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1. Imie Nazwisko

Tomasz Wactaw Sniegocki

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

2001

2008

magister chemii; specjalnos¢: chemia organiczna
Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie

Tytut pracy: ,Modyfikacja polimerowych wypetnien L-waling i
L-fenyloalaning zawierajgcg m-akceptorowe i m-donorowe podstawniki”

doktor nauk weterynaryjnych;

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

Tytut pracy doktorskiej: ,Zastosowanie spektrometrii mas do
wykrywania i potwierdzania obecnosci chloramfenikolu, nitrofurandw i
B-agonistéw w tkankach zwierzat i zywnosci pochodzenia zwierzecego”;

Promotor przewodu doktorskiego: prof. dr hab. Jan Zmudzki

Recenzenci przewodu doktorskiego: prof. dr hab. Bolestaw Wojton
prof. dr hab. Arkadiusz Zasadowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych/artystycznych.

2001

2004

2008

chemik - Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

asystent - Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

adiunkt - Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach
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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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

4a) tytut osiagniecia naukowego (jednotematyczny cykl publikacji) *

Analityczna strategia oznaczania chloramfenikolu w zywnosci

pochodzenia zwierzecego

4b) wykaz publikacji wchodzacych w sktad cyklu:

H1 Sniegocki T., Zmudzki J., Posyniak A., Sell B., In-house reference material of
chloramphenicol in pig muscle. Bull Vet Inst Pulawy. 56, 601-604, 2012. (IF = 0,377;
MNiSW = 20; ilos¢ cytowan = 0)

Udziat wtasny: opracowanie koncepcji prac, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
oznaczen, analitycznych, interpretacja wynikdow, sformutowanie wnioskow, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji — 75%.

H2 Sniegocki T., Posyniak A., Gbylik-Sikorska M., Zmudzki J., Determination of
Chloramphenicol in Milk Using a QUEChERS-Based on Liquid Chromatography
Tandem Mass Spectrometry Method. Analytical Letters, 47: 568-578, 2014. (IF =
1,03; MNiSW = 20; ilos¢ cytowan = 14)

Udziat wtasny: opracowanie koncepcji prac, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
oznaczen, analitycznych, interpretacja wynikdw, sformutowanie wnioskow, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji — 80%.

H3 Sniegocki T., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Transfer of Chloramphenicol from
milk to commercial dairy products - Experimental Proof. Food Control. 57 411-418,
2015. (IF = 3,388; MNiSW = 35; ilos¢ cytowan = 9)

Udziat wtasny: opracowanie koncepcji prac, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
oznaczen analitycznych, interpretacja wynikow, sformutowanie wnioskdw, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji — 85%.

! Oéwiadczenia o indywidualnym wktadzie wszystkich wspétautorow stanowig Zatgcznik nr 6 do wniosku o
przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.



Zatqgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych
Autoreferat

H4 Sniegocki T., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Analytical strategy for determination
of chloramphenicol in different biological matrices by liquid chromatography - mass
spectrometry. J Vet Res 61, 321-327, 2017 (IF = 0,811; MNiSW = 15; ilos¢ cytowan =
1)

Udziat wtasny: opracowanie koncepcji prac, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
oznaczen, analitycznych, interpretacja wynikdw, sformutowanie wnioskdw, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji — 85%.

H5 Sniegocki T., Sell B., Giergiel M., Posyniak A., QUEChERS and HPLC-MS/MS
combination for the determination of chloramphenicol in twenty two different
matrices. Molecules 24(3), 384, 2019 (IF = 3.098; MNiSW = 30; ilo$¢ cytowan = 0)

Udziat wtasny: opracowanie koncepcji prac, zaplanowanie doswiadczen, wykonanie
oznaczen, analitycznych, interpretacja wynikdw, sformutowanie wnioskdw, napisanie
manuskryptu, wykonaniu korekty po recenzji — 85%.

taczny wspodtczynnik wptywu (Impact Factor) prac wchodzgcych w sktad
jednotematycznego cyklu publikacji (dla prac opublikowanych w roku 2019 przyjeto
wskaznik z roku 2017) wynosi 8,704, a suma punktéw wg listy czasopism
punktowanych MNiSW (dla prac opublikowanych w roku 2019 przyjeto wskaznik z
roku 2017) wynosi: 120.

4c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omodwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

Intensyfikacja produkcji zwierzecej nastawionej na jak najwieksze zyski przy
minimalnych naktadach, wydaje sie by¢ niemozliwa bez stosowania lekdéw
weterynaryjnych.

Niezaleznie od drogi podawania, substancje aktywne farmakologicznie
przechodzg do réinych tkanek i narzadéw, a takie do mleka, jaj i miodu, gdzie
pozostajg przez pewien okreslony czas.

W wyniku dtugoletnich badan i obserwacji wykazano, ze pozostatosci niektorych
lekdéw weterynaryjnych, miedzy innymi chloramfenikolu, mogg negatywnie
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oddziatywac na zdrowie konsumentow, w zwigzku z tym wprowadzono zakaz ich
stosowania u zwierzat wykorzystywanych do produkcji zywnosci.

Chloramfenikol (CAP), a doktadniej jeden z jego stereoizomerdw (RR-p-CAP)
zostat odkryty w 1947 roku przez Ehrlicha oraz niezaleznie w tym samym roku przez
Cartera (1,2). Zwigzek ten byt szeroko badany w latach 50 i 60 ubiegtego wieku. Ze
wzgledu na hamowanie syntezy biatek, stat sie doskonatym narzedziem dla biologow
molekularnych i genetykdw pracujgcych nad synteza i funkcjami kwasu
nukleinowego. Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego chloramfenikolu jest
zwigzany z hamowaniem biosyntezy biatek w cytoplazmie komoérki bakteryjnej
poprzez wigzanie sie z podjednostkg 50S rybosomu bakteryjnego. Kompleks
chloramfenikol-rybosom uniemozliwia przytagczanie aminoacylo-tRNA do rybosomu,
co zaktdéca prawidtowg lokalizacje peptydylotransferazy, enzymu katalizujgcego
wydtuzanie sie tancucha peptydowego (3).

Obecnie u ludzi, chloramfenikol stosowany jest miejscowo w zakazeniach skéry,
oka i ucha, w postaci kropli, masci lub zawiesiny. Doustnie lub dozylnie moze by¢
stosowany w przebiegu duru brzusznego, zagrazajacych zyciu zakazen wywotywanych
przez Haemophilus influenzae, tularemii, riketsjoz, brucelozy, dzumy oraz ciezkich
zakazen bakteriami beztlenowymi, a takze gruzlicy, tyfusu plamistego, paratyfusu,
kokluszu i czerwonki (dyzenteria) (3).

Zakres stezen terapeutycznych dla chloramfenikolu u ludzi waha sie 6,25-25
mg/kg, natomiast dla wiekszosci zwierzat - 25-50 mg/kg. Chloramfenikol dobrze sie
wchtania z przewodu pokarmowego i wigze sie z biatkami krwi w ok. 50% (3,4).
Dystrybucja chloramfenikolu w organizmie nastepuje szybko, najwyzsze stezenie jest
w watrobie i nerkach, natomiast w ptucach, sledzionie, sercu oraz mie$niach
szkieletowych analogicznie do stezenia we krwi. Wysokie stezenie chloramfenikolu
wystepuje rowniez w cieczy wodnistej oka, oraz po 3-4 godzinach od podania,
w plynie mdézgowo—-rdzeniowym, gdzie osigga okoto 50% stezenia osigganego
w surowicy krwi. Chloramfenikol przenika przez tozysko, mozna go réwniez znalezé
w mleku, gdzie uzyskuje okoto 75 % stezenia we krwi matki. Okres potowicznego
zaniku chloramfenikolu u kur wynosi 7 godz.,, a u kréow 4,5 godz. Jest on
metabolizowany w watrobie przede wszystkim poprzez taczenie sie z kwasem
glukuronowym, a wydalany jest gtdwnie z moczem (6). Innym metabolitem
powstajgcym rowniez w watrobie, ale tez w jelicie grubym jest nitrozochloramfenikol.
Metabolit ten jest gtéwnie odpowiedzialny za efekt toksyczny chloramfenikolu (7, 8).

Pomimo szerokiego spektrum dziatania przeciwbakteryjnego wskazania do
stosowania chloramfenikolu s3 bardzo ograniczone ze wzgledu na efekty uboczne.
Lek ten u niemowlat moze spowodowaé wystgpienie tzw. zespotu szarosci (Gray
syndrom), charakteryzujgcego sie sinicg, obnizeniem temperatury ciata, dusznoscig
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i w konsekwencji zapascia. Wystgpienie tego zespotu jest spowodowane

niezdolnoscig uktadu enzymatycznego watroby niemowlat do sprzegania tego leku

z kwasem glukuronowym oraz uposledzeniem wydalania nerkowego (3,4). Wykazano

rowniez, iz w okoto 1:19000 przypadkdow chloramfenikol wywotuje reakcje

idiosynkrazji (nagta reakcja organizmu, ktora nie zalezy od dawki). Moze réwniez
wystepowac niedokrwistos¢ aplastyczna, ktéra jest spowodowana punktowymi

mutacjami w mitochondrialnym DNA (9).

U ludzi rozpatrywane sg dwa rodzaje toksycznego dziatania chloramfenikolu:

e Pierwszy, czesto wystepujacy, zwigzany z wielkoscig dawki i ustepujacy po
odstawieniu leku, ktérego powodem jest zahamowanie syntezy biatka
w komoérkach szpiku kostnego podczas podawania chloramfenikolu. Zwigzane jest
to rowniez z redukcjg prekursorow krwinek czerwonych oraz zmniejszeniem
prekursoréw krwinek biatych. Objawami chorobowymi s3: tagodna postaé anemii,
obnizony poziom hemoglobiny oraz mata liczbg retikulocytdw we krwi obwodowej
(10).

e Drugi, to anemia aplastyczna, ktdra jest nieodwracalna i nie jest zwigzana z dawka.
Jest ona ciezkim rodzajem niedokrwistosci ogdlnej, ktéra moze tez doprowadzi¢ do
biataczki. Ciezkie uszkodzenie szpiku kostnego u ludzi wywotane przez
chloramfenikol jest stosunkowo rzadkie. Biataczka i anemia aplastyczna wywotana
przez chloramfenikol moze by¢ zwigzana rowniez z uszkodzeniem DNA,
a przyczyng jest tworzenie sie nitrozochloramfenikolu, produktu redukcji grupy
nitrowe] chloramfenikolu. Zdolnos¢ do redukcji grupy nitrowej w pozycji para do
pochodnej nitrozo jest charakterystyczna dla danego gatunku, ale tez jest
genetycznie okreslona i daje poczatek indywidualnej metabolicznej sktonnosci do
uszkodzen DNA wywotanych przez leki. Zatozenie to zostato oparte na badaniach in
vitro i in vivo wskazujgcych, ze hematologiczna odpowiedz na chloramfenikol
u myszy jest czesciowo dziedziczona. Potwierdza to réwniez doswiadczenie
przeprowadzone przez nas na hepatocytach wyizolowanych od indykéw
i szczurdw, gdzie wystepujg statystycznie istotne réznice w stezeniach metabolitow
chloramfenikolu wystepujacych u tych dwéch gatunkéw zwierzat (11). U ludzi
biochemiczny mechanizm odpowiedzialny za wystepowanie anemii aplastycznej
nie jest doktadnie wyjasniony. Innymi ubocznymi objawami sg: blados¢ skéry, bdl
gardfa, goraczka, wybroczyny, siniaki, zmeczenie oraz ostabienie (powyisze
dziatania uboczne mogg réwniez wystgpi¢ do kilku tygodni lub miesiecy po
zaprzestaniu przyjmowania chloramfenikolu) (12).

Zaobserwowany u ludzi rozwdj anemii aplastycznej praktycznie nie wystepuje

u zwierzat. Ostatnie badania potwierdzity poprzednie obserwacje, iz nie istnieje

doktadnie sprecyzowany model anemii aplastycznej u zwierzat laboratoryjnych.
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U swin, zostata okreslona dawka powodujgca odwracalng degradacje szpiku
kostnego, ktéra po 16 dniowej ekspozycji bursztynianem chloramfenikolu wynosita
825 mg/kg. Wczesne oznaki toksycznosci dla szpiku kostnego w badaniu krwi
charakteryzujg sie niedoborem biatych krwinek, a zwifaszcza limfocytow
obojetnochtonnych. Inne objawy, ktore zostaty zaobserwowane
u zwierzat leczonych chloramfenikolem to: wymioty, biegunka, anoreksja oraz
depresja. Potencjalne ryzyko powazinych dziatan toksycznych spowodowato
ograniczenie stosowania chloramfenikolu zaréwno w medycynie ludzkiej jak
i weterynaryjnej (13).

Od 1994 roku stosowanie tego leku w krajach Unii Europejskiej u zwierzat
wykorzystywanych do produkcji zywnosci zostato zabronione. W zwigzku
z potencjalng mozliwoscig wystgpienia dziatan niepozgdanych niezaleznych od dawki
nie okreslono limitu dopuszczalnego dziennego spozycia (ADI) (ang. Acceptable Daily
Intake). Brak tego kryterium uniemozliwito ustalenie najwyzszego dopuszczalnego
limitu pozostatosci (MRL) chloramfenikolu w zywnosci zwierzecego pochodzenia.
Pomimo tego zakazu, jednak jest on nadal nielegalnie stosowany (14).

W ciggu ostatnich kilku lat pojawity sie liczne doniesienia opisujgce szereg
przypadkéw obecnosci pozostatosci chloramfenikolu w zywnosci pochodzenia
zwierzecego. W krajach, w ktérych do tej pory chloramfenikol jest dozwolony do
stosowania, jego pozostatosci byty stwierdzane w miesniach (kréliki, dréob, produkty
akwakultury), a takze miodzie, mleczku pszczelim oraz w mleku (15). Wiekszos¢
skazonej zywnosci pochodzita z potudniowo—wschodniej czesci Azji. Najwiekszym
problemem byty dodatnie prébki miodu pochodzace gtdéwnie z Chin oraz krewetek
importowanych z Chin, Wietnamu, Indonezji, Tajlandii oraz Indii.

Szerokim echem w Unii Europejskiej odbita sie réwniez ,afera
chloramfenikolowa”, ktdéra dotyczyta sprowadzanych z Indii w latach 2013-2015
preparatéw enzymatycznych zawierajgcych chloramfenikol, ktére mogag byc¢
stosowane jako dodatki paszowe, ale réwniez mogg by¢ dodawane do rdézinych
produktow spozywczych (16).

W zwigzku z toksycznoscig chloramfenikolu, zaréwno unijne jak i polskie, akty
prawne nakazujg prowadzenie badan kontrolnych pozostatosci w produktach
pochodzenia zwierzecego (tkanki, jaja, mleko, midd) oraz paszach (17).

W celu zabezpieczenia konsumenta przed spozywaniem zywnosci zawierajgcej
pozostatosci substancji niedozwolonych, a takze swobodnego przeptywu towaréw
w obrebie krajéw UE, prowadzone sg badania kontrolne pozostatosci (18-23). Decyzja
Komisji 96/23 wprowadzono obowigzek badania tych kontroli substancji (14). Zakres
zalecanych badan obejmuje szereg grup zwigzkdw chemicznych podzielonych na
grupe A (substancje wykazujgce dziatanie anaboliczne oraz zwigzki, ktérych
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stosowanie u zwierzat jest niedozwolone) oraz grupe B (produkty lecznicze,
zanieczyszczenia Srodowiskowe oraz inne zanieczyszczenia chemiczne). Ze wzgledu na
range badan kontrolnych pozostatosci chemicznych, zostaty okreslone kryteria, jakie
muszg spetniaé techniki analityczne, stosowane w oznaczeniach poszczegdlnych grup
zwigzkow.

W latach 2009-2014 w UE w ramach programu kontroli pozostatosci, co roku
badanych jest okoto 400 000 prébek zywnosci i produktéw pochodzenia zwierzecego
w kierunku obecnosci ponad 700 substancji niedozwolonych, lub ktdrych stezenie nie
powinno przekraczaé wyznaczonych limitow. Chloramfenikol, ktéry jest jednym
z kilkunastu zwigzkéw nalezgcych do podgrupy A6 wedtug raportéw EFSA za lata
2009-2014 stwierdzono fgcznie w 106 probkach. Stanowi to 47% wynikow
niezgodnych z wszystkich wynikéw niezgodnych uzyskanych w podgrupie A6 w latach
2009-2014 (18-23).

Dlatego tez, majgc na uwadze to, ze chloramfenikol jest najczesciej stosowanym
lekiem niedozwolonym z podgrupy A6, a co za tym idzie, tak czeste wykrywanie
pozostatosci chloramfenikolu oraz ochrone zdrowia konsumenta, powinno sie
dodatkowo zwiekszy¢ kontrole tej substancji. Kontrola pozostatosci chloramfenikolu
W zywnosci pochodzenia zwierzecego, powinna sie odbywac przy zastosowaniu
odpowiednich, spetniajgcych najwyzsze wymagania procedur analitycznych,
we witasciwie przygotowanym materiale biologicznym.

Chloramfenikol jako substancja niedozwolona nie powinna wystepowac
w zywnosci i produktach pochodzenia zwierzecego w najmniejszym nawet stezeniu
(tolerancja ,,zero”).

Metodom analitycznym stosowanym do oznaczania chloramfenikolu stawiane sg,
wysokie wymagania, miedzy innymi poprzez wyznaczenie minimalny poziom
oznaczania (MRPL) (ang. Minimum Required Performance Limit), ktéry na podstawie
Decyzji Komisji 2003/181/WE wynosi 0,3 pg/kg (24). Jednak rozwdj technik
analitycznych oraz coraz ostrzejsze wymagania jakie stawiane sg w analizie
pozostatosci, sprawiajg, ze wciaz istnieje potrzeba tworzenia nowych bardziej czutych,
selektywnych, uniwersalnych i szybkich procedur.

Opracowywanie metod oznaczania pozostatosci substancji niedozwolonych
w wielu matrycach (rézne rodzaje materiatu biologicznego) to wieloetapowy i ztozony
proces, ktory musi uwzgledni¢ duzg réznorodnos¢ parametrow takich jak zawartos¢
ttuszczu, biatka, wody, cukréw czy tez réznych dodatkéw stosowanych w zywnosci.
Z tego powodu, opracowanie metody zazwyczaj obejmuje optymalizacje ekstrakcji
analitu z proébki, oczyszczania otrzymanego ekstraktu oraz rozdziatu i detekcji.
Analizujgc dostepng literature mozna dojs¢ do wniosku, ze metody dzielimy na te
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w ktérych, chloramfenikol jest ekstrahowany przy uzyciu techniki ciecz-ciecz oraz
ciecz-ciato state lub kombinacji tych metod (25).

W ostatnich latach opracowano chromatograficzne metody oznaczania
chloramfenikolu, w réznych matrycach oparte gtéwnie na chromatografii gazowej
i cieczcowej oraz wykorzystujgce rézne formy detekcji. W chromatografii gazowej
wykorzystywana jest obecnos¢ polarnych grup funkcyjnych (hydroksylowych), ktére
daja mozliwos¢ reakcji z dang substancja z odpowiednim odczynnikiem.
W wyniku czego poprawiona jest lotnos¢, oraz stabilno$¢ termiczna substancji
analizowanej. W przypadku chloramfenikolu stosuje sie przytgczanie grup silanowych
do poszczegdlnych grup funkcyjnych, dzieki czemu zwieksza sie czuto$¢é detektora
wychwytu elektronéw (ECD) (ang. Electron Capture Detector) oraz spektrometru mas
(MS). Reakcja silanizacji zwykle jest katalizowana przez kwasy albo zasady (25, 26).

W latach 90-tych XX wieku rowniez detektor ECD byt szeroko uzywany w analizie
chloramfenikolu. Opisano miedzy innymi metode jego oznaczania w krewetkach,
w ktorej limit wykrywalnosci wynosit 1 pg/kg (27) oraz metode oznaczania
w miesniach wieprzowych, gdzie limit wykrywalnosci wynosit 2 pug/kg (28).
W przypadku potgczenia chromatografii gazowej ze spektrometriag mas, najczesciej
stosowanymi technikami jonizacji dla chloramfenikolu sg jonizacja chemiczna (Cl)
(ang. Chemical lonisation) i jonizacja elektronami (El) (ang. Electron Impact). Ze
wzgledu na obecnosci dwéch atoméw chloru w czgsteczce chloramfenikolu,
chromatografia gazowa pofgczona ze spektrometria mas w trybie negatywnej
jonizacji chemicznej (NCI) (ang. Negative Chemical lonisation) byta jedng z najlepszych
technik do analizy tego zwigzku i dlatego tez byta to najczesciej uzywana metoda do
potwierdzen pozostatosci chloramfenikolu na poczatku XXI wieku. Technika ta
charakteryzuje sie ograniczong iloscig fragmentéw; jednakze, jon molekularny jest
zawsze czescig spektrum. Granica wykrywalnosci tej metody w tkance miesniowej
wynosi < 0,1 pg/kg (25,26,29).

Rozwdj nowej techniki jonizacji pod cisnieniem atmosferycznym, w detektorach
mas sprzezonych z chromatografig cieczowg, przyczynit sie do powstania niezawodnej
techniki badania pozostatosci chloramfenikolu, ktdra jest obecnie najpowszechniejszg
metodg oznaczania. Niemniej jednak brakuje metody, ktdéra pozwolitaby na
oznaczanie chloramfenikolu przy uzyciu jednej metody dla jak najwieksze] ilosci
matryc oraz obejmujacy rézne etapy produkcji zywnosci pochodzenia zwierzecego.

Dlatego tez, celem niniejszego cyklu jest przedstawienie analitycznej strategii,
zgodnej z powszechnie obowigzujgcymi normami, ktéra rozwigzataby problem
oznaczania chloramfenikolu w sposéb kompleksowy w jak najwiekszej ilosci matryc
oraz obejmujgcy rozne etapy produkcji zywnosci pochodzenia zwierzecego.

10



Zatqgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych
Autoreferat

Cel podjetych badan

Opracowanie warsztatu metodycznego oznaczania pozostatosci
chloramfenikolu i jego gtdwnego metabolitu oraz opracowanie analitycznej
strategii, zgodnej z powszechnie obowigzujacymi normami, ktéra rozwiagzataby
problem oznaczania chloramfenikolu w sposob kompleksowy i obejmujacy szeroki
zakres matryc na roznych etapach produkcji zywnosci pochodzenia zwierzecego.

Przygotowanie i ocena materiatu referencyjnego uzyskanego
w laboratorium (H1).

Wymagania Unii Europejskiej dotyczgce ochrony zdrowia konsumenta w zakresie
bezpieczenstwa zywnosci, naktadajg obowigzek monitorowania wielu grup lekéw
weterynaryjnych. Program kontroli, ktéry jest prowadzony w Unii Europejskiej dla
pozostatosci bada obecnosci ponad 700 substancji niedozwolonych oraz tych, ktérych
stezenie nie powinno przekracza¢ wyznaczonych limitéw (18-23). Substancje te
podzielone sg na grupy w zaleznosci od witasciwosci danej substancji oraz jej
toksycznosci.

Chloramfenikol ze wzgledu na swojg toksycznos¢ znajduje sie w podgrupie A6
wraz z kilkunastoma innymi substancjami i jest jedng z najczesciej
stwierdzanych/wykrywanych substancji niedozwolonych (47% z wszystkich wynikéw
niezgodnych uzyskanych w podgrupie A6, 2009-2014) (18-23). Dlatego tez konieczna
jest wzmozona kontrola tej substancji w Zzywnosci pochodzenia zwierzecego.
Zwiekszenie kontroli badanej substancji nalezy rozpoczgé od sprawdzenia metod
analitycznych, czy s3 odpowiednie oraz czy spetniajg okresSlone wymagania.
Kluczowym zagadnieniem jest sprawdzenie procedury badawczej na prawidtowo
dobranym i przechowywanym materiale biologicznym. Najlepszym materiatem do
sprawdzania metod jest certyfikowany materiat referencyjny (CRM) (ang. certyfited
reference material). Niestety, materiaty te s3 bardzo drogie oraz trudno dostepne,
a w przypadku chloramfenikolu nie sg w ogéle dostepne.

W zwigzku z tym, w celu sprawdzenia metody oraz wyeliminowania btedéw
mogacych powstaé ze wzgledu na Zle pobrany materiat do analizy, podjgtem sie
opracowania materiatu referencyjnego wytworzonego i ocenionego w naszym
laboratorium (HRM) (ang. in-House Reference Material) (H1). Materiat ten stanowity
miesnie wieprzowe naturalnie skazone pozostatosciami chloramfenikolu. Badanie
jednorodnosci przygotowanego HRM jest zawsze pierwszym etapem w procesie
oceny, poniewaz materiat biologiczny jest w pewnym stopniu heterogeniczny.
Schemat badania jednorodnosci opierat sie na statystycznej analizie wynikéw
podwdjnej analizy dla 10 prébek, zgodnie z raportem technicznym IUPAC (ang.
International Union of Pure and Applied Chemistry) (30). Dzieki temu testowi mozna

11



Zatqgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych
Autoreferat

tatwo sprawdzi¢ tendencje i rdznice miedzy pierwszym i drugim testem oraz
zewnetrznymi wynikami w prébkach. Weryfikacje homogenicznosci przeprowadzitem
przy uzyciu testu Cochrana i testu wystarczajgcej jednorodnosci. Wartosc¢ testowa
Cochrana HRM byta nizsza od wartosci krytycznej dla 10 par analizowanych
w badaniu przy poziomie ufnosci 95%, co wskazuje na jednorodnos¢ przygotowanego
materiatu. W przypadku badania wystarczajacej jednorodnosci, odchylenie
standardowe probki HRM byto znacznie nizsze niz wartos¢ krytyczna dla tego testu
(30). Oba testy statystyczne, potwierdzity jednorodnos¢ materiatu referencyjnego.
Wyniki badania stabilnosci CAP w miesniach przechowywanych w temperaturze
-20 + 2 °C potwierdzity, ze mierzalna degradacja nie wystgpita, gdy materiat
przechowywany byt do 5 miesiecy w tej temperaturze. Analiza statystyczna wynikéw
wykazata, ze materiat moze by¢ uzyty do dalszych celéw przy sprawdzaniu oraz
opracowywaniu nowych procedur badawczych oznaczania chloramfenikolu, a takze
podczas organizacji badan biegtosci dla laboratoridw zewnetrznych.

Opracowanie szybkiej metody oznaczania chloramfenikolu z wykorzystaniem
nowej techniki — QUEChERS (H2).

Przypadki wystepowania chloramfenikolu w mleku, oprécz miesni sg jednymi
z najczesciej udokumentowywanych przypadkow przez system szybkiego ostrzegania
dla zywnosci i paszy (RASFF) (ang. Rapid Alert System for Food and Feed) (15). Dlatego
tez, wazne jest aby metoda oznaczania chloramfenikolu w mleku spetniata wysokie
wymagania jakie stawia sie dla metod do oznaczania lekéw niedozwolonych. Poza
wykryciem analitu metody sg zobligowane do dostarczenia informacji dotyczacej
zawartosci pozostatosci w jak najkrétszym czasie nie tracac przy tym na jakosci
uzyskanych wynikéw. W zwigzku z tym, podjgtem sie opracowania nowej i szybkiej
metody. W przypadku analizy innych zwigzkéw takich jak pestycydy zostata
opracowana szybka i niedroga metoda - QUEChERS (ang. Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe). Metoda QUEChERS pozwala uzyska¢ powtarzalne
rezultaty przy jak najmniejszej liczbie etapdow pracy laboratoryjnej oraz przy
niewielkim zuzyciu odczynnikdw. Metoda ta polega na ekstrakcji i podziale w ukfadzie
ciecz—ciecz sktadnikdw prébki z uzyciem rozpuszczalnika organicznego, a nastepnie
oczyszczeniu ekstraktu z wykorzystaniem metody dyspersyjnej ekstrakcji do fazy
statej. Do momentu podjecia przeze mnie badan przy uzyciu tej techniki ukazata sie
tylko jedna publikacja dotyczgca oznaczania chloramfenikolu w miodzie. Opracowana
metoda oznaczania chloramfenikolu po raz pierwszy wykorzystuje tg technike
oczyszczania w analizie prébek mleka (H2). W wyniku przeprowadzonych badan
ustalono, ze wspétczynnik liniowosci (r) miat wartos¢ powyzej 0,99. Zakres roboczy
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metody miescit sie w granicach od 0,1 pg/kg do 5,0 pg/kg. Wartos¢ wspodtczynnika
zmiennosci (CV) charakteryzujgcego powtarzalnos¢ i odtwarzalno$é nie przekraczata
12%, odzysk od 91% do 110%. Oszacowano granice oznaczalnosci metody - 0,1 pg/kg.
Wyniki walidacji potwierdzity, ze opracowana metoda spetnia wymagania jakie
stawiane sg dla metod przy uzyciu, ktérych oznaczane s3g leki niedozwolone do
stosowania u zwierzat dostarczajacych zywno$é. Opracowana metoda zostafa
sprawdzona w badaniach biegtosci oraz jest uzywana do oznaczania chloramfenikolu
w mleku w Krajowym programie badan pozostatosci. W ostatnich 3 latach przy uzyciu
tej metody potwierdzono kilka przypadkéw wystepowania chloramfenikolu w mleku
co uwierzytelnia jej przydatnos$é w rutynowych analizach.

Okreslenie stopnia przechodzenia chloramfenikolu z mleka do produktow
mlecznych: serwatki, masta, sera, Smietany (H3).

Pismiennictwo dotyczgce chloramfenikolu skupia sie przede wszystkim na
badaniu toksycznosci tego zwigzku oraz mozliwosSciach jego oznaczania. Natomiast
informacje dotyczgce przechodzenia chloramfenikolu do zywnosci przetworzonej sg
dostepne w bardzo ograniczconym zakresie i dotyczg tylko obrébki termicznej
krewetek zawierajgcych chloramfenikol (34). Nie ma natomiast zadnych informaciji
dotyczacych przechodzenia chloramfenikolu do produktéw mlecznych, co jest
zaskakujgce ze wzgledu na fakt, ze okoto 15 % prébek z wszystkich prébek
zgtoszonych w ciggu ostatnich 12 lat do systemu RASFF to prébki mleka oraz jego
przetwory (15). Wystepowanie pozostatosci chloramfenikolu w mleku moze wynikac
z trzech powoddéw. Pierwszym jest nielegalne stosowanie tego leku w przebiegu
Mastitis, ktdre jest obecnie jedng z najczesciej wystepujgcych i najbardziej
,kosztownych” choréb bydta mlecznego. Szacuje sie, ze corocznie na zapalenie
wymienia zapada od 25% do nawet 50% kréow na catym Swiecie (35). Drugg
mozliwoscig jest naturalna obecnos¢ CAP w uprawach roslinnych, w wyniku jego
produkcji przez bakterie glebowe znajdujgce sie w ich naturalnym s$rodowisku,
a nastepnie wchtanianie przez rosliny uprawne, ktére moga by¢ wykorzystane do
produkcji paszy (36). Ostatniag mozliwoscig jest dodanie chloramfenikolu do mleka
w celu zabezpieczenia mleka przed procesami fermentacyjnymi (H3).

W zwigzku z tym podjatem sie sprawdzenia mozliwosci przechodzenia
chloramfenikolu do produktéw mlecznych po nielegalnym jego zastosowaniu w celu
zabezpieczenia mleka przed procesami fermentacyjnymi. W pierwszym etapie badan
opracowano metode oznaczania chloramfenikolu w produktach mlecznych, serwatce,
masle, serze oraz Smietanie. Nastepnie przeprowadzono doswiadczenie produkcji
produktow mlecznych w warunkach laboratoryjnych i przebadano mozliwosc
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przechodzenia chloramfenikolu (H3). W eksperymencie wykorzystano probki mleka
od krowy rasy Holsztyisko-Fryzyjskiej z zawartoscig biatka okoto 3,5% oraz
zawartoscig ttuszczu 4,3%. Wszystkie pobrane prébki zostaty sprawdzone, czy s3
wolne od pozostatosci chloramfenikolu. Nastepnie prébki przechowywano
w temperaturze <-18 °C, az do eksperymentu. W celu obliczenia stezenia
chloramfenikolu w mleku przeanalizowano leki dostepne na rynku oraz wielkos¢
cystern w jakich mleko jest przewozone. Nastepnie warto$¢ ta zostata jeszcze
obnizona i dodana do prébki mleka. Kolejnym etapem byto sprawdzenie prébki pod
katem jednorodnosci. Test ten opierat sie na statystycznej analizie wynikow
podwdjnej analizy dla 10 prébek, zgodnie z raportem technicznym IUPAC (30) oraz
weryfikacji homogenicznosci przeprowadzonej przy wuzyciu testu Cochrana
i testu wystarczajgcej jednorodnosci. Po przeprowadzeniu tych testéw stwierdzono,
ze prébka mleka jest homogeniczna. Nastepnym etapem byto poddanie mleka
inkubacji w temperaturze pokojowej przez 32 h. W tym czasie zebrano smietane,
z czesci ktorej w wyniku wytrzasania otrzymano masto. Pozostatg dolng czesc
sfermentowanego mleka podgrzano do temp. 50 °C. Nastepnie odseparowano ser
i otrzymano serwatke. Kazdy z otrzymanych produktéw zostat przebadany na
obecnos¢ pozostatosci chloramfenikolu. Analiza wynikow jednoznacznie dowiodta, ze
chloramfenikol przechodzi do produktdw mlecznych, a uzyskane stezenia dla
poszczegblnych produktéow wynosity odpowiednio: masto 4,86 pg/kg, smietana 3,5
ug/kg, ser 2,36 ug/kg oraz serwatka 0,14 pg/kg. Na podstawie otrzymanych wynikow
mozna stwierdzi¢ ze chloramfenikol kumuluje sie bardziej w produktach
zawierajgcych wiecej ttuszczu. Dodatkowo zostata rdéwniez przeprowadzona
weryfikacja homogenicznosci otrzymanych materiatdw przy uzyciu testu Cochrana
i testu wystarczajgcej jednorodnosci.

Opracowanie metody oznaczania chloramfenikolu i jego gtownego metabolitu
glukuronianu chloramfenikolu w réznych matrycach (H4).

Posiadajac informacje dotyczgce przechodzenia chloramfenikolu do produktéw
mlecznych oraz dane literaturowe dotyczgce wysokiej odpornosci chloramfenikolu na
temperature podczas gotowania (34), a takie potwierdzajgc obecnosé
chloramfenikolu w matrycach takich jak: miéd pitny czy tez mleczko pszczele.
Jednoczesnie majac na uwadze informacje na temat ,afery chloramfenikolowej”,
ktéra wstrzgsneta rynkiem europejskim w latach 2013-2015 (15). Podjatem sie
opracowania analitycznej strategii oznaczania chloramfenikolu dla 21 wybranych
matryc, w ktdrych istnieje mozliwos¢ wystepowania pozostatosci chloramfenikolu
oraz etapy, na ktérych powinno sie badaé pozostatosci chloramfenikolu (H4):
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e Etap 1, wczesne wykrywanie - oznaczanie w prdobkach pobranych
w gospodarstwie (woda, pasza, mocz, osocze).

e Etap 2, badanie obecnosci w jadalnych produktach nieprzetworzonych
(miesnie, watroba, nerki, ttuszcz, jaja, mleko, midd).

e Etap 3, badanie obecnosci w zywnosci przetworzonej (kietbasa, szynka, miesne
produkty mrozone, proszek jajeczny, masto, smietana, ser, serwatka, mleko
w proszku).

Takie podejscie do oznaczania pozostatosci zdecydowanie poprawia
bezpieczenstwo zywnosci, a co za tym idzie réwniez bezpieczenstwo konsumenta.
Mozliwos¢ sprawdzenia obecnosci chloramfenikolu na 1 etapie, znaczgco zmniejsza
ryzyko wystepowania tej substancji na pdziniejszych etapach. Niemniej jednak
pozostate etapy znaczagco ograniczajg prawdopodobienstwo wystepowania
chloramfenikolu w zywnosci pochodzenia zwierzecego. Dodatkowo oprécz nowo
opracowanej metody przy uzyciu ekstrakcji ciecz-ciato state do oznaczania
chloramfenikolu zaproponowatem takze metode do oznaczania chloramfenikolu
i jego gtdbwnego metabolitu glukuronianu chloramfenikolu, ktéry moze wystepowaé
w niektérych matrycach (H4). Opracowana metoda zostata poddana walidacji zgodnie
z wymaganiami obowigzujagcymi w Unii Europejskiej. Wyznaczono nastepujgce
parametry charakteryzujgce opracowang metode: liniowos¢, odzysk, powtarzalnosc
i odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjng, niepewnos¢ i odpornos¢ metody, a takze
efekt matrycy. W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze wspdtczynnik
liniowosci (r) miat wartos¢ powyzej 0,99. Zakres roboczy metody miescit sie
w granicach od 0,1 pg/kg do 2,4 pg/kg. Wartos¢ wspodtczynnika zmiennosci (CV)
charakteryzujgcego powtarzalnosc¢ i odtwarzalnos¢ nie przekraczata 13,6%. Odzysk
wahat sie od 92% do 107%. Oszacowano granice oznaczalnosci metody na poziomie
0,06 ug/kg do 0,12 ug/kg, w zaleznosci od matrycy. Wszystkie wyznaczone parametry
spetniaty wymagania jakie sg stawiane dla metod potwierdzajagcych do oznaczania
lekdw niedozwolonych do stosowania u zwierzat wykorzystywanych do produkcji
zywnosci. Uzyskane limity oznaczania dla poszczegdlnych matryc sg ponizej
minimalnego poziomu oznaczania (MRPL), ktéry na podstawie Decyzji Komisji
2003/181/WE wynosi 0,3 pg/kg (24).

Opracowanie metody oznaczania chloramfenikolu i jego gtdwnego metabolitu
glukuronianu opartej na QUEChERS (H5).

Bazujac na swoich wczesniejszych doswiadczeniach z poprzedniej publikacji
dotyczacych matryc, w jakich chloramfenikol moze wystepowaé (H4) postanowitem
opracowaé metode, ktéra bedzie rowniez obejmowata tak szeroki zakres matryc, ale
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jednoczes$nie bedzie duzo prostsza i szybsza od poprzedniej, spetniajac przy tym
surowe wymagania analityczne oraz uwzgledniajgc  gtdwny  metabolit
chloramfenikolu. Niestety opracowanie jednej, prostej metody dla tak duzej liczby
réoznorodnych matryc jest do$é¢ trudne ze wzgledu na duzg zmienno$¢ wsrdd
badanych materiatdw w odniesieniu do zawartosci tfuszczu (masto, Smietana, jaja,
pasze), biatka (Smietana, twardg, jaja, pasza), wody (woda, serwatka, mocz, miesnie),
a takze cukru (midd). Produkty moga zawiera¢ rowniez dodatkowe witaminy, oleje,
emulgatory, polepszacze smaku, sol i inne przyprawy. Ponadto midd jest trudna
matrycg, ze wzgledu kompozycje cukréw, ktdére stanowig jedng z najbardziej
ztozonych mieszanin naturalnych weglowodanéw. Na koniec, wszystkie te rdézine
matryce mogg zawiera¢ zanieczyszczenia, ktére mogg mie¢ pewien wptyw na analize
przy uzyciu chromatografii cieczowej i mogg prowadzi¢ do szeregu koelucji
i kontaminacji krzyzowych substancji badanej z zanieczyszczeniami.
Dlatego tez opierajgc sie o wczesniejsze doswiadczenia (H3, H4) celem badan
byto opracowanie prostej, taniej i szybkiej metody z dobrym odzyskiem i dobrym
oczyszczaniem ekstraktéw metodg QUEChERS. W miejsce ekstrakcji ciecz-ciecz lub
ekstrakcji ciecz-ciato state w celu potwierdzania i ilosciowego oznaczania pozostatosci
chloramfenikolu i glukuronianu chloramfenikolu (glukuronian jest przeksztatcany
w chloramfenikol z zastosowaniem hydrolizy przy uzyciu beta-glukuraonidazy)
w réznych matrycach (H5).
W pierwszym etapie badan dokonatem podziatu matryc:
e Matryce, ktére wymagajg etapu hydrolizy, w ktérych chloramfenikol wystepuje
w postaci glukuronianu chloramfenikolu (watroba, nerki, mocz, osocze).

e Matryce, w ktdorych chloramfenikol jest obecny jako substancja macierzysta
(masto, mleko, miesnie, proszek jajeczny, produkty z akwakultury, miéd, mleko
w proszku, miéd pitny, kietbasa, szynka, salceson, jelita, ttuszcz i pasze).

Najwiekszym problemem byto zaszeregowanie miesni do jednej z wyzej
wymienionych grup ze wzgledu na fakt, ze nie ma danych literaturowych
Swiadczacych o wystepowaniu chloramfenikolu w postaci glukuronianu w tej matrycy.
Natomiast badania Kittler (37) i moje witasne doswiadczenia (H4), jednoznacznie
wskazujg, ze uzyskane stezenie chloramfenikolu jest duzo wyzsze przy zastosowaniu
etapu hydrolizy. Dlatego tez, zdecydowatem, ze miesnie réwniez zostang dodane do
matryc, w ktorych potrzebny jest etap hydrolizy. W wyniku optymalizacji etapu
hydrolizy najbardziej powtarzalne wyniki, oraz brak obecnosci glukuronianu
chloramfenikolu zostaty uzyskane po 1 godzinie w temperaturze co najmniej 50 °C.
Na podstawie doswiadczen z wczesdniejszych badan (H4), do ekstrakcji postanowitem
wykorzysta¢ acetonitryl, ktéry stanowi dobry kompromis pomiedzy odzyskiem,
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a ,czystoscig” ekstraktow dla wszystkich testowanych matryc. Pozostate parametry
odczynnikdw zostaty wybrane w oparciu o doswiadczenia zebrane podczas doboru
warunkéw oznaczania CAP w produktach mlecznych (H4). Opracowana metoda
zostata poddana walidacji zgodnie z obowigzujgcymi wymaganiami w Unii
Europejskiej (24). Wyznaczono nastepujgce parametry charakteryzujgce opracowang
metode: liniowos$é, odzysk, powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjng,
niepewnosc i odpornos$é metody a takze efekt matrycy. W wyniku przeprowadzonych
badan ustalono, ze wspdtczynnik liniowosci (r) miat wartosé¢ powyzej 0,98. Zakres
roboczy metody miescit sie w granicach od 0,1 pg/kg do 2,4 pg/kg. Wartosé
wspoétczynnika zmiennosci (CV) charakteryzujgcego powtarzalnosé i odtwarzalnos$é
nie przekraczata 13,1%. Odzysk wahat sie od 94.4% do 104.8%. Oszacowano granice
oznaczalnosci metody na poziomie 0,1 pg/kg do 0,15 pg/kg w zaleznosci od matrycy.
Wszystkie wyznaczone parametry spetniaty wymagania jakie sg stawiane dla metod
potwierdzajgcych do oznaczania lekéw niedozwolonych do stosowania u zwierzat
wykorzystywanych do produkcji zywnosci. Uzyskane limity oznaczania podobnie jak
we wczesniejszej publikacji (H4) znajdowaty sie ponizej wartosci MRPL (0,3 pg/kg)
(23).

Podsumowanie osiggniec

e Przygotowanie i ocena materiatu referencyjnego uzyskanego
w laboratorium (H1).

Materiat stanowity miesnie wieprzowe z wbudowanymi naturalnie
pozostatosciami chloramfenikolu. Przygotowany materiat referencyjny zostat
przebadany pod katem jednorodnosci i stabilnosSci. Analiza statystyczna wynikéw
wykazata, ze materiat moze by¢ uzyty do sterowania jakoscig badan oraz postuzy¢
do dalszych celéw przy opracowaniu nowych procedur badawczych oznaczania
chloramfenikolu, a takze podczas organizacji badan biegtosci.

e Opracowanie szybkiej metody oznaczania chloramfenikolu z wykorzystaniem
nowej techniki — QUEChERS (H2).

Opracowana metoda spetnia miedzynarodowe wymagania analityczne i zostata
wdrozona do realizacji Krajowego programu badan kontrolnych pozostatosci
u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego. Przy uzyciu tej metody
potwierdzono kilka przypadkédw wystepowania chloramfenikolu w mleku co
uwierzytelnia jej przydatno$é w rutynowych analizach.
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Okreslenie stopnia przechodzenia chloramfenikolu z mleka do produktow
mlecznych: serwatki, masta, sera, Smietany (H3).

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia udowodniono przechodzenie
chloramfenikolu do produktéw mlecznych oraz ze mozina te pozostatosci
oznaczy¢. Nastepstwem tego doswiadczenia jest rozszerzenie zakresu badan
oznaczania pozostatosci chloramfenikolu w produktach mlecznych.

Opracowanie metody oznaczania chloramfenikolu i jego gtdwnego metabolitu
glukuronianu chloramfenikolu w réznych matrycach (H4).

Strategia ta opiera sie na pobieraniu préobek do badan na rézinych etapach
produkcji i dystrybucji zywnosci. Zastosowanie tego typu strategii
w analizie chloramfenikolu czy tez innych grup lekédw zdecydowanie poprawi
bezpieczenstwo zywnosci, a co za tym idzie rdwniez bezpieczerstwo konsumenta.
Opracowanie metody oznaczania chloramfenikolu i jego gtdwnego metabolitu
glukuronianu opartej na QUEChERS (H5).

Opracowana metoda spetnia wymagania jakie sg stawiane dla metod
potwierdzajacych do oznaczania lekdw niedozwolonych. Metoda ta zostata
wdrozona do realizacji Krajowego programu badan kontrolnych pozostatosci
u zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzecego.
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5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Po wytgczeniu 5 prac oryginalnych stanowigcych podstawe cyklu habilitacyjnego, na
moj dorobek sktada sie:

e 23 publikacji naukowych, z czego 15 powstato po doktoracie. 21 artykutéw
zostato opublikowanych w czasopismach z bazy Journal Citation Reports (JCR),

e 24 rozdziaty w monografiach,

e 60 referatow lub komunikatéw konferencyjnych, w tym 47 prezentowanych
na konferencjach krajowych oraz 13 na konferencjach miedzynarodowych,

e 10 instrukcji dla laboratoriow ZHW,

e 1 patent.

Sumaryczny IF wedtug listy JCR, zgodnie z rokiem opublikowania: 39,201 (z czego
prace opublikowane po doktoracie = 37,295, w tym prace stanowigce osiggniecie:
8,704);

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 169 (148 bez autocytowan);
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 8;

Suma punktéw MNiISW = 555 (z czego prace opublikowane po doktoracie = 479,
w tym prace stanowigce osiggniecie = 120).

5a) Pozostaty dorobek publikacyjny

e Wykaz i oméwienie publikacji naukowych przed uzyskaniem stopnia doktora
nauk weterynaryjnych

Oznaczanie sulfonamidow w miodzie

Pszczoty mogg by¢ narazone na szereg czynnikdw chorobotwédrczych, takich jak
pierwotniaki, bakterie, roztocza, grzyby i wirusy. Jedng z bardziej popularnych grup
lekow stosowanych nielegalnie w pszczelarstwie s3g sulfonamidy. Niestety
zastosowanie tych substancji w leczeniu pszczét powoduje wystepowanie
pozostatosci ich w miodzie, w wyniku czego taki midd nie moze byé wprowadzony do
obrotu. Dlatego tez w celu ochrony konsumenta zdecydowano sie na opracowanie
metody oznaczania sulfonamidéw w miodzie. Zaproponowana metoda umozliwia
oznaczanie siedmiu sulfonamidéw na bardzo niskich stezeniach z uzyciem detektora
fluorescencyjnego, dzieki czemu procedura ta zostata witgczona do programu kontroli
pozostatosci sulfonamidéw w miodzie.
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Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Posyniak A., Sniegocki T., Zmudzki J., Solid phase extraction and liquid
chromatography analysis of sulfonamide residues in honey. Bull Vet Inst Pulawy. 46,
111'117, 2002. (|F2002= 0,244, MN|5W2002= 10, Liczba Cytowaﬁ= 22)

Posyniak A., Zmudzki J., Niedzielska J., Sniegocki T., Grzebalska A., Sulfonamide
residues in honey. Control and development of analytical procedure. Apiacta. 38, 249-
256, 2003. (IF3003= 0; MNiSW,003= 2; Liczba cytowan= 22).2

Oznaczanie 3-agonistow w materiale biologicznym

Przez wiele lat, ze wzgledu na swoje witasciwosci spazmolityczne leki
B-agonistyczne byly czesto stosowane. Niektdre z tych substancji uzywane sg takze
obecnie w leczeniu dychawicy oskrzelowej. U ludzi i zwierzat jednym z efektéw
ubocznych ich diugotrwatego stosowania jest przyrost masy miesniowej, co czesto
byto nielegalnie wykorzystywane w sporcie oraz tuczu zwierzat. Ponadto mogg one
powodowac wiele skutkdw ubocznych takich jak: zaburzenia rytmu serca, pojawienie
sie nagtych skurczow komorowych powodujgcych utrate przytomnosci, a czasami po
wiekszych dawkach nawet zgon. Pod koniec XX wieku w literaturze toksykologicznej
pojawity sie liczne doniesienia opisujgce ostre przypadki zatru¢ u ludzi, ktore
powigzano z wystepowaniem pozostatosci klenbuterolu w zywnosci pochodzenia
zwierzecego. W Hiszpanii odnotowano 367 przypadkdow, we Francji 22 pacjentow
miato kliniczne objawy, ktére powigzano ze spozyciem watroby cielecej
z pozostatosciami, rowniez we Wtoszech doszto do zatru¢ 16 oséb po spozyciu
stekdw, zawierajagcych klenbuterol o stezeniu 0,5 mg/kg. Pomimo wprowadzenia
zakazu stosowania klenbuterolu i innych B—agonistdw u zwierzat przeznaczonych do
produkcji zywnosci, nadal wystepuja przypadki zatru¢ klenbuterolem. W Meksyku w
2004 i 2005 roku zanotowano w sumie 425 przypadkow, gdzie po spozyciu watroby
cielecej skazonej pozostatosciami klenbuterolu zaobserwowano: czestoskurcze,
niepokdj, béle miesni, zawroty gtowy, migrene, zaczerwienienie twarzy. Dlatego tez
podjeto sie zadania opracowania metody oznaczania B-agonistdw w materiale
biologicznym przy uzyciu chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.
Opracowana metoda oznaczania lekéw B-agonistycznych w préobkach moczu
i watroby, jest selektywna i pozwala na oznaczenie najbardziej popularnych
B-agonistéw. Uzyskane wyniki walidacji potwierdzajg jej przydatnos¢ do prowadzenia
rutynowe] kontroli pozostatosci tych zwigzkéw w zywnosci. Procedury zostaty
wiaczone do Krajowego systemu kontroli pozostatosci chemicznych.

2 Czasopismo APIACTA jest poza listg JRC, dlatego tez wykaz cytowan tej publikacji jest oparty o Google Scholar
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Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Sniegocki T., Posyniak A., Zmudzki J., Nielegalne stosowanie B-agonistycznych
anabolikow. Medycyna Weterynaryjna. 59, 487-491, 2003. (IFyg03= 0,19; MNiSW 3=
7; Liczba cytowan= 2)

Sniegocki T., Zmudzki J., Posyniak A., Semeniuk S., Gas chromatography-mass
spectrometric confirmatory method for the determination of clenbuterol residues in
animal urine and liver samples. Bull Vet Inst Pulawy. 47, 139-144, 2003. (IFq03= 0,19;
MNiSW,03= 11; Liczba cytowan= 7)

Sniegocki T., Posyniak A., Zmudzki J., Improved gas chromatography-mass
spectrometry method for the determination of clenbuterol and salbutamol in animal
urine. Bull Vet Inst Pulawy. 49, 443-447, 2005. (IFy005= 0,29; MNiSW,p0s= 10; Liczba
cytowan= 3)

Oznaczanie chloramfenikolu w mleku

Chloramfenikol ze wzgledu na to, ze moze by¢ stosowany w leczeniu infekcji
bakteryjnych, byt powszechnie uzywanym antybiotykiem. Jednak ze wzgledu na
szereg dziatan niepozadanych zostat zakazany u zwierzat wykorzystywanych do
produkcji zywnosci. Zakaz jego uzywania spowodowat opracowanie wielu metod
oznaczania chloramfenikolu przy uzyciu detektoréow klasycznych (UV-Vis, ECD).
Niemniej jednak w zwigzku z coraz wiekszymi wymaganiami stawianymi przez Unie
Europejskg w zakresie oznaczania pozostatosci chloramfenikolu, zaistniata potrzeba
opracowania metod oznaczania tej substancji w mleku przy uzyciu chromatografii
gazowej lub cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas. Opracowana procedura
zostaty zwalidowane zgodnie z wymaganiami obowigzujgcymi dla metod
potwierdzajacych, a wiarygodnos¢ wynikdw otrzymywanych tg metoda zostata
wielokrotnie potwierdzona w miedzynarodowych programach badan biegtosci takich
jak FAPAS. Metoda zostata, rowniez wdrozona do realizacji Krajowego programu
badan kontrolnych pozostatosci chloramfenikolu w mleku.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Sniegocki, T., Posyniak, A., Zmudzki J., Validation of the gas chromatography-mass
spectrometry method for the determination of chloramphenicol residues in milk. Bull
Vet Inst Pulawy. 50, 353-357, 2006. (IF;006= 0,402; MNiSW,06= 10; Liczba cytowan= 8)
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Sniegocki T., Posyniak A., Zmudzki J., Determination of chloramphenicol residues in
milk by gas and liquid chromatography mass spectrometry methods. Bull Vet Inst
PUlawy. 51 (1), 59, 2007. (|F2007= 0,273, MNiSW2007= 13, Liczba Cytowaﬁ= 9)

Oznaczanie metabolitow nitrofuranow w materiale biologicznym
pochodzenia zwierzecego

Nitrofurany (furazolidon, furaldaton, nitrofurantoina i nitrofurazon) stosowane
byty w medycynie weterynaryjnej miedzy innymi w leczeniu zakazenia droég
moczowych, przewodu pokarmowego, skéry, a takze jako dodatki konserwujace do
zywnosci. Wykorzystywano je réwniez jako stymulatory wzrostu. Dziatania
bakteriobdjcze nitrofurandw obejmujg szerokie spektrum mikroorganizmow. Ponadto
nitrofurany majg wifasciwosci przeciwpierwotniakowe i grzybobdjcze. Poniewaz
pozostatosci nitrofurandw w produktach spozywczych zwierzecego pochodzenia
mogg by¢ szkodliwe dla zdrowia cztowieka w 1995 r. wprowadzono zakaz ich
stosowania w krajach UE. W konsekwencji zostaty one umieszczone na liscie
substancji, dla ktérych nie mozna ustali¢ maksymalnego limitu pozostatosci (MRL).
Nitrofurany dos¢ szybko ulegajg metabolizmowi w organizmie zwierzat w zwigzku
z tym kontrole pozostatosci wykonuje sie dla produktéow rozktadu. W badaniach nad
metabolizmem nitrofuranéw ustalono, ze produktem przemiany furazolidonu jest
3-amino-2-oksazolidon  (AOZ), furaldatonu - 5-metylomorfolino-3-amino-2-
oksazolidon (AMOZ), nitrofurantoiny — 1-aminohydantoina (AHD), a nitrofurazonu —
semikarbazyd (SEM). Na podstawie Decyzji Komisji 2003/181/WE dla poszczegdlnych
metabolitéw nitrofurandw ustalono wartos¢ MRPL (ang. Minimum Residue
Performance Limit), jako wymagany minimalny poziom oznaczania, na poziomie 1,0
ug/kg. Ze wzgledu na zakaz stosowania nitrofuranéw u zwierzat, ktérych produkty sg
przeznaczone do konsumpcji przez ludzi wymagane jest, aby metody stuzace do
wykrywania i oznaczania produktéw metabolizmu nitrofuranéw oparte byty
o techniki chromatograficzne potgczone ze spektrometria mas. Przeprowadzone
badania, porédwnujgce rozne metody izolacji metabolitdbw 2z materiatu
biologicznego wykazaty, ze opracowany sposdb zapewniat najwieksze odzyski
metabolitdw oraz stosunkowo krdétki czas analizy. Opracowana metoda, umozliwia
w jednym toku analitycznym, réwnolegte wykrywanie i oznaczanie pozostatosci
metabolitéw nitrofurandéw w miesniach i jajach.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Sniegocki T., Posyniak A., Zmudzki J., Determiantion of nitrofuran metabolite residues
in eggs by liquid chromatographry-mass spectrometry. Bull. of the Vet. Ins. in Pulawy.
52,421-425, 2008. (IF008= 0,337; MNiSW,os5= 15; Liczba cytowan=5)

24



Zatqgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego w dziedzinie nauk weterynaryjnych
Autoreferat

Sniegocki T., Zmudzki J., Posyniak A., Determination of nitrofuran metabolites in the
poultry muscle and eggs by LC-MS. FOLIA 56, 48-50, 2012. (IF;p15= 0; MNiSWyg1,= 2;
Liczba cytowan= 2)?

e Wykaz i omdwienie publikacji naukowych po uzyskaniu stopnia doktora nauk
weterynaryjnych

Oznaczanie melaminy w paszach

Problem toksycznosci melaminy pojawit sie w Stanach Zjednoczonych na
przetomie 2006/2007 roku po wystgpieniu zachorowan i upadkach pséw i kotow.
W toku kolejnych doswiadczen udowodniono, ze dodatek melaminy, wykrytej
w glutenie pszennym importowanym z Chin, jest przyczyng zaburzen zdrowia
u zwierzat. Stwierdzono ponadto obecnos¢ tego zwigzku w glutenie ryzowym,
kukurydzianym i mace kukurydzianej oraz biatku sojowym. Oprécz skazenia karmy dla
psoéw i kotdw w Stanach Zjednoczonych stwierdzono obecno$¢ melaminy takze
w paszach przeznaczonych dla swin, drobiu i ryb. Melamina byta dodawana do pasz
ze wzgledu na wysokg zawartos¢ azotu w czgsteczce (66% masy czgsteczki).
A podstawowg metodom oznaczania biatka ogdélnego w materiatach paszowych jest
analiza zawartosci azotu w prébce. Dodatkowo melamina jest bezbarwna,
krystaliczng substancja dobrze rozpuszczalng w wodzie co powoduje ze bardzo
trudno jg wykry¢. Najwiekszym problemem w oznaczaniu melaminy, ze jest to
stosunkowo niewielka czgsteczka, dlatego tez wczesniej tg substancje oznaczato sie
wykorzystujgc reakcje z odpowiednim odczynnikiem w wyniku czego powstawata
substancja o znacznie wiekszej masie czasteczkowej, dzieki czemu mozna byto j3
analizowac przy uzyciu chromatografii gazowej. Naszym celem byto wiec opracowanie
szybkiej i fatwej metody oznaczania melaminy w paszach bez koniecznosci tworzenia
pochodnej. Dlatego tez w metodzie opracowanej z wykorzystaniem LC-MS/MS
dokonano zmian w poréwnaniu do dotychczas stosowanych procedur. Do
oczyszczania ekstraktow z pasz uzyto kolumienek. Analit eluowano alkaicznym
acetonitrylem, a nastepnie eluat odparowywano w strumieniu azotu w temperaturze
45 °C przy uzyciu bloku grzejnego. Po oczyszczaniu analit eluowano mieszaning
acetonitrylu z woda. Zebrane eluaty filtrowano uzywajac filtrow wirdwkowych
o srednicy porow 0,2 um. Wykrywanie i oznaczanie melaminy wykonywano przy
zastosowaniu chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Ze wzgledu

3 Czasopismo FOLIA jest poza listg JRC, dlatego tez wykaz cytowan tej publikacji jest oparty o Google Scholar
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na wielkos¢ czasteczki, a co za tym idzie bardzo krétki czas retencji do oznaczania
melaminy zastosowano nowatorskie rozwigzanie, w ktérym uzyto do rozdziatu
kolumny normalnej fazy dzieki czemu metoda ta z powodzeniem mogta by¢ uzywana
do oznaczania melaminy w paszach. Opracowane rozwigzanie analityczne
w uproscito przygotowanie probek do badan, a wiarygodnos¢ wynikow
otrzymywanych t3 metodga zostata wielokrotnie potwierdzona w miedzynarodowych
programach badan biegtosci takich jak FAPAS.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcej publikacji:

Sniegocki T., Sell B., Posyniak A., Zmudzki J., Determination of melamine in feed by
high performance liquid chromatography coupled mass spectrometry. Bull Vet Inst
Pulawy. 54, 543-547, 2010. (IF,010= 0,321; MNiSW,;0= 13; Liczba cytowan= 1)

Oznaczanie fenikoli w materiale biologicznym pochodzenia zwierzecego

Florfenikol i tiamfenikol sg substancjami nalezagcymi do grupy amfenikoli i majg
podobne dziatanie do chloramfenikolu, ale w przeciwienstwie do niego s3 mniej
toksyczne ze wzgledu na brak grupy nitrowej. Substancje te s3 dopuszczone do
stosowania u drobiu, i byly szeroko stosowane w celu zwiekszenia efektywnosci
podawanej paszy i do przyspieszenia wzrostu zwierzat. Dlatego tez nie mozina
wykluczyé pozostatosci tych lekdw w tkankach zwierzat, ktére mogag stwarzac
zagrozenie dla zdrowia konsumentéw, a zatem wazne jest kontrolowanie ich
pozostatosci w tkankach zwierzecych. W zwigzku z tym podjeto prébe opracowania
procedury oznaczania tiamfenikolu i florfenikolu w materiale biologicznym
pochodzenia zwierzecego.

Konsekwencjg przeprowadzonych badan bylo wdrozenie do praktyki
laboratoryjnej procedury badawczej, spetniajgcej przyjete w tym zakresie standardy
Swiatowe. Jednoczesnie metoda ta stanowi wazny wktad w bezpieczerstwo zywnosci.
Wiarygodnos$¢ wynikéw otrzymywanych t3 metodg zostata wielokrotnie
potwierdzona w miedzynarodowych programach badan biegtosci takich jak FAPAS.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacej publikacji:

Sniegocki T., Posyniak A. Zmudzki J., Determination of thiamphenicol and florphenicol
in the chicken kidneys and liver by liquid chromatography-mass spectrometry. Bull Vet
Inst PUlawy. 55, 749‘753, 2011. (|F2011= 0,414, MNiSW2011=13; Liczba Cytowarl]=2)
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Oznaczanie karbadoksu i olaquindoksu w paszach i tkankach

Karbadoks i olaquindoks naleza do grupy syntetycznych lekéw
przeciwbakteryjnych, ktére mogg by¢ stosowane nielegalnie jako stymulatory
wzrostu w dodatkach paszowych. Majgc na wzgledzie zdrowie oraz bezpieczenstwo
konsumentéw w Rozporzgdzeniu Rady (WE) nr 2788/98 Komisja Europejska zakazata
stosowania karbadoksu i olaquindoksu jako dodatkéw paszowych, ze wzgledu na
mozliwos¢ wywotywania dziatan kancerogennych oraz mutagennych. Dlatego tez,
zaistniata potrzeba opracowania procedury badawczej, ktéra umozliwia wykonywanie
oznaczen zawartosci karbadoksu i olaguindoksu w paszach i tkankach. Ze wzgledu na
ich szybki metabolizm (karbadoks metabolizuje sie do dezoksykarbadoksu, oraz
kwasu chinoksalino-2-karboksylowego natomiast olaquindoks do kwasu 3-
metylochinoksalino-2-karboksylowego), zwigzki te w produktach pochodzenia
zwierzecego oznacza sie jako metabolity.

Do wykrywania i oznaczania zawartosci karbadoksu i olaquindoksu w paszy
zastosowano technike chromatografii cieczcowej z detektorem UV, ktéra spetniata
wymogi oznaczania tych zwigzkéw w paszach. Natomiast do  oznaczania ich
metabolitdw opracowano metode, ktdra po raz pierwszy na swiecie pozwolita na
jednoczesne oznaczanie tych zwigzkdw w jednym toku analitycznym. Uzycie
chromatografii cieczcowej w pofaczeniu z spektrometriag mas z przystawka Selexlon®
do oznaczania tych zwigzkéw utatwito opracowanie metody badawczej, ktoéra
wyznaczyta nowy trend w oznaczaniu tych substancji, ale jednocze$nie pozwalata na
ograniczenie ilosci odczynnikéw wykazujgcych toksyczny wptyw na organizm ludzki
uzywanych do analizy.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcej publikacji:

Sniegocki T., Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Zmudzki J., Determination of carbadox
and olaquindox metabolites in swine muscle by liquid chromatography/mass
spectrometry. ). of Chrom. B 944, 25-29. 2014. (IFy014= 2,78; MNiSW,0.14= 30; Liczba
cytowan=15)

Problem wystepowania antybiotykdw w wodzie

Stosowanie substancji przeciwbakteryjnych (antybiotykdw i chemoterapeutykow)
jest jednym ze sposobdw zwalczania infekcji u zwierzat hodowlanych. Substancje te
s3 nhajczesciej podawane z woda do picia. Niestety witasciwosci fizykochemiczne
niektérych lekéw oraz stan systeméw dozowania mogg powodowaé, ze leki bedg
pozostawac znacznie dtuzej w systemie pojenia drobiu, co moze powodowacé rdzine
nieprzewidziane efekty. Dlatego tez celem badan bylo opracowanie metod
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analitycznych umozliwiajgcych  wykrywanie i oznaczanie substancji przeciw
bakteryjnych w wodzie oraz materiale biologicznym, a takze ocena zagrozen
spowodowanych statg ekspozycjg sladowych ilosci enrofloksacyny w wodzie na
wystepowanie pozostatosci i farmakokinetyke tkankowa doksycykliny podawanej
w dawkach terepeutycznych brojlerom zdrowym i zakazonym Mycoplasma
gallisepticum.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcych publikacjach:

Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Mitrowska K., Gajda A., Btadek T., Sniegocki T.,
Zmudzki J., Occurrence of veterinary antibiotics and chemotherapeutics in fresh
water, sediment, and fish of the rivers and lakes in Poland. Bull Vet Inst Pulawy. 58
(3), 399-404, 2014. (IFy914= 0,357; MNiSW,(14= 15; Liczba cytowan=5)

Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Zmudzki J., Liquid chromatography—
tandem mass spectrometry multiclass method for the determination of antibiotics
residues in water samples from water supply systems in food-producing animal farms.
Chemosphere 119, 8-15, 2015. (IF,015= 3,499; MNiSW,4:5= 35; Liczba cytowan= 31)

Gbylik-Sikorska M., Sniegocki T., Posyniak A., Sell B., Zmudzki J., Olszewska M.,
Tomczyk G., Sawicka A.. The influence of trace amount of enrofloxacin in water on the
doxycycline residues in chicken tissues experimentally infected by Mycoplasma
gallisepticum. Toxicology Letters 2 (238), S67-S68, 2015. (IF5015= 3,858; MNiSW,15=
35; Liczba cytowan= 0)

Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Sell B., Zmudzki J., Olszewska M.,
Tomczyk G., Sawicka A., Influence of enrofloxacin traces in drinking water to
doxycycline tissue pharmacokinetics in healthy and infected by Mycoplasma
gallisepticum broiler chickens. Food and Chemical Toxicology 90, 123-129 2016.
(IF5016= 3,584; MNiSW,q16= 35; Liczba cytowan= 2)

Gbylik-Sikorska M., Posyniak A., Sniegocki T., Sell B., Gajda A., Tomczyk G., Zmudzki J.,
Effect of doxycycline concentrations in chicken tissues as a consequence of permanent
exposure to enrofloxacin traces in drinking water. J Vet Res 60 (3), 293-299, 2016.
(IF5016= 0,462; MNiSW,q16= 20; Liczba cytowan=1)

Oznaczanie neonikotynoidow w miodzie, pszczotach i trzmielach

Funkcjonowanie rolnictwa i dzikich roslin bez pszczét jest mozliwe, ale
koniecznos¢ tego wysitku jest niewyobrazalna ze wzgledu na role owada w Swiecie
roslin. Nie od dzis bowiem wiadomo, ze im czesciej pszczota odwiedzi dany kwiat, tym
pozniej lepszy i bardziej dorodny powstanie z niego owoc. Ponadto pszczoty sg
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jednym z najwazniejszych owaddw, z ekonomicznego punktu widzenia ze wzgledu na
wysoka produkcje miodu, wosku pszczelego, mleczka pszczelego, pytkdw i propolisu.
Wszystkie te produkty s3 szeroko stosowane w przemysle spozywczym,
kosmetycznym oraz w medycynie. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat obserwuje sie
zespot masowego giniecia rodzin pszczelich. Na ten stan ma wptyw wiele czynnikow
(zanieczyszczenia, zmiany klimatyczne, pasozyty, patogeny, $rodki ochrony roslin,
a zwtaszcza srodki owadobodjcze). Jedng z wazniejszych grup srodkéw owadobdjczych
podejrzanych o masowe giniecie rodzin pszczelich sg neonikotynoidy. Dlatego tez
nasze badania skupity sie gtownie na okresleniu i potwierdzeniu obecnosci
neonikotynoidéw i niektdrych ich metabolitdow w probkach pszczét i miodzie.
Zaproponowana metoda umozliwia oznaczanie 7 neonikotynoidéw oraz 6 ich
metabolitdw w pszczotach i miodzie. Byta to pierwsza metoda, ktéra umozliwiata
oznaczanie 13 neonikotynoidow i ich metabolitéw w jednym toku analitycznym.
Wartos¢ metody zostata potwierdzona podczas analizy skazonych pszczét, w ktdrych
wykryto klotianidyne, imidaklopryd oraz jeden z jego metabolitdbw mocznik
imidakloprydu, a takze wykrywajagc metabolity imidakloprydu (mocznik
imidakloprydu) w trzmielach.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacej publikacji:

Gbylik-Sikorska M., Sniegocki T., Posyniak A., Determination of neonicotinoid
insecticides and their metabolites in honey bee and honey by liquid chromatography
tandem mass spectrometry. J. of Chrom. B 990, 132-140 2015. (IFyp15= 2,694;
MNiSW,415= 30; Liczba cytowan= 32)

Phelps J. D., Strang B. A. C. G., Gbylik-Sikorska M., Sniegocki T., Posyniak A., Sherry
D.F., Imidacloprid slows the development of preference for rewarding food sources in
bumblebees (Bombus impatiens). Ecotoxicology. March 2018, 27, Issue 2, pp 175-187
(IF5016= 1,951; MNiSW,q17= 30; Liczba cytowan=0)

Oznaczanie nitrofuranow i ich metabolitow w materiale biologicznym pochodzenia
zwierzecego

Nitrofurany (furazolidon, furaldaton, nitrofurantoina i nitrofurazon) stosowane
byty w medycynie weterynaryjnej miedzy innymi w leczeniu zakazenia drég
moczowych, przewodu pokarmowego, skéry, a takze jako dodatki konserwujgce do
zywnosci. Wykorzystywano je rowniez jako stymulatory wzrostu. Dziatania
bakteriobojcze nitrofuranéw obejmujg szerokie spektrum mikroorganizmow. Ponadto
nitrofurany majg witasciwosci przeciwpierwotniakowe i grzybobdjcze. Poniewaz
pozostatosci nitrofurandw w produktach spozywczych zwierzecego pochodzenia
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mogg by¢ szkodliwe dla zdrowia cztowieka w 1995 r. wprowadzono zakaz ich
stosowania w krajach UE. W konsekwencji zostaty one umieszczone na liscie
substancji, dla ktérych nie mozna ustali¢ maksymalnego limitu pozostatosci (MRL).
Nitrofurany dos¢ szybko ulegajg metabolizmowi w organizmie zwierzat w zwigzku
z tym kontrole pozostatosci wykonuje sie dla produktéw rozktadu. Na podstawie
Decyzji Komisji 2003/181/WE dla poszczegdlnych metabolitéw nitrofuranéw ustalono
warto$¢ MRPL (ang. Minimum Residue Performance Limit), jako wymagany
minimalny poziom oznaczania, na poziomie 1,0 ug/kg. Ze wzgledu na zakaz
stosowania nitrofurandéw u zwierzat, ktdérych produkty s3 przeznaczone do
konsumpcji przez ludzi wymagane jest, aby metody stuzgce do wykrywania
i oznaczania produktow metabolizmu nitrofurandw oparte byty o techniki
chromatograficzne potgczone ze spektrometriag mas. Przeprowadzone badania,
poréwnujgce rézne metody izolacji metabolitow z materiatu biologicznego wykazaty,
ze opracowany sposob zapewniat najwieksze odzyski metabolitéw oraz stosunkowo
krétki czas analizy. Opracowana metoda, umozliwia w jednym toku analitycznym,
rownolegte wykrywanie i oznaczanie pozostatosci nitrofurandw ich metabolitow
w o$miu matrycach.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacej publikacji:

Sniegocki T., Giergiel M., Sell B., Posyniak A., New method of analysis of nitrofurans
and nitrofuran metabolites in different biological matrices using UHPLC-MS/MS. ) Vet
Res 62 (2), 161-166, 2018. (IF,15= 0,811; MNiSW,¢,5= 15; Liczba cytowan= 0)

Selektywna ekstrakcja/izolacja fosfolipidow surowicy krwi za pomoca kolumienek
zelowych modyfikowanych miedzia

Fosfolipidy sg gtéwnymi sktadnikami bton komdrkowych nalezgce do jednych
z najbardziej ktopotliwych sktadnikéw powodujgcych trudnosci w analizie probek
biologicznych do oznaczania ksenobiotykdbw za pomocg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej, zwtaszcza w potgczeniu z tandemowg spektrometrig mas
(HPLC-MS/MS). Polarny charakter fosfolipidow bedacy konsekwencjg obecnosci w ich
strukturze natadowanych grup funkcyjnych, takich jak ujemnie natadowana grupa
fosforanowa, czy dodatnie lub czwartorzedowe grupy aminowe powodujg zaktdcenia
znane jako efekty matrycy. Moze sie to ujawni¢ w formie ttumienia lub wzmacnia
sygnatu w przypadku fosfolipidéw towarzyszgcych podczas analizy ze wskazanym
analitem. Fosfolipidy mogg rowniez gromadzic¢ sie na kolumnie analitycznej. Moze to
powodowac nieprzewidywalne ttumienie jondw i matg odtwarzalnos¢. Fosfolipidy
istniejg w kilku klasach. Jednak tylko fosfatydylocholiny i lizofosfatydylocholiny
powodujg najwiekszy efekt matrycy dla prébek surowicy i osocza w analizie
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LC-MS/MS. Chociaz interferencje spowodowane przez fosfolipidy dotyczg gtownie
ttumienia intensywnosci jonéw w LC-MS/MS i zmniejszenia czutosci spektrometru
mas, bardzo wazng wada jest réwniez zmniejszenie zywotnosci kolumny. Negatywne
dziatanie fosfolipidow na LC-MS/MS wzbudzito zainteresowanie selektywnym
usunieciem fosfolipidow. Dlatego tez celem pracy byto stworzenie kolumienek
wypetnionych zelem krzemionkowym modyfikowanym miedzig (ll) i ich zastosowanie
do zatrzymywania fosfolipiddw surowicy krwi w celu ich izolacji lub ekstrakcji oraz
opracowanie metody oznaczania fosfolipidéw w surowicy krwi w celu potwierdzenia
przydatnosci opracowanych kolumienek.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujacej publikacji. Uzyskano réwniez
patent:

Flieger J., Tatarczak-Michalewska M., Kowalska A., Madejska A., Sniegocki T., Sroka-
Bartnicka A., Szymanska-Chargot M., Effective phospholipid removal from plasma
samples by solid phase extraction with the use of copper (ll) modified silica gel
cartridges. J of Chrom B 1070, 1-6 2017 (IFy016= 2,462; MNiSW,p,7;= 30; Liczba
cytowan=1)

Kolumna do izolacji fosfolipidéw z ptyndw biologicznych zwtaszcza z surowicy krwi
oraz sposob izolacji fosfolipidow. Patent nr: P.420026. z dnia 2016-12-29. Flieger J.,
Tatarczak-Michalewska M., Kowalska A., Madejska A., Sniegocki T.

Problematyka zatrué zwierzat w Polsce

Zatrucia zwierzat czesto s3 zwigzane z wieloma aspektami spoteczno-
ekonomicznymi takimi jak straty ekonomiczne, emocjonalne, dochodzenia policyjne,
sprawy sgdowe, konflikty miedzyludzkie, narazenie zagrozonych gatunkéw zwierzat
(orty, niedzwiedzie, wilki, rysie). W przypadkach =zatru¢ zwierzat najczesciej
wykrywane sg zwigzki z grupy rodentycydow hydroksykumarynowych (bromadiolon
i brodifakum), pestycydéw karbaminianowych (karbofuran, bendiokarb), a takze
zwigzki z grupy pestycydow fosforoorganicznych, kokcydiostatykédw, mikotoksyn.
Dlatego tez podjeto prébe opracowania jednej metody, ktéra umozliwia analize wyzej
wymienionych grup zwigzkéw. Wiekszos$¢ substancji z grupy pestycydow jest
analizowana przy pomocy chromatografii gazowej, niestety analiza pestycydéw
karbaminianowych jest bardzo utrudniona ze wzgledu na ich niestabilnos¢ termiczna.
W zwigzku z tym postanowiono zastosowa¢ do analizy wyzej wymienionych
substancji, spektrometrie mas potgczong z wysokosprawng chromatografig cieczows.
Dodatkowo aby skréci¢ czas ekstrakcji i oczyszczania préobek zastosowano technike
QUEChERS, ktora jest doskonatym kompromisem dla metod wielosktadnikowych
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pomiedzy czystoscig ekstraktow, a szybkoscig i tatwoscig wykonania analiz. Typowymi
materiatami do badan toksykologicznych s3: watroba, tre$¢ zotgdka oraz krew.
Analize  potencjalnie  toksycznych substancji wykonywano w  watrobie.
Zaproponowana metoda umozliwia oznaczanie 61 zwigzkdéw z grupy rodentycydow,
pestycyddw karbaminianowych, pestycyddw fosforoorganicznych, kokcydiostatykéw
i mikotoksyn w watrobie. Jest to pierwsza metoda ktéra w jednym prostym
eksperymencie analitycznym wykrywa substancje toksyczne nalezgce do tak
szerokiego zakresu.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcej publikacji:

Sell B., Sniegocki T., Zmudzki J., Posyniak A., Development of an analytic procedure
for the determination of multiclass compounds for forensic veterinary toxicology. JAT
183-191 2018 (IF,016= 2,462; MNiSW,4,7=30; Liczba cytowan=0)

Oznaczanie tryptofanu i jego gtownych metabolitow w ptynie z przedniej komory
oka u pacjentow z cukrzyca i zaéma

Tryptofan jest niezbednym aminokwasem, a jego metabolity sg istotne dla
zdrowia cztowieka. Celem tego badania byto ilosciowe oznaczenie tryptofanu i jego
gtownych metabolitow, kynureniny i kwasu kynureninowego za pomocg metody
LC-MS/MS. Badanie metabolizmu tryptofanu moze pomdc w zrozumieniu etiologii
oraz konsekwencji wielu chordb. Eksperymenty na ptynie z przedniej komory oka
sugerujg, ze neuroaktywne metabolity tryptofanu w szlaku kynureninowym moga
odgrywad istotng role w powstawaniu zaémy u pacjentow cierpigcych na cukrzyce.
Podwyzszenie poziomdéw kynureniny zaobserwowano wczesniej w soczewkach
kataraktycznych. Nasze badanie wykazato zwiekszong zawarto$é kynureniny i kwasu
kynureninowego oraz zwiekszony stosunek tryptofanu/kynureniny w ptynie oka
u pacjentdw z zaéma cierpigcych na cukrzyce. Uzyskane wyniki, podobnie jak dane
literaturowe, potwierdzajg, ze metabolizm tryptofanu jest nie tylko rozregulowany
podczas cukrzycy, ale takze wptywa na powikfania okulistyczne.

Efekty badan zostaty przedstawione w nastepujgcej publikacji:

Flieger J., Swiech-Zubilewicz A., Sniegocki T., Dolar-Szczasny J., Pizon M.,
Determination of Tryptophan and Its Major Metabolites in Fluid from the Anterior
Chamber of the Eye in Diabetic Patients with Cataract by Liquid Chromatography
Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Molecules 2018, 23(11), 3012; (IFy07= 3,098;
MNiSW,q17= 30; Liczba cytowan= 0)
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5b) Udziat w projektach badawczych

Projekt badawczy promotorski KBN nr No. 2P0O6K02230: Opracowanie i walidacja
metod oznaczania pozostatosci chemicznych w zywnosci pochodzenia zwierzecego,
2006-2008, gtéwny wykonawca;

Projekt badawczy: Zatrucia u zwierzat-diagnostyka laboratoryjna, 2008-2011,
wykonawca;

Projekt badawczy NCN nr NN 308237138: Badania nad wykrywaniem toksyny
botulinowej w materiale biologicznym, 2010-2013, wykonawca;

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

Projekt badawczy rozwojowy NCBiR nr NR 12-0127-10: Zwierzeta wolno zyjgce jako
wskaznik zanieczyszczen srodowiskowych i wazny element strategii bezpieczenstwa
zywnosciowego kraju. Wolno zyjace ryby stodkowodne jako wskaznik skazenia waod
powierzchniowych lekami przeciwbakteryjnymi, 2011-2014, wykonawca;

Projekt badawczy: Zastosowanie chromatografii cieczowej ze spektrometria mas
w potwierdzajacej analizie pozostatosci lekow przeciwbakteryjnych z grupy
B-laktaméw i aminoglikozyddéw w tkankach zwierzat, 2012-2013, wykonawca;

Projekt badawczy: Analityka i kinetyka przechodzenia lekéw weterynaryjnych oraz
insektycydéw neonikotynoidowych i innych pestycydéw do organizmu pszczot
i produktéw pszczelich, 2013-2015, wykonawca;

Projekt badawczy: Monitorowanie stanu zdrowotnego i strat rodzin pszczelich
w krajowych pasiekach, 2013-2017, wykonawca;

Projekt badawczy KNOW2015/PIWet-PIB/LAB1/7: Doskonalenie metod w zakresie
oznaczania zawartosci ksenobiotykdw w Zywnosci pochodzenia zwierzecego,
srodkach zywienia zwierzat i probkach srodowiskowych. 2015-2017, kierownik;

Projekt badawczy: Wptyw diety bogatej w rosliny krzyzowe na wystepowanie
endogennego tiouracylu w moczu i mleku bydta, 2016, wykonawca;

Projekt badawczy: Doskonalenie metod laboratoryjnej diagnostyki toksykologicznej,
2017-2018, wykonawca;

Projekt badawczy finansowany z funduszu badan wiasnych: Wptyw olejkéw
eterycznych (karwakrol) na szybkos¢ zanikania antybiotyku (florfenikol) w tkankach
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drobiu. 2019-2020, kierownik;

Projekt badawczy: Pidra kurze jako matryca doskonata w analizie lekdw zakazanych.
2019-2020, kierownik;

5c¢) Udziat w sympozjach, konferencjach i kongresach
Konferencje miedzynarodowe:
17th International Mass Spectrometry Conference, Praga, Czechy, 2006. 08.27-09.01.

Conference on Residue of Veterinary Drugs in Food (EuroResidue VI), Egmond aan
Zee, Holandia, 2008. 05.18-21.

Hygiena Alimentorum XXXIII “Safety and quality of poultry, fish and game products”,
Strbske Pleso — Vysoke Tatry, Stowacja, 2012.05.09-11.

RAFA 2017: 8th International Symposium on Recent Advances in Food Analysis,
Praga, Czechy, 07-10.11.2017

Konferencje krajowe:
V Sesja Przegladowa Analityki Zywnosci, Warszawa 24.11.2004.

VII Polskiej Konferencji Chemii Analitycznej ,, Analityka w rozwoju cywilizacji”, Komitet
Chemii Analitycznej PAN, Torun, 2005.07.03-07.

VIl Konferencja Chromatograficzna “Chromatografia i techniki pokrewne a zdrowie
cztowieka”, Biatystok, 2006.09.10-13.

Konferencja Naukowa ,,Nowoczesne techniki badawcze w ocenie jakosci produktéow
leczniczych”, Lublin, 2006. 09.21-22.

IX Krajowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego, Jubileusz 33-lecia
PTToks, Szczyrk, 2008.09.8-12.

Xlll Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych ,0d nauki do praktyki”,
Olsztyn, 2008.09.18-20.

Konferencja Naukowa ,Leki weterynaryjne i zanieczyszczenia srodowiskowe
W zywnosci i w paszach — aspekty analityczne i ochrona zdrowia publicznego”,
Pufawy, 2009.06.23-24 — doniesienie ustne.
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XVII Konferencja dotyczaca problemdéw zwigzanych z oznaczeniami fosforandw,
ttuszczu, wody, NaCl, biatka, skrobi, popiotu, hydroksyproliny oraz azotanow
i azotyndw w produktach miesnych. Nowe kierunki badan. Putawy, 2009.05.11-12.—
doniesienie ustne.

XXVII Konferencja Naukowo - Techniczna — Miedzynarodowa ,Analiza zagrozen
i analiza ryzyka w fanicuchu paszowym”, Zwierzyniec, 2010.04.22-23 — doniesienie
ustne.

Konferencja naukowa ,Farmakologiczne i toksykologiczne aspekty dziatania
ksenobiotykow”, Olsztyn, 2010.06.24-25 — doniesienie ustne.

»Materiaty i dodatki paszowe — aktualne wymagania” — materiaty z Konferencji
w Kazimierzu Dolnym, 28-29. 03. 2011 - doniesienie ustne.

Toksykologia w ocenie bezpieczenstwa chemicznego ludnosci, PTToks Warszawa,
2011.09.19-22.

XXVIII  Konferencja Naukowo-Techniczna-Miedzynarodowa, Kazimierz Dolny,
2011.03.28-29 - doniesienie ustne.

X Szkoleniowo-Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego , Toksykologia
w stuzbie publicznej”, Jurata, 2011.09.19-22 - doniesienie ustne.

14 Konferencja , Kontrola bezpieczenstwa i jakosci pasz” Kazimierz Dolny 2014.04.28-
29. — doniesienie ustne.

Xl Konferencja szkoleniowo-naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego
,Cztowiek, zywno$¢, srodowisko — Problemy wspdtczesnej toksykologii” Olsztyn
2014.09.16-19. — doniesienie ustne.

18th international symposium on advances in extraction technologies & 22nd
international symposium on separation sciences. Torun, 2016.07.3-6.

24th International Symposium on Electro- and Liquid Phase-Separation Techniques
oraz Xl Polska Konferencja Chromatograficzna, Sopot, 2017.09.10-13.

Xll Konferencja Szkoleniowo-Naukowa Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego
"Rézne oblicza toksykologii, Putawy, 2017.09.19-22.

V Konferencja Naukowo-Szkoleniowa , Innowacje w medycynie i farmakoterapii”- cz.ll
Hotel Artamoéw k. Ustrzyk Dolnych, 2018.11.8-10. — doniesienie ustne.
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5d) Udziat w kursach i szkoleniach

Szkolenia miedzynarodowe:

1. Ecole Nationale Veterinaire de Nantes, Francja, kurs "School for Advanced

Residue Analysis in Food"(pazdziernik 2001) - stypendysta rzadu Francuskiego

2. Ecole Nationale Veterinaire de Nantes, Francja, kurs "School for Advanced

Residue Analysis in Food"(marzec-kwiecien 2002) - stypendysta rzadu Francuskiego
3.Projekt PHARE PL2003/004-379-04.01.03. Wykrywanie i oznaczanie

pozostatosci lekdw przeciwbakteryjnych metodami chromatografii

i spektrometrii mas (Putawy, czerwiec 2006)

4. Projekt PHARE PL2003/004-379-04.01.03. Kokcydiostatyki w paszach i ich
pozostatosci w tkankach zwierzat i zywnosci zwierzecego pochodzenia (Putawy,
czerwiec 2006)

5. Projekt PHARE PL2003/004-379-04.01.03. Oznaczanie pozostatosci hormondw
anabolicznych i lekdw weterynaryjnych metodg spektrometrii mas (Putawy

lipiec 2006)

6. Istituto Zooprofilattico Sperimentale, Teramo, Wtochy. Methods of drug residues
detection, part Il (wrzesien - pazdziernik 2006).

Szkolenia krajowe:

“Warsztaty na temat platformy Web of Knowledge 5”, Thomson Reuters, Putawy,
5.12.2011;

Szkolenia z obstugi zestawéw LC i LC/MS/MS firm Varian, Shimadzu, Agilent i ABSciex,
Putawy, 2003-2018 (18 szkolen).

Szkolenia z zakresu zapewnienia systemu jakosci badan, Puftawy, 2004-2018 (31
szkolen).

5e) Nagrody za dziatalnos¢ naukowa

e Nagroda lll stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2015 w konkursie
na najlepszg publikacje pracownikdw naukowych w kategorii prac
oryginalnych: "Determination of carbadox and olaquindox metabolites
determination in swine muscle by liquid chromatography/massspectrometry",
Journal Chromatography B 2014, 944, 25-29. Sniegocki T., Gbylik-Sikorska M.,
Posyniak A., Zmudzki J..

e Nagroda Il stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2015 w konkursie
na najlepszg publikacje pracownikdw naukowych w kategorii prac
oryginalnych: Liquid chromatography—tandem mass spectrometry multiclass
method for the determination of antibiotics residues in water samples from
water supply systems in food-producing animal farms", Chemosphere 2015
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119, 8-15. Gbylik-Sikorska M., Sniegocki T., Posyniak A., Zmudzki J..

e Nagroda Il stopnia przyznana przez Dyrektora PIWet-PIB w 2016 w konkursie
na najlepszg publikacje pracownikdw naukowych w kategorii prac
oryginalnych: Transfer of chloramphenicol from milk to commercial dairy
products—Experimental proof', Food Control 2016, 57,411-418. Sniegocki T.,
Gbylik-Sikorska M., Posyniak A..

5f) cztonkostwo w towarzystwach naukowych

e Cztonek Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego (od 2008);

5g) dziatalnos¢ dydaktyczna

Od 2003 r. w ramach dziatalnosci referencyjnej prowadze szkolenia dla
pracownikéw laboratoriow Zaktadéw Higieny Weterynaryjnej z zakresu lekdéw
niedozwolonych. Jestem rédwniez autorem 10 instrukcji, ktére zostaty wdrozone w
laboratoriach Zaktaddw Higieny Weterynaryjne;j.

Ponadto w trakcie pracy zawodowej, w latach 2014-20419 prowadzitem wyktady
na szkoleniach specjalizacyjnych w ramach szkolen organizowanych przez Gtéwny
Inspektorat Weterynarii (GIW) przeznaczonych dla inspekcji weterynaryjne;j.

Bytem rdéwniez promotorem pomocniczym pracy doktorskiej dr Matgorzaty
Gbylik-Sikorskiej (tytut rozprawy doktorskiej »Wystepowanie lekow
przeciwbakteryjnych w systemach dozowania wody dla drobiu — analityka i ocena
zagrozen”) obronionej w 2016 r. z wyrdznieniem w PIWet-PIB w Putawach. Jestem
takze promotorem pomocniczym pracy doktorskiej lek. wet. Bartosza Sell pod
tytutem ,,Zatrucia zwierzat rodentycydami antykoagulacyjnymi — aspekty analityczne
i ocena zagrozen”.

5h) Recenzowanie publikacji w czasopismach naukowych

W trakcie pracy zawodowe] recenzowatem kilkadziesigt artykutéw naukowych dla
czasopism indeksowanych w Thomson Reuters Journal Citation Reports: Journal of
Chromatography A, Journal of Chromatography B, Talanta, Analitica Chimica Acta,
Analytical Letters, Food Chemistry, Analytical Methods, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Analytical Chemistry, Food Additives & Contaminants: Part A, Food
Analytical Methods, Food Control, Foods, Environment International, Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulawy.
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5i) Dziatalno$¢ organizacyjna

Jestem autorem 8 procedur badawczych oraz 3 instrukcji do Ksiegi Jakosci
Zaktadu. W ramach dziatalnosci Krajowego programu referencyjnego ds. pozostatosci
lekéw weterynaryjnych i substancji niedozwolonych w Zaktadzie Farmakologii
i Toksykologii wspétorganizuje krajowe badania biegtosci z zakresu oznaczania
chloramfenikolu, B-agonistéw, metabolitéw nitrofuranéw oraz neuroleptykéw w
materiale biologicznym. Jestem autorem lub wspétautorem ponad 20 sprawozdan
i raportow z badan biegtosci zorganizowanych dla laboratoriow ZHW w latach 2006-
2018.

Dodatkowo w obrebie prowadzonych dziatan z zakresu referencyjnosci bratem
udziat w opracowywaniu corocznego planu pobierania i przesytania do badan
kontrolnych pozostatosci oznaczania chloramfenikolu, B-agonistéw, metabolitéw
nitrofuranéw, neuroleptykdw w tkankach zwierzat oraz bratem czynny udziat
tworzeniu corocznego raportu z Krajowych badan kontrolnych (2006-2018).

}7Ja4,7/ 2079 O2.25 T ornors q&aﬁu%,e%j
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Errata
Strona 37 punkt 5g

Jest:

Jestem zaangazowany w dziatalnos$é referencyjng realizowang w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii
PIWet-PIB i od 2003 r. i w ramach tej aktywnosci, prowadze szkolenia i opracowuje instrukcje dla
pracownikéw laboratoriéw Zaktadéw Higieny Weterynaryjnej (ZHW).

Ponadto w trakcie pracy zawodowe] prowadzitem wykfady na szkoleniach specjalizacyjnych dla
lekarzy weterynarii w Weterynaryjnym Centrum ksztatcenia Podyplomowego w Puftawach oraz dla
Gtéwnego Inspektoratu Weterynarii (GIW) w ramach Programu Wieloletniego 2014-2019, a takze dla
Powiatowych oraz Granicznych Inspektoratéw Weterynarii.

Powinno by¢:

Od 2003 r. w ramach dziatalnosci referencyjnej prowadze szkolenia dla pracownikéw laboratoridow
Zaktadow Higieny Weterynaryjnej z zakresu lekdw niedozwolonych. Jestem réwniez autorem 10
instrukcji, ktore zostaty wdrozone w laboratoriach Zaktadéw Higieny Weterynaryjnej.

Ponadto w trakcie pracy zawodowej, w latach 2014-20419 prowadzitem wykfady na
szkoleniach specjalizacyjnych w ramach szkolen organizowanych przez Gtéwny Inspektorat
Weterynarii (GIW) przeznaczonych dla inspekcji weterynaryjne;j.

Errata zostata réwniez wystana do Centralnej Komisji ds. Stopni i Tytutow



