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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr. tukasza Panasiuka pt.:
”Opracowanie wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn
w paszach oraz ocena narazenia zwierzat”

wykonanej w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego
— Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach pod kierunkiem naukowym dr hab. Piotra
Jedziniaka, prof. Instytutu oraz promotora pomocniczego dr. inz. Matgorzaty Gbylik-

Sikorskiej.

Podstawa formalna:
Recenzja zostata wykonana na podstawie pisma z dnia 25 marca 2020 roku, skierowanego

przez Przewodniczacego Komisji Doktorskiej Prof. dr hab. Dariusza Bednarka z Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego- Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach.

Grzyby pleéniowe sg jednymi z najczesciej spotykanych patogenow porazajacych
uprawy roslin wystepujacych w krajach o klimacie umiarkowanym. Patogeny te porazaja
niemal wszystkie wazne gospodarczo gatunki roslin, a przez swojg aktywnos$¢ biologiczna
stwarzajg zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Obecno$¢ mikotoksyn w materiatach
paszowych oraz w paszy moze powodowac wystgpienie standw chorobowych okreslanych
jako mikotoksykozy. Kliniczne objawy mikotoksykozy u zwierzat s3 zroznicowane w
zaleznosci od stezenia mikotoksyny, gatunku zwierzecia, jego stanu fizjologicznego, pfci czy
wieku. Znaczacy wptyw na dynamike i kierunek proceséw bedacych wynikiem przyjecia
mikotoksyn ma réwniez szereg interakcji zachodzacych w organizmie zwierzat. Interakcje te
dotycza rowniez obecnosci kilku a czasami kilkudziesieciu zwigzkow biologicznie aktywnych,
ktére wspdlnie moga wywotywac znacznie silniej wyrazony efekt zmian chorobowych czy
dysfunkcji produkcyjnych (mozliwe jest takze oddziatywanie antagonistyczne).

Fakt obecnoéci w prawie wszystkich probkach badanych wigcej niz jednej
mikotoksyny nie jest jednak uwzgledniony w zaden sposéb w aktach prawnych (zaréwno
krajowych jak i uregulowaniach Unii Europejskiej) dotyczacych limitow obecnosci tych
substancji w paszach i materiatach paszowych. Co wiecej bezwzglednie limitowane sg tylko:
aflatoksyna By i sporysz (claviceps purpurea). Regulacje dotycza rowniez

obecnoéci: deoskyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny, fumonizyny By i By toksyny T-2 i
/('::2: X&)
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HT-2, sato jednak tylko zalecenia dotyczace maksymalnych poziomow. W praktyce
lekarsko-weterynaryjnej taka sytuacja powoduje powstawanie konfliktow na linii wytworca
paszy — hodowca, co wynika bardzo czesto z takiego rozumienia rekomendacji Komisji przez
wytworcow paszy, ze jezeli tylko poziom miesci sig ponizej poziomu rekomendacji to pasza
jest w petni wartosciowa. Takie podejscie zdaje sie nie dostrzega¢ ogromnego przedziatu
wartosci stezer mikotoksyn ktéry znajduje sie pomiedzy poziomem okreslanym jako LOAEL
(lowest-observed-adverse-effect level) a poziomem rekomendowanym jako maksymalny.

Obecno$¢ w badanych prébkach pasz wielu zwigzkéw nalezacych do grupy
mikotoksyn stwarza réwniez ogromne wyzwanie analityczne. Wynika to z faktu, ze zwigzkow
zaliczanych do mikotoksyn opisano juz ponad tysigc a ich budowa chemiczna, wtasciwosci
fizyko-chemiczne, aktywnos¢ biologiczna jest bardzo czesto kraficowo rozna. Z tego wynika
problem dobrania warunkéw przygotowania probki do badar oraz prowadzenia analizy
chromatograficznej w drodze pewnego kompromisu. Z jednej strony chcemy uzyskac jak
najnizszy poziom oznaczalnosci a z drugiej strony oznaczy¢ jak najwigksza liczbe substancji.

Przedstawiona do oceny rozprawa zostata wykonana w Zakfadzie Farmakologii
i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach, wiodacym osrodku naukowym specjalizujgcym sig od lat w analizie
instrumentalnej substancji zabronionych czy niepozadanych we wszystkich rodzajach matryc
biologicznych. Praca zostata wykonana w ramach projektu finansowanego przez Konsorcjum
KNOW ,Zdrowe Zwierze- Bezpieczna Zywnos¢” i w petni wpisuje sie w zatozenia przyjgte
w ramach realizacji projektu.

Biorac powyisze argumenty pod uwage uwazam, ze problematyke oraz
sformutowanie problemu badawczego i jego aktualno$¢ nalezy ocenic bardzo wysoko,
przede wszystkim ze wzgledu na walory aplikacyjne.

Przedfozona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana zostata w formie
manuskryptu o typowej dla tego rodzaju opracowarn redakcji. Chciatbym wyrazi¢ nadzieje, ze
uzyskane wyniki zostang rowniez w bliskiej przysztosci opublikowane w czasopismach o
wysokim wspotczynniku oddziatywania, bo niewatpliwie na
takg forme upowszechnienia zastuguja.

Manuskrypt zawiera 169 kolejno ponumerowanych stron oraz 39 stron zatacznikow
zawierajacych miedzy innymi dane z procesu walidacji metod oraz wyniki szczegotowe
poziomu mikotoksyn i opracowanie statystyczne.

W pracy zawarte sg 33 ryciny, 18 tabel oraz 246 pozycji pismiennictwa. Zaréwno
tabele jak i ryciny zostaty odpowiednio ponumerowane i opisane oraz umieszczone w
kolejnych rozdziatach rozprawy. Dofaczony takze zostatstosowny wykaz tabel, rycin,
zatacznikéw oraz stosowanych w manuskrypcie skrotow.
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W liczacym 43 strony wstepie Doktorant przedstawit charakterystyke gfownych grup
mikotoksyn (wraz ze stosunkowo nowym tematem ,Emerging mycotoxins”), problem
mikotoksyn modyfikowanych, metody analityczne stosowane w diagnostyce. Wstep zawiera
rowniez charakterystyke wybranych rodzajow pasz stosowanych w zywieniu zwierzat, opis
regulacji prawnych w zakresie obecnosci mikotoksyn, opis prewalencji mikotoksyn oraz
zasady przeprowadzania oceny narazenia i charakterystyki ryzyka. Wstgp jest napisany w
spos6b przejrzysty z dobrym wykorzystaniem dostepnej w tym zakresie literatury.

Po obszernym wstepie nastepuje opis celu pracy. Doktorant
zatozyt realizacje czterech celéw szczegétowych, dwa z nich dotycza opracowania metod
analizy chromatograficznej. Kolejny dotyczy okreslenia czestosci wystgpowania i oznaczenia
stezen mikotoksyn w prébkach pasz i materiatéw paszowych. Ostatni cel to ocena narazenia
zwierzat gospodarskich na obecno$¢ wybranych mikotoksyn w paszach w oparciu o regulacje
prawne i wartosci LOAEL.

Kolejny rozdziat to ,Materiat i metody” zawierajacy szczegotowy opis doboru
analitdéw do badan, odczynnikéw i roztwordw, aparatury, charakterystyki i pochodzenia
probek do badan, sposobu prowadzenia walidacji, analizy statystycznej i sposobu
przeprowadzenia oceny narazenia zwierzat.

Nastepnie doktorant przechodzi do oméwienia wynikéw, co w manuskrypcie zajmuje
48 stron i jest logicznym odzwierciedleniem przyjetych zatozen pracy i zastosowanych metod
badawczych. Rozdziat ,Wyniki” w zasadzie mozna podzieli¢ na dwie czesci,
pierwszg opisujagcg  optymalizacje warunkéw  analizy chromatograficznej dla dwoch
opracowanych metod (metoda wielosktadnikowa oraz metoda oznaczania mikotoksyn z
grupy B — trichotecenow) i walidacje opracowanych metod. Druga czes¢ rozdziatu to
przedstawienie wynikéw analizy 438 probek pasz i 237 probek materiatéw paszowych, oraz
wykorzystanie tych wynikdw do krétkiej oceny narazenia zwierzat na mikotoksyny obecne w
paszach z ktorych pozyskano probki do badan. Wyniki przedstawione zostaty w sposob
uporzadkowany i czytelny pozwalajac czytelnikowi na tatwe i analityczne zapoznanie sie z
prezentowana trescia.

Kolejnym elementem ocenianej dysertacji jest rozdziat ,Dyskusja, w ktorym
doktorant w umiejetny sposéb przedstawia korzysci ptynace ze stosowania opracowanych
metod oraz przedstawia merytoryczne uzasadnienie wyboréw dokonanych w procedurze
analitycznej. Jest to niewatpliwie najcenniejsza czes¢ dysertacji, ktora pozwoli wielu

“naukowcom na wykorzystanie tych danych w optymalizacji stosowanych procedur
analitycznych. Doktorant wykazuje sie przy tym bardzo dobra znajomoscig warsztatu
analitycznego, udowadnia zrozumienie zaleznosci pomigdzy doborem metod i uzyskanymi

efektami co jest niezwykle cenne w kazdym laboratorium analitycznym.
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Nastepnie doktorant przechodzi do omowienia i analizy wynikow uzyskanych z
probek pasz i materialtéw paszowych. Tu szczegdlnie wazna wydaje sig byc analiza
poszczegdlnych materiatéw paszowych, co pozwoli¢ moze na krytyczng oceng stosowania
niektérych z analizowanych materiatow. Kolejnym zagadnieniem omawianym w rozdziale
dyskusja jest temat wspétwystepowania mikotoksyn. Omowienie zagadnienia jest o tyle
trudne, ze nie istnieje jednolity system pobierania prébek do badan i wykonywania analiz,
ktory umozliwiatby wiarygodna i rzetelng analize sytuacji w tym zakresie. Doktorant odnosi
uzyskane przez siebie wyniki do publikacji innych autoréw, raportow EFSA i danych z
systemu RASFF. Jest to o tyle niepetnowartosciowe poréwnanie, ze do systemu RASFF
wprowadzane s3 tylko wyniki z wynikéw badarn w kierunku obecnosci mikotoksyn objetych
regulacjami prawnymi a najwiecej badan wykonywanych jest w kierunku obecnosci
aflatoksyny B;.

Aby taka analiza byta rzetelna powinniémy poddawac kazda probke takiej same; procedurze
analitycznej z dokfadnie opisanymi limitami detekcji i oznaczalnosci. Niestety taki system w
Europie nie istnieje. Raporty EFSA w tym zakresie rowniez pozostawiajg duzo do zyczenia.
Brak w nich czasami elementarnej logiki badan toksykologicznych. Dla przyktadu poziom
deoksyniwalenolu dopuszczalny w paszy petnoporcjowej dla swin to 0,9 mg/kg paszy
a jednoczeénie w tym samym raporcie czytamy, ze 2,8 mg/kg paszy wywotuje wymioty.

EFSA wyznacza poziom LOAEL dla klinicznej obecnosci wymiotéw, chociaz w toksykologii
takie odniesienia nie istniej3. Nie jest jednak zadnym uchybieniem Doktoranta, ze odnosi si¢
do raportéw naukowych EFSA, bo przeciez powinny one zawiera¢ wiarygodne informacje.
Czes¢ eksperymentalna pracy znajduje swoje zwieczenie w postaci siedmiu whnioskow.
Najwazniejszym dokonaniem pracy jest opracowanie dwoéch metod analitycznych, ktore
moga znalez¢ praktyczne zastosowanie. Nie moge sie jednak w petni zgodzi¢ z wnioskiem nr
2. méwiacym o tym, ze ,mikotoksyny z okreslonymi regulacjami prawnymi w paszach nie
stanowia zagrozenia dla zdrowia wigkszosci grup zwierzat”. Z wynikow uzyskanych w pracy
wynika, ze w wiekszosci stezenia oznaczone w probkach nie przekraczaja wyznaczonych
wartosci regulacyjnych. Wptywu omawianych stezert mikotoksyn na stan zdrowia zwierzat
Doktorant nie badat. Warto wiec ten wniosek zredagowac nieco inaczej.

Z przedstawionych wnioskow wynika, ze cele pracy zostaly w petni osiagnigte a uzyskane
wyniki maja charakter zaréwno poznawczy jaki i przede wszystkim praktyczny.

Mimo ze jako$¢ merytoryczna nie budzi zastrzezen, to obowigzkiem recenzenta, jest
zwrdcenie uwagi na pewne niedociagnigcia czy tez niejasnosci celem ich wyeliminowania w
czasie redakcji pézniejszych manuskryptow publikacyjnych.

| tak Doktorant kilkukrotnie uzywa sformutowania ,plesnie” co nalezatoby zamieni¢ na
,grzyby pleéniowe”. Okreslenie ,zatrucia” réwniez przez niektorych (podkreslam niektorych)

toks kologow bywa rozumiane jako intoksykacja ze skutkiem $miertelnym. Nie
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chce stawac w tej dyskusji po ktorejkolwiek ze stron, ale zamiana okreslenia ,zatrucia” na
intoksykacja” wydaje sie by¢ rozsadnym rozwigzaniem. Podobnie jak zamiana okreslenia
,toksyny grzybowe” na ,mikotoksyny” bo toksyny wytwarzane przez ,grzyby wyzsze” to
zupetnie inna historia.

,Obrzek ptuc i jamy optucnowej” to nie jednostka chorobowa a objaw obserwowany w
przebiegu licznych jednostek chorobowych.

Pewnego uporzadkowania wymaga réwniez klasyfikacja mikotoksyn modyfikowanych.
Doktorant opisuje na stronie 30. ze zearalenon jest metabolizowany w watrobie do
zredukowanych form a i B - zearalenolu (nawiasem moéwiac nie tylko w watrobie, bo
aktywno$¢ enzymatyczna nabfonka enterocytéw przewodu pokarmowego jest rownie
efektywna) a jednoczeénie na kilku stronach podaje wyniki obecnosci a i B - zearalenolu w
paszy i materiatach paszowych (np. str. 90., 101.).

Przedstawione uwagi krytyczne w niczym nie umniejszajq jednak wartosci pracy.

Do przeprowadzenia badan zastosowano wtfasciwe postepowanie metodyczne, ktore
odpowiada ogdélno$wiatowym wymaganiom w tym zakresie. Dobor piSmiennictwa i
przeprowadzona  dyskusja  wskazujg na  znajomo$¢  poruszanej problematyki,
umiejetnosé krytycznego odniesienia sie do przedstawianych przez innych autoréw tresci
oraz prawidtowego formutowania wnioskow.

Przedstawiona do recenzji dysertacja stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego,
a Doktorant wykazat sie wiedzg teoretyczng oraz umiejetnosciami prowadzenia analizy
instrumentalne;j.

Biorac pod uwage warto$¢ aplikacyjng dysertacji, zakres prac analitycznych,
nowoczesny warsztat badawczy oraz potencjat praktycznego wykorzystania wynikow badan
stawiam wniosek o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.

Na podstawie dokonanej analizy przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr.
tukasza Panasiuka pt.: ,Opracowanie wielosktadnikowych metod oznaczania mikotoksyn w
paszach oraz ocena narazenia zwierzat” stwierdzam, ze dysertacja odpowiada warunkom
okreélonym w Ustawie z dnia 14 marca 203 roku o stopniach i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki i przedstawiam Komisji Doktorskiej Rady Naukowej
Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego -Parstwowego Instytutu Badawczego w Putawach
wniosek o dopuszczenie Pana mgr. tukasza Panasiuka do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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