe: lazalocyd, maduramycyna, monenzyna,
narazyna, salinomycyna i semduramycyna) oraz wykrywania zanieczyszczen wszystkimi dopuszczonymi

do stosowania kokcydiostatykami w paszach niedocelowych.

Wielosktadnikowa metoda oznaczania wszystkich 6 dopuszczonych do stosowania kokcydiostatykow
jonoforowych (H-1) opiera sie w znacznej mierze na miedzynarodowej normie zatwierdzonej do oznaczania
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monenzyny, salinomycyny i narazyny (Anon, 2005). Gtowne modyfikacje mialy na celu wigczenie do metody
pozostatych trzech kokcydiostatykéw jonoforowych (lazalocydu, maduramycyny i semduramycyny) i dotyczyly
optymalizacji warunkéw rozdziatu chromatograficznego oraz warunkéw przeprowadzania reakcji pokolumnowej

derywatyzacji z wanilina.

Dla uzyskania odpowiedniej czutosci oznaczania maduramycyny i semduramycyny konieczne bylo zwigkszenie
temperatury tworzenia pochodnej z waniling do 110°C. Zastosowanie fazy ruchomej o odczynie obojetnym
(fosforan potasu o pH 7,0) pozwolito uzyska¢ symetryczne i smukle piki dla wszystkich analitdw. Zadowalajacy
rozdziat monenzyny i semduramycyny zostat uzyskany w warunkach izokratycznych na kolumnie z wypetnieniem
typu core-shell, przy akceptowanym czasie analizy chromatograficznej (20 min). Wiarygodnos¢ opracowanej

metody zostata potwierdzona w procesie walidacji i w miedzynarodowych badaniach bieglosci.

Nikarbazyna jest jednym z najwazniejszych kokcydiostatykow chemicznych ze wzgledu na jej powszechne uzycie
i zdolnos¢ kumulowania sie w jajach. Z tego wzgledu przeprowadzitam badania majace na celu opracowanie
metody oznaczania tego kokcydiostatyku w paszach docelowych i niedocelowych (H-2), wykorzystujac technike
chromatografii cieczowej, ktéra jest tania, wiarygodna i dostepna w wigkszosci laboratoriow. Opracowatam dwa
schematy przygotowania probek, zalezne od oczekiwanego stezenia kokcydiostatykow w badanej paszy.
Niezaleznie od celu analizy, prébki paszy byly ekstrahowane 90% roztworem acetonitrylu, a nastepnie
rozcienczane (pasze docelowe) lub oczyszczane technikag ekstrakcji do fazy stafej (zanieczyszczenia). Dla obu

procedur zostaly zastosowane jednakowe warunki chromatograficzne o catkowitym czasie analizy wynoszacym

zaledwie 10 minut.

Metode sprawdzono w badaniach miedzylaboratoryjnych zorganizowanych w ramach dziatalnosci referencyjnej
Zaktadu Farmakologii i Toksykologii dla laboratoriow Zaktadéow Higieny Weterynaryjnej. Wyniki iloSciowe
uzyskane przez wszystkich uczestnikéw porownania byly poprawne, trzy laboratoria wykryty jednak nikarbazyne
w dwaoch probkach $lepych (wyniki falszywie dodatnie). Okazalo sig, ze laboratoria te zmodyfikowaly procedure,
skracajac czas analizy chromatograficznej, przez co nikarbazyna i obecne w matrycy substancje interferujace
wyeluowaly w tym samym czasie. Uzyskane w ramach poréwnania wyniki potwierdzity wiarygodno$¢ metody,
jednoczesnie wykazaty, ze wlasciwy rozdziat chromatograficzny jest czynnikiem warunkujacym selektywnosé

metody i wiarygodnosé uzyskiwanych wynikow.

Najwigkszym wyzwaniem bylo opracowanie metody jednoczesnego oznaczania wszystkich kokcydiostatykow
dopuszczonych jako dodatki paszowe, obecnych w paszach na poziomie zanieczyszczen krzyzowych (H-3).
Z jednej strony opracowana metoda musi by¢ wystarczajaco czuta, by zapewni¢ wiarygodne wyniki dla
kokcydiostatykow, dla ktérych ustalone maksymalne zawartosci sg najnizsze (diklazuril 0,01 mg/kg; halofuginon
0,03 mgrkg). Jednoczesnie, ze wzgledu na znane z pismiennictwa i wiasnego doswiadczenia trudnosci
z ilosciowym oznaczaniem kokcydiostatykow jonoforowych technikg chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spekirometrig mas (spowodowane m.in. efektem matrycy), konieczne bylo znaczne rozcienczenie ekstraktu.
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Ze wzgledu na powyzsze frudnosci, niewiele jest prac opisujacych metody jednoczesnego oznaczania
zanieczyszczen pasz kokcydiostatykami jonoforowymi i chemicznymi (Cronly et al., 2011; Delahaut et al. 2010;
Moretti et al., 2013). Sposréd wymienionych trzech metod dwie charakteryzujg sie¢ skomplikowanym
postepowaniem z probka, uzaleznionym od wykrywanego kokcydiostatyku iflub jego stezenia w paszy (kilka
dozowan tej samej probki), a trzeciej, prawdopodobnie ze wzgledu na roznice w aparaturze, nie udato sie
powtorzy¢ w warunkach laboratorium Zakladu Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB.

Dlatego  zdecydowalam sie na opracowanie nowej metody oznaczania  kokcydiostatykow
w paszach niedocelowych (H-3), wiaczajac do jej zakresu dodatkowo amprolium, etopabat, klopidol i toltrazuril
(poza 11 kokcydiostatykami dopuszczonymi do stosowania jako dodatki paszowe). Metoda jest niezwykle szybka
i prosta — pasze ekstrahuje sie dwukrotnie (w Srodowisku kwasnym, a nastepnie zasadowym), a uzyskany

ekstrakt analizuje sig bezposrednio przy zastosowaniu techniki LC-MS/MS.

Opracowana metoda zostala zwalidowana z uwzglednieniem zmiennosci matrycy jako jednego z czynnikow.
Catosciowa, precyzje metody wyznaczono po analizie pieciu roznych rodzajow pasz (dla trzody chlewnej,
indykow, kurczat brojleréw, kur niosek i bydla). Takie podejScie byto niezwykle efektywne czasowo (brak
koniecznosci oddzielnej walidacji dla kazdej matrycy). Jednoczesnie pozwolito oceni¢ rzeczywistg wiarygodnosé
uzyskiwanych wynikow ilosciowych, wiadomo bowiem, Ze zmienno$¢ matrycy jest w znacznym stopniu
odpowiedzialna za problemy z oznaczaniem kokcydiostatykéw jonoforowych. Wiarygodno$¢ metody zostata
potwierdzona w badaniach bieglosci organizowanych przez Wspdlnotowe Laboratorium Referencyjne (IRMM,

Geel, Belgia).

Praca H-3 podejmuje takze temat tworzenia uniwersalnych, znormalizowanych metod przy zastosowaniu techniki
LC-MS/MS. Na przyktadzie oznaczania kokcydiostatykow w paszy opisano problemy w bezposrednim transferze
metody na inny aparat, nie zawsze w pefni rownorzedny pod wzgledem czutosci, stabilnosci i wydajnosci.
Zweryfikowano przydatnos¢ techniki dodatku wzorca w ograniczaniu wptywu matrycy na wyniki ilosciowe. Mimo
ze jest to metoda zalecana przez Wspoinotowe Laboratorium Referencyjne ds. Dodatkow Paszowych (Vincent
et al. 2011), nie zaobserwowano, by dawata jakiekolwiek korzysci. Wrecz przeciwnie, czesto uzyskane tg

technikg wyniki charakteryzowaly sie znacznie gorszg precyzja.

Podsumowujac, wszystkie opracowane metody speiniajg miedzynarodowe wymagania dotyczace metod
analitycznych; ich wiarygodnos¢ zostata sprawdzona w badaniach miedzylaboratoryjnych i badaniach biegtosci.
Moga by¢ zastosowane nie tylko w celach naukowych, ale takze w badaniach urzedowych - wielosktadnikowa
procedura oznaczania kokcydiostatykow w paszach zostala przekazana rutynowym laboratoriom Zaktadow
Higieny Weterynaryjnej i od roku 2017 zostanie wdrozona do realizacji planu urzedowej kontroli pasz.
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Najwazniejsze osiggniecia tego etapu badan stanowig;

— mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczania wszystkich kokcydiostatykow jonoforowych technikg chromatografii
cieczowe),

— mozliwo$¢ oznaczania nikarbazyny na poziomie docelowym i niedocelowym przy niewielkiej modyfikacii
procedury analitycznej;

—  prostota i efektywnos$c¢ czasowa metody oznaczania 15 kokcydiostatykéw w paszach niedocelowych (catose
danych zbierana z jednego dozowania probki);

—  zaproponowany efektywny schemat do$wiadczenia walidacyjnego;

— wykazanie, ze metoda dodatku wzorca nie stanowi rozwigzania dla problemoéw z analizg iloSciowg

kokcydiostatykéw jonoforowych.

Wystepowanie pozostatosci kokcydiostatykdw w Zywnosci i ich zwigzek z zanieczyszczeniem pasz

Woprowadzenie wielosktadnikowej metody oznaczania kokcydiostatykow w tkankach zwierzat i jajach do realizacji
Krajowego Programu Badan Kontrolnych Pozostatosci Chemicznych, Biologicznych i Lekow pozwolito okreslic
rzeczywisty stopien wystepowania pozostatosci kokcydiostatykow w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
Wezesniejsze badania (do roku 2006) wykazywalty jedynie istotny odsetek probek dodatnich dla lazalocydu
w watrobie kurczat. Pozostate kokcydiostatyki byly oznaczane niewystarczajaco czutymi metodami (monenzyna,

narazyna, salinomycyna) lub w niewystarczajacej liczbie probek (nikarbazyna).

W latach 2007-2010 przebadano w Polsce 3533 probki watrdb zwierzat i jaj na obecnosé pozostatosci
kokcydiostatykow (H-4). W tym czasie laboratoria Zakladéw Higieny Weterynaryjnej nie dysponowaly jeszcze
metoda wielosktadnikowg i wykonywaly oznaczenia jedynie lazalocydu (1982 probki). W Zaktadzie Farmakologii
i Toksykologii przebadano 44% probek (1551), ale wykryto az 89% wynikow niezgodnych (57 z 64 probek).

Kokcydiostatyki wykryto w jednej probce watroby indyczej, wszystkie pozostate wyniki niezgodne dotyczyly
watrob kurczat (49 wynikow) i jaj kurzych (14 wynikow), co przedstawia Tabela 1. Najczesciej stwierdzano

lazalocyd (23 wyniki), nikarbazyne (19 wynikow) i salinomycyne (10 wynikow).

Przeprowadzone postepowania wyjasniajace (w tym — analiza probek pasz) dostarczyly informacji na temat
przyczyn wystepowania pozostatosci kokcydiostatykow. Odsetek niezgodnych probek pasz byt wysoki (31%),
a w wiekszosci przypadkow stwierdzano w nich te same kokcydiostatyki, ktore wczesniej wykrywano w zywnosci

produkowanej przez dane gospodarstwo.

W ten sposéb potwierdzono przyczyne wiekszosci niezgodnych wynikow probek jaj (dla nikarbazyny,
salinomycyny i semduramycyny). Niestety, w przypadku pozostatosci w watrobach kurczat, sytuacja nie byta juz
tak klarowna. Kokcydiostatyki wykryto tylko w 6 probkach paszy finiszer dla kurczat brojlerow, czesto
w stezeniach zbyt niskich, by mogly by¢ przyczyng niezgodnego wyniku w watrobie (Henri et al. 2011). Wydaje
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sie, ze w takich wypadkach przyczyng przekroczen dozwolonych prawnie limitow pozostatosci mogly by¢ zbyt
krotki okres karencii lub zbyt wysokie stezenie kokcydiostatykow w paszy typu ,grower”. Niestety, nie przystano
takich probek do badan, nie bylo zatem mozliwe ustalenie najbardziej prawdopodobnych przyczyn wystepowania

pozostalosci kokcydiostatykoéw w watrobie kurczat.

Tabela 1. Wyniki niezgodne stwierdzone w ramach realizacji Krajowego Programu Badan Kontrolnych

Pozostatosci Chemicznych, Biologicznych i Lekow w Polsce w latach 2007-2010

Kokcydiostatyk Watroba kurczat Pasza typu ,finiszer” dla kurczat
Liczba probek  Zakres stezen, ug/kg Liczba prébek Zakres stezen,

niezgodnych niezgodnych ma/kg
Lazalocyd 21 150-1300
Maduramycyna 6 17-86 1 1,1
Nikarbazyna 14 290-2800 1 2,2
Robenidyna 1 Ha
Salinomycyna 7 8,3-88 4 0,37-1,5
Razem 49 6

Jaja kurze Pasza dla kur niosek

Liczba probek  Zakres stezen, pg/kg Liczba probek Zakres stezen,

niezgodnych niezgodnych mg/kg
Lazalocyd 2 280-320
Maduramycyna 1 17
Monenzyna 1 2,3
Narazyna 1 2,7
Nikarbazyna 5 16-150 2 1,0-1,1
Salinomycyna 3 6,3-75 5 0,22-0,37
Semduramycyna 3 31-180 7 0,50-8,8
Razem 14 19

Nalezy takze zwrdcic uwage, Ze unormowania prawne w zakresie maksymalnych limitow pozostatosci (MRL,
maximum residue limit) i maksymalnych zawartosci (ML, maximum limit) kilkakrotnie zmienily si¢ w ciggu okresu
prowadzenia badan. Znaczenie ma zwlaszcza wprowadzony w 2010 roku MRL dla nikarbazyny w watrobie
kurczat (15 000 pglkg). Uwzglednienie tej wartosci sprawitoby, ze zaden ze stwierdzonych wynikow niezgodnych

w watrobie nie bytby w gruncie rzeczy niezgodny.

Pozostaloci kokcydiostatykow w Zywnosci pochodzenia zwierzecego sa wypadkowg dwoch czynnikow —
czestosci stosowania danego dodatku paszowego i jego wiasciwosci farmakokinetycznych. Ze wzgledu
na bardzo szybkg eliminacje z organizmu zwierzat, monenzyna i narazyna praktycznie nie sg stwierdzane
w badaniach kontrolnych pozostatosci na $wiecie, mimo ich czestego uzycia w gospodarstwach (Kennedy et al.
1998). Po uwzglednieniu nowych toksykologicznych i prawnych limitow (wysokie wartosci MRL dla nikarbazyny
i lazalocydu), salinomycyna pozostaje jedynym kokcydiostatykiem, dla ktorego istnieje podwyzszone ryzyko

stwierdzenia niezgodnych z prawem pozostatosci.

Najwazniejsze osiagnigcia tego etapu badan stanowig;
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— wykazanie rzeczywistego stopnia zanieczyszczenia polskiej Zywnosci kokcydiostatykami - dzieki
zastosowaniu wieloskfadnikowej metody ich oznaczania;

— wykazanie, Ze pozostalosci kokcydiostatykow w polskiej Zywnosci nie stanowig zagrozenia dla
konsumentow;

— potwierdzenie zwigzku pomiedzy zanieczyszczeniem paszy a wystgpowaniem pozostatosci

kokcydiostatykow w Zywnosci pochodzenia zwierzecego.

QOkreslenie kinetyki zanikania wybranych kokcydiostatykow w tkankach kur i jajach po eksperymentalnym podaniu

Zwierzetom zanieczyszczonej paszy

Badania przeprowadzono dla dwéch wybranych kokcydiostatykow: semduramycyny (maksymalna zawartosé,
ML: 0,25 mg/kg paszy; 2 ug/kg zywnosci pochodzenia zwierzgcego) oraz dekokwinatu (ML: 0,4 mg/kg paszy;
20 pg/kg jaj). Wybratam wiasnie te zwiazki, poniewaz w piSmiennictwie naukowym nie bylo dotychczas badan
charakteryzujacych ich dystrybucje i zanikanie u zwierzat niedocelowych (semduramycyna) lub badania
przeprowadzono stosunkowo dawno, a oznaczenia wykonano znacznie mniej czutymi technikami analitycznymi
(dekokwinat) (Kouba et al.,1972; Nose et al. 1982).

Prace H-5 i H-6 opisujg dystrybucje i zanikanie semduramycyny w tkankach i jajach po jej doswiadczalnym
podaniu kurom w paszy w stezeniu odpowiadajacym zanieczyszczeniu krzyzowemu kokcydiostatyku
(0,27 mg/kg, ML - 0,25 mg/kg). Jaja pobierano codziennie przez caty okres doSwiadczenia (14 dni podawania
zanieczyszczonej paszy i 14 dni karencii), tkanki do badan pochodzity za$ od 6 kur usmierconych w ostatnim dniu

podawania paszy z semduramycyna.

Pozostalosci semduramycyny zostaty wykryte w jajach juz w trzecim dniu podawania zanieczyszczonej paszy,
a w jedenastym dniu osiggnely poziom plateau wynoszacy 16,1 + 5,19 pg/kg. Poziom ten znacznie przekraczat

wyznaczong maksymalng zawartos$¢ kokcydiostatykow w jajach (2 pg/kg).

Podobna sytuacja miata migjsce w przypadku maduramycyny, dla ktorej w zwiazku z nowymi wynikami badan
podwyzszono maksymalng zawarto$¢ w jajach (Anon, 2012; Bodi et al. 2012; Varenina et al. 2015). Otrzymane
przeze mnie wyniki sg przestanka do podjecia podobnych dziatahi dla semduramycyny. W pracy H-5
zaproponowatam ML w jajach na poziomie 30 ug/kg — jest to warto$¢ bezpieczna dla konsumentow Zywnosci
pochodzenia zwierzecego, a jednocze$nie dobrze oddaje proces przechodzenia kokcydiostatyku z paszy do jaj,
z uwzglednieniem zmienno$ci biologicznej tego procesu (zaden z indywidualnych wynikéw w przeprowadzonym

przeze mnie doswiadczeniu nie przekroczyt 30 ug/kg).

Poza jajami, semduramycyne wykryto gtéwnie w matrycach zawierajgcych znaczne ilosci ttuszczu — w zottkach
(28,8 pg/kg), kulach zoktkowych (19,5 uglkg) i watrobie (2,57 pglkg). Z drugiej strony, nie wykryto pozostatosci
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semduramycyny w miesniach (zarowno piersiowych, jak i udowych) powyzej granicy oznaczalnosci metody

(0,1 pg/kg), co jest szczegolnie istotne z punktu widzenia bezpieczenstwa konsumentow.

Prezentowane prace jako pierwsze na $wiecie opisujg dystrybucje semduramycyny u zwierzat niedocelowych.
Stwierdzone stezenia w jajach byly znacznie wyzsze niz to zalozono przy ustalaniu maksymalnych wartosci.
Jednak, jak wykazano w pracy H-5, nawet te stosunkowo wysokie stezenia semduramycyny w jajach nie
stanowig realnego zagrozenia dla konsumentow. Pozostatosci semduramycyny w pozostalych matrycach
jadalnych (migsnie, serce, watroba) takze byly nieistotne z punktu widzenia toksykologicznego. Wyniki
prezentowanej pracy pozwalajg zatem stwierdzi¢, ze ustalona maksymalna zawartos¢ semduramycyny w paszy
dla zwierzgt niedocelowych (0,25 mg/kg) gwarantuje bezpieczenstwo zywnosci w zakresie pozostatosci tego

kokcydiostatyku.

Podobne doswiadczenie zostato przeprowadzone takze dla dekokwinatu (H-7). Kurom nioskom podawano przez
14 dni pasze zanieczyszczong tym kokcydiostatykiem w stezeniu zblizonym do maksymalnej zawartosci
(0,34 mg/kg; ML - 0,4 mg/kg). Pozostatosci dekokwinatu oznaczono w probkach jaj, bialek i zottek pobranych

w trakcie podawania zanieczyszczonej paszy i przez 14 dni karencji.

Dekokwinat wykryto w jajach w czwartym dniu podawania zanieczyszczonej paszy. Poziom plateau
(8.91 + 2.888 uglkg) zostat osiagniety w jedenastym dniu i utrzymywat sie do czwartego dnia podawania paszy
niezawierajacej kokcydiostatyku. Nastepnie stezenie dekokwinatu stopniowo zmniejszato sie, jednak nawet

po 14 dniach od odstawienia paszy z dekokwinatem byt on wcigz wykrywalny w jajach.

Stezenie dekokwinatu w Zottkach bylo znacznie wyzsze niz w biatkach (ok. 22 razy), co potwierdza lipofilny
charakter kokcydiostatyku i tumaczy diugi okres jego utrzymywania sie w jajach. Uzyskane wyniki potwierdzaja
wczesniejsze obserwacje (Kouba et al. 1972; Nose et al. 1982, Seman et al. 1989).

Szczegolnie istotny jest fakt, ze stezenie dekokwinatu nie przekroczylo maksymalnej zawartosci (20 pg/kg)
w zadnej probce jaj z przeprowadzonego doswiadczenia. Mozna zatem stwierdzic, ze pozostatosci tego
kokcydiostatyku w jajach nie stanowig zagrozenia dla konsumentow zywnosci. Co wiecej, duza zgodnosc
uzyskanych danych dos$wiadczalnych z zatozonym transferem dekokwinatu do jaj, bedacym podstawq
wyznaczenia maksymalnej zawartosci, utatwia interpretacje ewentualnych wynikow niezgodnych. Kazdy taki
wynik

w zakresie pozostatosci dekokwinatu w jajach powinien inicjowa¢ administracyjne dziatania wyjasniajace,
bowiem, w przeciwienstwie do prezentowanych wczeéniej przypadkéw maduramycyny (Bodi et al. 2012;
Varenina et al. 2015) i semduramycyny (H-5), mato prawdopodobne jest, aby podanie zgodnej z wymaganiami

paszy powodowalo przekroczenie maksymalnej zawartosci w jajach.

Najwazniejsze osiagniecia tego etapu badan stanowia;
—  wykazanie, ze maksymalna zawarto$¢ (ML) semduramycyny w jajach zostata niewtasciwie oszacowana;
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— zaproponowanie nowej wartosci ML dla semduramycyny w jajach — 30 pg/kg;

— wykazanie, Ze zywno$¢ pochodzaca od zwierzat otrzymujacych pasze zanieczyszczong semduramycyng nie
stanowi zagrozenia dla konsumentow;

— potwierdzenie wczesniejszych wynikow bedacych podstawg wyznaczenia maksymalnej zawartosci

dekokwinatu w jajach.
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6. Oméwienie pozostatych osiagnieé¢ naukowo-badawczych
6.1. Udzial w projektach badawczych

7. Program Ramowy Komisji Europejskiej, Industry-Academia Partnerships and Pathways
Projekt 230667: Development of a unique means of detecting and proving illegal administration of recombinant

somatotropin in dairy cows, 2009-2013
Wykonawca

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa WyZszego, program luventus Plus
Projekt IP 2011 020371: Wielosktadnikowa metoda oznaczania pozostatosci lekow przeciwzapalnych

w zywnosci, 2011-2012
Wykonawca

Narodowe Centrum Nauki, program SONATA
Projekt 2012/07/DINZ7/03387: Badania nad wptywem metabolizmu salinomycyny na jej toksycznosc, 2013-2017

Kierownik
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Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa WyZszego, program luventus Plus
Projekt IP 2012 031172: Wielosktadnikowa metoda oznaczania pozostatosci lekow przeciwpasozytniczych

w mleku kozim i owczym oraz wybranych produktach mleczarskich, 2013-2014

Wykonawca

Narodowe Centrum Nauki, program PRELUDIUM
Projekt 2015/17/N/NZ7/04105: Biotransformacja i zanikanie pozostatosci kwasu acetylosalicylowego i kwasu

salicylowego w tkankach i jajach kur, 2016-2018
Opiekun naukowy

Narodowe Centrum Nauki, program PRELUDIUM
Projekt 2015/17/N/NZ7/04097: Badania in simulacra nad rozkladem barwnikéw azowych oraz identyfikacja ich

kancerogennych metabolitow, 2016-2018
Opiekun naukowy

6.2. Dziatalno$¢ publikacyjna

Opracowanie metod oznaczania kokcydiostatykow, lekow przeciwzapalnych i przeciwrobaczych w Zywnosci

pochodzenia zwierzecegqo

W zwigzku z wprowadzeniem w 2003 roku Krajowego Programu Badan Kontrolnych Pozostatosci Chemicznych,
Biologicznych i Lekow, Zaklad Farmakologii i Toksykologii PIWet-PIB, bedacy krajowym laboratorium
referencyjnym, zostat zobowigzany do opracowania i wdrozenia wielu nowych metod. Konieczne bylo

uwzglednienie wszystkich grup zwigzkow, ktorych kontrola jest wymagana w Unii Europejskiej.

Jako doktorantka, a nastepnie pracownik w Zakiadzie Farmakologii i Toksykologii, zostatam wiaczona do tych

badan, co zaowocowalo opracowaniem nastepujacych metod:

— oznaczania pozostatosci 12 kokcydiostatykow w watrobie zwierzat — do dzis jest to jedyna na Swiecie
opublikowana metoda oznaczania kokcydiostatykdw w tej matrycy;

— oznaczania pozostatosci 12 kokcydiostatykow w jajach;

— oznaczania pozostatosci 8 benzoimidazoli, ich metabolitow i lewamizolu w mleku;

— oznaczania pozostatosci 9 niesteroidowych lekow przeciwzapalnych w migsniach zwierzat — zawiera w swym
zakresie fenylobutazon i oksyfenylobutazon, co okazalo sie szczegolnie istotne w roku 2013, kiedy

po ujawnieniu przypadkow falszowania wolowiny miesem konskim instytucje UE nakazaly przebadanie
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dodatkowych probek koniny pod katem wystepowania w nich niedozwolonych pozostatosci fenylobutazonu
i jego metabolitu;

— oznaczania pozostatosci metabolitbw metamizolu w migéniach;

— jednoczesnego oznaczania pozostatosci 20 niesteroidowych i 5 steroidowych lekow przeciwzapalnych
w miesniach zwierzat;

— oznaczania pozostatosci makrocyklicznych laktonéw w mleku.

Optymalizacja warunkdw detekcji, rozdziatu chromatograficznego i sposobu przygotowania probek byta zmudnym
procesem, poprzedzonym doglebnym przestudiowaniem pismiennictwa naukowego. Szczegélnie waznym
etapem bylo wiasciwe oczyszczenie ekstraktu, poniewaz skiad probki ma ogromny wptyw na uzyskiwane wyniki.
Warunki analityczne zostaly dostosowane do wiasciwosci fizykochemicznych badanych lekow oraz rodzaju

matrycy. Starali$my sie przy tym uwzgledni¢ kwestie koszto- i pracochtonnosci procedur.

Wszystkie powyzsze metody zostaly opracowane i zwalidowane zgodnie z europejskimi wymaganiami
i pozwalajg oznaczat badane zwigzki na poziomie prawnych limitow. W miare mozliwosci potwierdzalismy ich
wiarygodnos¢ takze poprzez udziat w badaniach bieglosci. Wigkszos¢ metod jest do dzisiaj stosowana

w realizacji programu badan kontrolnych w Polsce.

Efekt matrycy jako nowy parametr walidacyiny w metodach LC-MS/MS

Istotnym zagadnieniem w mojej pracy naukowej bylo opisanie charakterystycznego dla techniki LC-MS/MS
zjawiska efektu matrycy. Polega ono zakioceniu procesu jonizacji analitbw przez obecne w prébce interferujace
czasteczki i skutkuje problemami zaréwno w analizie jakosciowej (obniza czutos¢ metody), jak i ilosciowej (moze

zaréwno zawyzag, jak i zaniza¢ wyniki).

Na przykladzie metody oznaczania  pozostalosci  niesteroidowych  lekéw  przeciwzapalnych
w migéniach zbadaliSmy wplyw efektu matrycy na wiarygodno$¢ wynikow. Do badan wybralismy wiaénie
te metodg, poniewaz ekstrakty z probek migsni zawierajg duzo zwigzkow interferujgcych, a proces hydrolizy
enzymatycznej, konieczny dla prawidlowego oznaczenia lekéw przeciwzapalnych, dodatkowo zwigksza

zawartos¢ sktadnikow matrycy w koncowym ekstrakcie.

Okreslilismy roznice w efekcie matrycy w analizie probek miesni roznych gatunkow zwierzat (bydta, trzody, koni,
drobiu) oraz wplyw konstrukcji zrodia jonéw spektrometru mas na opisywane zjawisko. Wyniki majg istotne
znaczenie praktyczne, poniewaz pozwalaja okreslic odpornos¢ metod na czynniki takie jak rodzaj probki

i zastosowana aparatura.

Co wazne, na podstawie przeprowadzonych badan i istniejacych zalecen dla metod bioanalitycznych,
zaproponowalismy kryterium oceny efektu matrycy w analizie pozostatosci lekow weterynaryjnych w zywnosci.

Poniewaz niepowtarzalno$¢ badanego zjawiska jest powazniejszym problemem niz sama jego skala, za parametr
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okreslajacy przydatnos¢ metody uznalismy rozrzut efektu matrycy, a jako kryterium zaproponowalismy wartos¢

wspdiczynnika zmiennosci ponizej 25%.

Zanikanie pozostatosci lekow przeciwzapalnych w mleku oraz identyfikacja ich metabolitow

Waznym tematem naszych badan byta kwestia zanikania w mleku lekéw przeciwzapalnych dozwolonych
do stosowania u kréw mlecznych. Przeprowadzone przez nasz zespdt doswiadczenie potwierdzito wezesniejsze
wyniki w zakresie przechodzenia meloksykamu do mieka oraz czasu utrzymywania sie jego pozostatosci w tej
matrycy. Przebadalismy rowniez stopien przechodzenia fluniksyny i meloksykamu do produktéw mleczarskich

takich jak masto, Smietana, ser.

Jednak najciekawsze wyniki dotyczyly oznaczania fluniksyny oraz jej metabolitow w mleku po doswiadczalnym
podaniu fluniksyny krowom. Wiadomo, ze gtdwnym metabolitem fluniksyny i jej pozostatoscig markerowg
w mleku jest 5-hydroksyfluniksyna, kontrowersje budzito jednak powstawanie i przechodzenie do mieka jej

metabolitu Il fazy — glukuronianu fluniksyny.

W naszych badaniach porownalismy stezenia fluniksyny w mleku od krow doswiadczalnych przy zastosowaniu
dwoch metod analitycznych — uwzgledniajacej hydrolize enzymatyczng i pozbawione] tego etapu. W ten sposob
udowodniliSmy wysoki stopien wigzania fluniksyny z kwasem glukuronowym (ok. 73%). Jednocze$nie, poprzez
zastosowanie techniki spektrometrii mas typu putapka jonowa zidentyfikowaliSmy w mleku zwiazek o masie
molowej odpowiadajacej glukuronianowi fluniksyny oraz o widmie mas zbieznym z fragmentacjg leku

macierzystego. Jest to pierwszy bezposredni dowod obecnoscei glukuronianu fluniksyny w mleku.

Zapewnienie jakosci badan w laboratorium

Wewnetrzne | zewnetrzne  sterowanie  jakoscig pozwala  zapewnic  wiarygodnos¢  wynikow
w laboratorium akredytowanym. Wazne jest, aby probki kontrolne byly jak najbardziej zblizone do probek
badanych. Powinno sie zatem, w miare mozliwosci, stosowac probki z naturalnie wbudowanymi pozostatosciami

(po podaniu leku zwierzetom); zazwyczaj ich zrodiem s (certyfikowane) materialy referencyjne lub badania

biegtosci.

Niestety, czesto takie probki nie sa komercyjnie dostepne. Diatego w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii
wyprodukowaliémy oraz szczegdlowo przebadalismy materiaty referencyjne zawierajgce naturalnie wbudowane
pozostatosci: 5-hydroksyfluniksyny w mleku oraz nikarbazyny i narazyny w jajach. Oba materialy zostaty
przygotowane w formie liofilizowanej, co zwieksza ich trwato$¢. Badania jednorodnosci i stabilnosci wykazaty
przydatnos¢ materiatdbw w sterowaniu jakoscia, a badania miedzylaboratoryjne w europejskich laboratoriach

referencyjnych pozwolity bardziej wiarygodnie oszacowac wartos¢ przypisang,

Ze wzgledu na wspomniane trudnoéci z uzyskaniem probek z naturalnie wbudowanymi pozostatosciami, bardzo

cenne sg doswiadczenia z kazdych badan biegtosci. W jednym z testow przygotowanych przez Central Science
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Laboratory (program FAPAS 0270) organizator popefnit istotny btad na etapie planowania, a my jako uczestnicy

tych badan, podjeli$my sie analizy przyczyn i konsekwencji tego niedopatrzenia.

Badania dotyczyly oznaczania pozostatosci oksfendazolu i jednego z jego metabolitw - sulfonu fenbendazolu.
Organizator nie przewidzial, ze w probce moze by¢ obecny takze drugi metabolit — fenbendazol. Poniewaz czgs¢
uczestnikow zastosowata metode, w ktorej wszystkie metabolity oksfendazolu oznaczane sg jednoczesnie, ich
wyniki znacznie odbiegaty od tych uzyskanych przez pozostate laboratoria. Popetniony przez organizatora biad
sprawit, Zze wynik zalezat od zastosowanej metody, co znacznie obnizylo przydatno$¢ tych badan biegtosci

w sterowaniu jakoscia.

Owocem powyzszych badan jest 19 publikacji w czasopismach z listy JCR (26 facznie z osiggnigciem
habilitacyjnym). Peten wykaz publikacji stanowiacych dorobek naukowy znajduje sie w zataczniku 4 do wniosku
o0 przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego. Ponizej przedstawiona jest analiza bibliometryczna dorobku

naukowego (stan na 31 grudnia 2015 roku).

Liczba publikacji w czasopismach z listy JCR 26
w tym: opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 23
w tym: stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 7
Liczba publikacji w czasopismach spoza listy JCR 2
Liczba cytowan (bez autocytowan) wg Web of Science 132
Indeks Hirscha wg Web of Science 5
Sumaryczny wspdiczynnik wplywu (IF, impact factor) 48,4
w tym: dla publikacji opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 46,6
w tym: dla publikacji stanowigcych osiagniecie habilitacyjne 13,1
Suma punktéw MNiSW 579
w tym: dla publikacji opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora 557
w tym: dla publikacji stanowigcych osiggniecie habilitacyjne 188
Liczba komunikatow konferencyjnych (konferencje miedzynarodowe) 33
Liczba komunikatow konferencyjnych (konferencije krajowe) 25

6.3. Dzialalno$¢ organizacyjna

e Od 2014 roku jestem wiceprzewodniczacq oddziatu lubelskiego Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego.
Biore czynny udzial w organizacji XI| Zjazdu Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego, ktéry planowany jest

na wrzesief 2017 roku.
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o Jestem liderkg pakietu zadan WP4. ,Training activities” w projekcie VET-TWIN (692131): ,Strengthening of
scientific excellence of the National Veterinary Research Institute in animal health and food chain safety”,
ktory uzyskal finansowanie w ramach akcji Coordination & support action Programu Horizon 2020 Komisji
Europejskiej. Miatam znaczacy wkiad w merytoryczne przygotowanie wniosku projektowego. Uczestniczytam
w dyskusjach na temat celéw projektu, opracowatam zatozenia umozliwiajace ich realizacje i harmonogram

zadan.

e Jestem autorkg lub wspdlautorkg 7 procedur badawczych stosowanych w Zakfadzie Farmakologii
i Toksykologii w badaniach kontrolnych i ustugowych oraz 6 instrukcji analitycznych przekazanych

laboratoriom Zakfadow Higieny Weterynaryjnej.

6.4. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzujaca nauke

e Petnitam funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim dr Marty Piagtkowskiej. Publiczna obrona
rozprawy doktorskiej pt. ,Pozostatosci lekéw weterynaryjnych, kokcydiostatykow i barwnikow w jajach —
aspekty analityczne i toksykologiczne” odbyta sie 18 wrzeSnia 2015 roku, a stopien doktora nauk
weterynaryjnych zostat doktorantce przyznany na 168. posiedzeniu Rady Naukowej PIWet-PIB 25 listopada

2015. Osiagniecia doktorantki zostaty bardzo wysoko ocenione przez recenzentow rozprawy.

W ramach wspdlpracy ze Szkotg Gtdwng Gospodarstwa Wiejskiego prowadzitam dwukrotnie, w roku 2013
i 2014, zajecia dla studentéw anglojezycznych Wydziatu Weterynaryjnego w ramach éwiczen z przedmiotu

.Feed hygiene".

e Wraz z innymi pracownikami Zaktadu Farmakologii i Toksykologii prowadzitam szkolenie dla pracownikow
Panstwowego Naukowo-Badawczego Instytutu Kontroli Produktow Weterynaryjnych i Dodatkéw Paszowych

(SCIVP) we Lwowie w zakresie metod instrumentalnych stosowanych w badaniach urzedowych pasz.

e Wielokrotnie prowadzitam lub wspotprowadzitam szkolenia dla pracownikow rutynowych laboratoriow
urzedowych (Zakladow Higieny Weterynaryjnej). Zakres tematyczny tych szkoler obejmowal metody
przekazywane laboratoriom rutynowym przez Krajowe Laboratorium Referencyjne (PIWet-PIB) oraz

zagadnienia dotyczace pracy w laboratorium akredytowanym (walidacja metod, sterowanie jakoscig).

e Wielokrotnie recenzowatam publikacje dia czasopism naukowych z listy JCR (Analytica Chimica Acta, Journal
of Chromatography A, Food Additives and Contaminants Part A, Food Analytical Methods, Journal of Dairy

Science, Journal of Separation Science, Journal of Veterinary Science).
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