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WSTEP

1.  Wstep

Mikotoksyny sa to wtorne produkty przemiany materii grzyboéw plesniowych
— wytwarza je gtdéwnie rodzaj Aspergillus, Penicillium, czy Fusarium; wykrywane m.in.
w wielu produktach rolniczych — gtéwnie w zbozach, paszach i zywnosci pochodzenia
ros§linnego oraz zwierzgcego przeznaczonej dla ludzi. Zwigzki te sg zaliczane do
zanieczyszczen srodowiskowych, ktore wytwarzane sg przez plesnie w trakcie uprawy
zb6z, badz w trakcie niewltasciwego przechowywania materiatow zbozowych np. przy
zbyt duzej wilgotnosci ziarna (van der Fels-Klerx et al. 2012).

Mikotoksyny od lat s3 uwazane za istotny problem w toksykologii weterynaryjne;j.
Pomimo tego, ze rzadko dochodzi do ostrych zatru¢ mikotoksynami, to konsumpcja
paszy skazonej mikotoksynami ma negatywny wplyw na zdrowie zwierzat, co moze
prowadzi¢ do obnizenia ich produkcyjnos$ci, powstania powaznych chordb i zwigzanych
z tym strat ekonomicznych (Bryden 2012). Ponadto zwierzeta czgsto sg narazone na
dziatanie wielu mikotoksyn rownoczesnie, przy czym wplyw ,koktajlu” mikotoksyn na
ich zdrowie nadal nie jest dobrze poznany (Alassane-Kpembi et al. 2013).

Do tej grupy nalezy obecnie kilkaset zwigzkow, w tym oprdocz form macierzystych
naleza takze tzw. modyfikowane mikotoksyny — zwiazki pochodne powstajace w wyniku
biotransformacji mikotoksyn m.in. poprzez sprzg¢ganie toksyn ze zwigzkami
hydrofilowymi (np. cukrami) badz w wyniku metabolizmu bakterii, roslin lub grzybow.
Moga one wykazywac toksyczno$é porownywalng lub/i wyzsza niz formy podstawowe,
badz mogg ulec hydrolizie do form macierzystych w przewodzie pokarmowym zwierzat,
dlatego potencjalnie majg one duze znaczenie toksykologiczne.

Toksyczno$¢ mikotoksyn dla ludzi 1 zwierzat oraz ich czgste wystgpowanie
w zbozach wymusito wprowadzenie regulacji prawnych okreslajacych dopuszczalne lub
zalecane poziomy w zywnosci i paszach. Aktualnie w Unii Europejskiej regulacjom
prawnym w paszach podlega osiem mikotoksyn, w tym aflatoksyna B: (European
Parliament and the Council of the EU 2002), deoksyniwalenol, fumonizyna B i By,
ochratoksyna A, toksyna T-2 i HT-2 oraz zearalenon (European Commission 2006)
(mikotoksyny regulowane prawnie).

Wsérod zwierzat gatunkiem szczegdlnie narazonym na dzialanie toksyczne
mikotoksyn sg $winie, ktorych produkcja stanowi istotng gataZz rolnictwa na Swiecie.
Mikotoksykozy sa zagrozeniem dla prawidtowego funkcjonowania wigkszos$ci narzadow

swin (Pierron et al. 2016). Objawy zatrucia mikotoksynami, to spadek apetytu, potaczony
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niekiedy z wystapieniem biegunki (Goyarts et al. 2007). Silne zatrucie, moze skutkowac
zaleganiem zwierzat, catkowitym zaprzestaniem pobierania paszy i wystgpieniem
przebarwien skornych (Pierron et al. 2016). Obecno$¢ mikotoksyn w paszy, moze
prowadzi¢ do uszkodzenia watroby i ptuc, a w przypadku wyjatkowo silnych zatru¢,
dochodzi¢ moze do padnig¢ zwierzat (Kanora and Maes 2009). Zatruciom
mikotoksynami, czgsto towarzysza zaburzenia W rozrodzie (Didnicke et al. 2005b).
Niezbedna jest zatem odpowiednia diagnostyka okreslajgca poziom narazenia §win na
mikotoksyny.

Podstawowym narzgdziem do oceny narazenia $win na mikotoksyny jest
kontrolowanie ich poziomoéw w paszy i produktach paszowych. Analiza taka nie
uwzglednia jednak indywidualnego wptywu mikotoksyn na zdrowie $win czy
alternatywnych drog ekspozycji np. narazenia oddechowego.

W ostatnich latach szczegdlnego znaczenia nabrata ocena narazenia poprzez analize
biomarkeréw narazenia na mikotoksyny (biomonitoring). W przypadku mikotoksyn sa
nimi m.in. zwigzki macierzyste lub ich metabolity wystepujace w ptynach ustrojowych
1 wydalinach zwierzat.

Istotne jest, ze zwierzeta nierzadko narazone sg na co najmniej kilka mikotoksyn
jednoczesnie (Pinotti et al. 2016), zatem kluczowe jest stosowanie metodyki
wielosktadnikowej. Technika z wyboru, zapewniajaca rowniez odpowiednio niskie
granice wykrywalnosci oraz  doktadno$¢ 1 precyzj¢ analiz iloSciowych jest
chromatografia cieczowa polaczona z tandemowsa spektrometria mas. Pomimo
powszechnego wykorzystania techniki LC-MS/MS w analizie biomarkerow mikotoksyn,
nadal istnieje potrzeba opracowania nowych metod analitycznych ze wzgledu na stale
pojawiajace si¢ doniesienia naukowe na temat nowych biomarkeréw.

Biomakery mikotoksyn sg od kilku lat wykorzystywane do oceny narazenia u ludzi
i zwierzat. Zdecydowana wigkszo$¢ publikacji dotyczy ludzi (Warth et al. 2013; Solfrizzo
et al. 2014; Wallin et al. 2015). Mniejsza liczba doniesien naukowych opisuje badania
biomarkeréw u §win. Dotycza one gtéwnie dwdch najczesciej wystepujacych w paszach
w Europie mikotoksyn — DON i ZEN (Danicke et al. 2004; Gambacorta et al. 2013;
Brezina et al. 2014; Thanner et al. 2016)

Biomarkery innych mikotoksyn m.in. OTA czy CIT, ktore rowniez czesto oznaczane
sa w paszy, nie sa dobrze poznane. Poza tym, dotychczasowe do$wiadczenia nie
uwzglednialy wielu istotnych kwestii m.in. narazenia $win na kilka mikotoksyn obecnych

W paszy roOwnoczesnie, paszy naturalnie skazonej mikotoksynami, czy wptywu czasu
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narazenia §win na mikotoksyny na zawarto$¢ ich biomarkeréw w matrycach
biologicznych.

Dlatego, aby w petni méc wykorzysta¢ potencjat biomonitoringu w ocenie narazenia
$win na mikotoksyny, niezbedne jest doskonalenie metodyki oznaczania biomarkeréw
I wykorzystywanie jej w badaniach in vivo. Aspekty te byly podstawg podjgcia tematu tej
pracy doktorskiej.

1.1 Wplyw mikotoksyn na zdrowie Swin

Sposrod wszystkich mikotoksyn to aflatoksyny sg uwazane za najbardziej
toksyczne (Ostry et al. 2017), wykazujg one wiasciwosci mutagenne, teratogenne
I hepatotoksyczne. Jednak w Europie to DON i ZEN najczeSciej wystepuja w paszy
(Kovalsky et al. 2016), dlatego $winie sa najbardziej narazone na ich dziatanie toksyczne,
bedac jednoczesnie gatunkiem zwierzat najbardziej podatnym na szkodliwe dziatanie
tych zwigzkow.

Deoksyniwalenol u $win jest szybko i1 prawie catkowicie absorbowany. Zwierzeta
te maja niskg zdolnos¢ do metabolizmu DON do mniej toksycznych zwigzkow
np. DOM-1, co powoduje wysoka dostepnos¢ systemowa DON. Ponadto, DON obecny
w paszy moze powodowac zmniejszenie jej pobierania przez $winie, a cO za tym idzie
obnizenie przyrostow masy ciata I pogorszenie efektywnosci produkcji (Tiemann and
Dinicke 2007). U s$win DON moze by¢ przyczyna wystgpienia zmian
histopatologicznych w obregbie wielu narzadow m.in. w okolicy przetyku, w zotadku,
watrobie, ptucach i nerkach, a takze zmiany r6znych parametréw biochemicznych we
krwi (Tiemann and Déanicke 2007).

Zearalenon 1 jego metabolity akumuluja si¢ w organizmie, poniewaz biorg udziat
w rozlegtej cyrkulacji watrobowo-jelitowej. Dodatkowo gtéwnym metabolitem ZEN jest
a-ZEL, ktory ma wieksza aktywnos$¢ estrogenowa niz ZEN (Takemura et al. 2007).
Glownym problemem jaki moze wystgpi¢c u $win po spozyciu paszy skazonej
zearalenonem jest hiperestrogenizm, ktérego objawami mogg by¢ bezptodnosc,
zaburzenia w rozrodzie loch i loszek, obrzek sromu, czasami wypadanie pochwy, a nawet
odbytu (Minervini and Aquila 2008).

Mikotoksyny moga wywotywaé u §win zatrucia ostre, podostre lub przewlekte,
aczkolwiek kazda z toksyn posiada charakterystyczne dla swojego dzialania objawy

(Ryc.1.).
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Ryc. 1. Przyktady niekorzystnych konsekwencji narazenia na wybrane
mikotoksyny u §win.

W pracy 2.1 przedstawiono szczegdtowy opis wptywu mikotoksyn regulowanych
prawnie na zdrowie $win.

Skutki toksycznego dziatania mikotoksyn u $win podsumowane sg rowniez
w opiniach EFSA (EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain 2005a, b, 2017a, b;
EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain 2006).

Panel EFSA ds. zanieczyszczen w tancuchu pokarmowym (CONTAM) ustanowit
poziom narazenia $win na DON i ZEN, przy ktorym nie obserwuje si¢ szkodliwych zmian
(NOAEL) oraz najnizszy poziom, przy ktorym obserwuje si¢ szkodliwe zmiany
(LOAEL) (Tabela 1.). LOAEL jest takze wyznaczony dla OTA, FB1 i T-2/HT-2, jednak
brakuje danych dotyczacych toksycznosci innych mikotoksyn, aby ustanowi¢ dla nich
wartosci NOAEL.

Warto tez wspomnie¢, ze oprocz podstawowych form mikotoksyn w paszy
wystepuja takze formy modyfikowane (Berthiller et al. 2009), dla ktorych brakuje badan
toksykologicznych, ktéore umozliwityby wyznaczenie wartosci LOAEL/NOAEL
(European Food Safety Authority (EFSA) 2014).
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Tabela 1. Efekty niepozadane i wartos§ci LOAEL i NOAEL dla mikotoksyn u §win

(m.c. — masa ciata).

Efekt

Mikotoksyna Lo LOAEL NOAEL Zrédlo
niepozadany
Wymioty 2,8 mg/kg paszy 0,7-16215rzng/kg
paszy (EFSA Panel on
Contaminants in
DON Zmniei the Food Chain
mniejszone 2017h)
pobieranie paszy
oraz przyrosty 0,35 mg/kg paszy 0,7 mg/kg paszy
masy
Uszkodzenia ptuc 31'4; r}:igzlllz?l -
o (EFSA Panel on
FB Contaminants in
! Podwyzszony the Food Chain
stosunek Sa:So 5 mg/kg paszy 2005b)
(sfinganina:sfingo (0.2 mg/kg -
zyna) m.c./dzien)
w Krwi
Postepujaca 1 mg/kg paszy
nefropatia (40 pg/kg m.c.) (EFSA Panel on
Contaminants in
OTA . i the Food Chain
Wplyw na poziom
i 2006)
enzymow 0,2 mg/kg paszy
nerkowych i prace (8 pg/kg m.c.)
nerek
Efekt (EFSA Panel on
T-2 immunologiczny 0,2 mg/kg paszy i Contaminants in
lub (8 ng/kg m.c.) the Food Chain
hematologiczny 2011)
Efekty
estrogenowe 4. (EFSA Panel on
ZEN poma@;izona 17,6 pg/kg 10,4 pg/kg Contaminants in
y m.c./dzien m.c./dzien the Food Chain

zaczerwieniony i
opuchnigty srom
(u prosiat)

2017a)

Podsumowujac, mikotoksyny stanowig istotny czynnik chorobotworczy u $win
1 przyczyniajg si¢ do spadku wydajnosci produkcji 1 upadkow zwierzat. Niezbedna jest

zatem odpowiednia diagnostyka okreslajaca poziom narazenia $win na mikotoksyny.
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1.2 Ocena narazenia §win na mikotoksyny

Istnieja dwie mozliwosci oceny narazenia $win na mikotoksyny. Pierwsza z nich
1 najbardziej powszechng jest bezposrednia analiza paszy w potaczeniu z danymi
dotyczacymi spozycia (Guerre 2016). Nie uwzglednia ona jednak informacji
o indywidualnym narazeniu — réznice pomigdzy zwierzetami w spozyciu paszy oraz
absorpcji, dystrybucji, metabolizmie i wydalaniu, a takze alternatywnych drog narazenia
— oddechowa, przed skore, czy niejednorodnosci materialu paszowego. Musimy takze
pamigta¢ o mozliwej konwersji modyfikowanych form mikotoksyn do form
podstawowych, ktore przyczyniaja si¢ do zwickszenia catkowitej toksycznosci.

Te problemy moga by¢ czg¢sciowo rozwigzane za pomocg monitoringu biologicznego
zwierzat 1 analizie biomarkerow narazenia na mikotoksyny w matrycach biologicznych.
Polega on na badaniu stezenia zwigzkow toksycznych i/lub metabolitow w materiale
biologicznym tj. ptyny ustrojowe czy wydaliny. Znajac drogg i szybkos$¢ przemian jakim
sa poddawane poszczegélne toksyny w organizmie, mozna na podstawie analizy
biomarkeréw narazenia oceni¢ wielko§¢ wchlonigtej dawki mikotoksyny
1 wynikajace z niej ryzyko dla zdrowia. Analiza odpowiednich biomarkeréw narazenia
w plynach ustrojowych i wydalinach moze pomoéc w calo$ciowej ocenie narazenia
zwierzat.

Warto wspomnie¢ réwniez o tym, ze cz¢$¢ dodatkéw paszowych majacych na celu
wigzanie mikotoksyn w paszach aktywowane jest dopiero w przewodzie pokarmowym,
dlatego do oceny ich skuteczno$ci niezbedna jest analiza mikotoksyn w matrycach
biologicznych (Lauwers et al. 2019a).

W pracy 2.1 dokonano przegladu dotychczasowych badan in vivo
z wykorzystaniem $win. Ograniczaty si¢ one gtdwnie do oznaczania biomarkerow DON
i ZEN w moczu oraz surowicy. Nie uwzglednialy one jednak rzeczywistych warunkow
hodowlanych — pasza doswiadczalna byla wzbogacona wzorcem mikotoksyn lub
$winiom podawano zboza — najczesciej kukurydze zanieczyszczong mikotoksynami.
Watpliwos$ci budzi takze czas pobierania probek moczu — najcze¢$ciej pobierany byt
jednokrotnie okoto 3 h przed ubojem (Brezinaet al. 2014), co moze by¢ niewystarczajace
do rzetelnej oceny zawartosci biomarkerow. Ponadto mikotoksyny mogg by¢ wydalane
znacznie dhuzej — w przypadku ZEN nawet 3 dni (Thanner et al. 2016), dlatego powinien
by¢ zbierany mocz z calej doby, by dostarczy¢ wiarygodnych wynikéw oznaczen

biomarkeréw mikotoksyn.
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W zwigzku z tym, Zze pasze i materialy paszowe moga by¢ porazone réznymi
gatunkami grzyboéw, mozemy mie¢ do czynienia z zanieczyszczeniami pasz wieloma
mikotoksynami. Ostatnie badania pokazaty, ze od 30 do 100% pasz zanieczyszczona jest
kilkoma mikotoksynami rownoczesnie (Pinotti et al. 2016). W paszach dla swin ponad
40% przebadanych probek zawieralo co najmniej 5 mikotoksyn (Arroyo-Manzanares et
al. 2019). Wystepujace mikotoksyny moga wspotoddziatywaé ze sobg, a wplyw
kombinacji mikotoksyn na zdrowie §win jest niewystarczajgco poznany (Battilani et al.
2020). Konieczna jest wiec ocena wptywu narazenia Kilku mikotoksyn réwnoczes$nie na
ich zdrowie, jednak dotychczasowe badania z wykorzystaniem $win tego nie
uwzglednialy.

Najdluzszy eksperyment, w ktéorym $winiom podawano pasze skazong
mikotoksynami trwat 37 dni (D6ll et al. 2003), ale probki moczu i surowicy pobrano
w nim jedynie raz — przed ubojem $win. Nie przeprowadzono tez eksperymentu,
w ktorym monitorowano by stezenia biomarkeréw w ptynach ustrojowych po zmianie
paszy zanieczyszczonej mikotoksynami na pasz¢ o minimalnym skazeniu
mikotoksynami przez dtuzej niz 3 dni (Thanner et al. 2016). Brakuje wigc informacji, czy
czas narazenia na mikotoksyny wplywa na zawarto$¢ ich biomarkeréw w matrycach
biologicznych oraz jak dtugo po spozyciu paszy skazonej mikotoksynami, biomarkery

moga by¢ oznaczone w materiale biologicznym (kinetyka mikotoksyn).

1.3 Biomarkery narazenia na mikotoksyny (biomarkery mikotoksyn) u $win

— obecny stan wiedzy

Dotychczasowe do$wiadczenia in vivo pozwolity ustali¢ jakie s najwazniejsze
biomarkery narazenia mikotoksyn regulowanych prawnie w moczu i surowicy $win.
Szczegdtowo omowiono je w pracy 2.1. Biomarkerami narazenia sa mikotoksyny jak
réwniez ich metabolity.

Brakuje danych dotyczacych biomarkerow innych mikotoksyn, ktore wraz z DON
i ZEN czesto wspOtwystepuja w paszy np. OTA czy CIT (Doughari 2015). EFSA
w ostatnich opiniach dotyczacych ryzyka zwiazanego z obecno$cia w zywnosci OTA
(EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain 2020) i CIT (EFSA Panel on
Contaminants in the Food Chain 2012) wskazuje na potrzebg przeprowadzenia
doswiadczen in vivo po podaniu paszy skazonej tymi mikotoksynami, aby uzyskac wigcej

danych na temat ich biomarkerow. Aktualng wiedze na temat biomarkeréw mikotoksyn
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(DON, ZEN, OTA, CIT) analizowanych w matrycach biologicznych w ramach
przeprowadzonego doswiadczenia podsumowano w Tabeli 2.

Tabela 2. Najwaznicjsze biomarkery mikotoksyn wybranych do badan
(DON, ZEN, OTA, CIT) oznaczone Ww moczu 1 surowicy $§win.
(W nawiasie podano informacje po jakim czasie nalezy pobra¢ probke dla biomarkerow,
dla ktorych jest on okreslony. Pogrubiono biomarkery, ktére oznaczano w najwyzszym

stezeniu.)

Mikotoksyna w paszy Biomarker w moczu Biomarker w surowicy

DON (4-8 h) DON-3-GIcAc * (34 h)
DON DOM-1 /DON ** (34 h)
DON-GIcAc DOM-1

ZEN-GIcAc (12-24 h) *
JZEN ** (12-24 h)

ZEN-GIcAc * (0.25-3 h)

** _
- wzEL el SR /Z-EZNEL (c()02'§4sh;l)
a-ZAL, B-ZAL o :
OTA OTA OTA (72-120 h)
CIT brak danych CIT

DH-CIT (dane niepetne)

*analiza metoda LC-HR-MS (bezposrednie oznaczenie glukuronidow mikotoksyn)
**analiza metoda LC-MS/MS po hydrolizie enzymatycznej (posrednie oznaczenie glukuronidow
mikotoksyn)

Z wczesniejszych do$wiadczeniach na $winiach, ktérym podawano pasz¢ skazong
najczesciej wystepujacymi w paszach w Europie mikotoksynami tj. DON 1 ZEN, mozna
zauwazy¢ znaczne roéznice w poziomach biomarkeréw DON i ZEN w moczu i surowicy
od roéznych $win jak i grup eksperymentalnych (praca 1.2, Supplementary Material,
Table S1). W pracy przegladowej (praca 2.1) wyznaczono wprawdzie liniowg zalezno$¢
miedzy poziomem DON i ZEN spozytych w paszy, a ich biomarkerow oznaczonych
w materiale biologicznym (praca 2.1, Figure 1-3). Jednak dla pozioméw
rekomendowanych przez UE w paszy wystgpuje znaczna rozbiezno$¢ stgzen
biomarkeréw oznaczonych w materiale biologicznym.

W doswiadczeniu, w ktorym $winiom podawano m.in. 1270 ug DON/kg paszy
i 80 ug ZEN/kg paszy, w moczu oznaczono $rednio: 1065 ng DON/mL (96,2-2120
ng/mL) i 70,3 ng DOM-1/mL (1,6-336 ng/mL) a takze 51,7 ng ZEN/mL (1,1-122 ng/mL),
18,6 ng a-ZEL (0-63,2 ng/mL), 1.4 ng B-ZEL (<LOQ-18,2 ng/mL), 0,4 ng ZAN/mL
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(<LOQ-1,4 ng/mL); a w surowicy srednio: 8,6 ng DON/mL (4,6-15,9) (Brezina et al.
2014). Podczas gdy w innym doswiadczeniu, §winie otrzymywaty m.in. 1000 ng DON/kg
paszy i 60 ug ZEN/Kg paszy, w moczu oznaczono s$rednio: 360 ng DON/mL i 14 ng
DOM-1/mL oraz 34,8 ng ZEN/mL i 10,2 ng a-ZEL/mL; a w surowicy $rednio: 5 ng
DON/mL (<LOQ-12 ng/mL) (Déll et al. 2003).

Z tego wzgledu do tej pory nie bylo mozliwe ustalenie wiarygodnych poziomow
biomarker6w DON i ZEN w materiale biologicznym odpowiadajacych im poziomom
rekomendowanym dla DON i ZEN w paszy.

1.4 Metody oznaczania mikotoksyn w plynach ustrojowych Swin

Ze wzgledu na to, ze mikotoksyny sg obecne w ptynach ustrojowych ludzi i zwierzat
w niskich stezeniach (ponizej 10-100 ng/mL) wymagana jest metoda analityczna
pozwalajaca na jednoczesng analize¢ szerokiego panelu biomarkerow z odpowiednio
niskimi granicami oznaczalnos$ci dla poszczegdlnych analitow. Ztotym standardem jest
chromatografia cieczowa sprze¢zona z tandemowa spektrometrig mas.

Bioragc pod uwage rdéznice w budowie chemicznej wielu biomarkerow mikotoksyn,
optymalizacja przygotowania probek do analizy jest najtrudniejszym etapem w trakcie
opracowywania metody analitycznej. Dlatego w pracy przegladowej (praca 2.1)
przedstawiono omowienie metod oznaczania mikotoksyn w probkach moczu i surowicy
Swin.

W pismiennictwie naukowym opisywano wiele sposobow przygotowania probek
moczu do analizy biomarkeréw mikotoksyn (praca 2.1, Supplementary Material,
Table S1). Po etapie ekstrakcji analitow z probki metodg ciecz-ciecz autorzy
wykorzystywali réznego rodzaju sposoby oczyszczenia ekstraktu m.in. ekstrakcja
ciecz-ciato state, oczyszczenie ekstraktu z wykorzystaniem kolumienek powinowactwa
immunologicznego oraz metoda ,rozciencz i nastrzyknij” (ang. dilute and shoot).
Kolumienki SPE i (w szczegdlnosci) IAC umozliwiajg osiggnigcie bardzo niskich
wartosci LOQ, jednak dla waskiego zakresu analitbw — ograniczonego do ich
selektywnosci. Ich wada s3 rowniez znaczne koszty analizy. Dlatego najbardziej
efektywna 1 najcze$ciej wykorzystywang metoda w analizie wielosktadnikowe;j
(>20 mikotoksyn i ich metabolitow) jest metoda LLE. NajczeSciej wykorzystywanymi
rozpuszczalnikami do ekstrakcji jest acetonitryl i octan etylu (Song et al. 2013; Rui Guo
and Xiao Ou 2015; Lauwers et al. 2019b).
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Istniejg jednak dwa problemy, ktore nie zostaty uwzglednione w dotychczasowych
metodach wielosktadnikowych bazujacych na metodzie LLE i wykorzystywanych do
oznaczen biomarkerow mikotoksyn w moczu $win (Song et al. 2013; Rui Guo and Xiao
Ou 2015; Lauwers et al. 2019b).

Po pierwsze, DON i ZEN wystepuja w moczu i surowicy u $win w postaci m.in.
glukuronidéw. Z powodu braku na rynku standardow glukuronidow mikotoksyn nie jest
mozliwe ich bezposrednie oznaczenie. Aby oznaczy¢ je posrednio w formie
nieskoniugowanej jako formy podstawowe mikotoksyn, konieczne jest przeprowadzenie
na etapie przygotowania probki reakcji hydrolizy (np. hydrolizy enzymatycznej
z wykorzystaniem enzymu beta-glukuronidazy). Warto podkresli¢, ze etapu tego nie
uwzglednia zadna z dotychczas opracowanych metod wielosktadnikowych bazujacych
na LLE.

Ponadto mocz poszczegdlnych osobnikoOw moze znacznie roznic¢ si¢ w zaleznoSci
od plci, wieku, statusu zdrowotnego, a przede wszystkim diety, ktora wptywa na r6zna
zawarto$¢ wody w moczu (Warth et al. 2013). Czesto stosowang metodg normalizacji
probek moczu jest pomiar stezenia kreatyniny W moczu, ktory dostarcza nam informacji
na temat rozcienczenia moczu. Stgzenia Kreatyniny moga si¢ znacznie r6zni¢ miedzy
gatunkami, od nizszych wartosci oznaczanych u ludzi (0,28-2,59 mg/mL) (Arndt 2009)
do znacznie wyzszych oznaczanych u $win (0,07-10,8 mg/mL) (Tkaczyk and Jedziniak
2020). W przypadku biomarkeré6w mikotoksyn w moczu $win normalizacje dla roznych
rozcienczen moczu przeprowadzono tylko w trzech pracach (Thanner et al. 2016; Binder
et al. 2017; Gambacorta et al. 2019). Dodatkowym aspektem wartym podkreslenia jest
fakt stosowania przez innych autoréw do oznaczania kreatyniny w moczu techniki
spektrofotometrycznej (Ali et al. 2015; Franco et al. 2019), ktorej wada jest niska
odpornos¢ na interferencje sktadnikéw matryc biologicznych (Lo and Tsai 1994). Test
ELISA jest takze powszechnie wykorzystywany do oznaczen kreatyniny w moczu
(Wallin et al. 2015), jednak cechuje si¢ niskg powtarzalnoscig uzyskiwanych wynikow
(Tkaczyk and Jedziniak 2020). Aspekt ten zostal szczegoétowo opisany i rozwigzany
w pracy, gdzie zastosowano w technik¢ HPLC uzyskujac wiarygodne (powtarzalne)
wyniki (Tkaczyk and Jedziniak 2020).

Aby rozwigzaé powyzsze problemy opracowano w ramach pracy doktorskiej nowsa
metode analityczng, ktora umozliwia jednoczesne oznaczenie 37 mikotoksyn i ich
metabolitow w moczu §win oraz uwzglednia hydroliz¢ enzymatycznag jak i normalizacje

do statego poziomu kreatyniny. Opisano ja doktadnie w pracy 1.2.
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Opracowang metode (po stosowanych modyfikacjach) wykorzystano réwniez do
analizy probek surowicy. Najczgsciej wykorzystywang metodg przygotowania probek
surowicy do analizy biomarkeréw mikotoksyn jest, podobnie jak dla moczu, ekstrakcja
z wykorzystaniem rozpuszczalnikow organicznych (De Baere et al. 2012; Devreese et al.
2012; Lauwers et al. 2019b). Najbardziej popularnym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji
jest acetonitryl. Konieczna jest rowniez hydroliza enzymatyczna, poniewaz DON
wydalany jest w surowicy swin w ponad 30% w postaci glukuronidow (Dénicke et al.
2005a). Jednak tylko w jednej metodzie oznaczania ZEN i jego metabolitow
wykorzystujacej ekstrakcje ciecz-ciecz, probki przed analiza biomarkeréw mikotoksyn
inkubowano z beta-glukuronidazg (De Baere et al. 2012). Ponadto dotychczasowe
metody nie uwzglednialy szerokiego panelu mikotoksyn i ich metabolitow, ktore moga
wystepowaé w surowicy. Rowniez proces walidacji istniejacych metod najczesciej nie
uwzglednial istotnego obecnie parametru walidacji metod: efektu matrycy. Niezbedne
bylo wigc opracowanie nowej metody, ktéra nie tylko obejmuje szeroki zakres
biomarkerow mikotoksyn, ale takze umozliwia w sposob posredni oznaczy¢ glukuronidy

mikotoksyn w surowicy $win. Szczegétowy opis metody znajduje si¢ w pracy 1.2.
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Cel i zakres pracy

Celami niniejszej pracy bylo:

1.

Opracowanie wielosktadnikowej metody oznaczania mikotoksyn w moczu
1 surowicy $win, ktora obejmowataby mozliwie najszerszy zakres biomarkeréw
mikotoksyn.

Weryfikacja biomarkeréw narazenia dla mikotoksyn: DON, ZEN, OTA i CIT
w ptynach ustrojowych (mocz i surowica) §win.

Wyznaczenie wiarygodnej korelacji pomiedzy poziomem mikotoksyn w paszy,
a stezeniem ich biomarkeréw w matrycach biologicznych.

Wskazanie odpowiednich matryc (mocz, surowica) dla prowadzenia
monitoringu biomarkeréw narazenia dla wybranych mikotoksyn.

Ustalenie kinetyki biomarkerow mikotoksyn (DON, ZEN, OTA i CIT)
w plynach ustrojowych (mocz 1 surowica) §win po podaniu paszy
doswiadczalnej naturalnie skazonej mikotoksynami na poziomach zblizonych

do poziomow rekomendowanych.
Zakres pracy:

Oméwienie  zagadnienia wplywu mikotoksyn na zdrowie $§win,
dotychczasowych badan in vivo na $winiach oraz metod analitycznych
stosowanych do analizy biomarkeréw mikotoksyn (praca 2.1).

Opracowanie metody LC-MS/MS oznaczania biomarkerow mikotoksyn
w moczu $win (dodatkowo optymalizacja procesu hydrolizy enzymatycznej)
(praca 1.1) i surowicy $win (praca 1.2).

Walidacja opracowanych procedur analitycznych (prace 1.1 1.2).
Przygotowanie i analiza paszy o minimalnym skazeniu mikotoksynami oraz
pasz naturalnie skazonych (dwa poziomy) mikotoksynami (DON, ZEN, OTA,
CIT) do do$wiadczenia na $winiach (praca 1.2).

Przeprowadzenie doswiadczenia z udziatem $win, ktérym podawano pasze
naturalnie skazong mikotoksynami (praca 1.2).

Analiza probek moczu i1 surowicy s$win pochodzacych z do$wiadczenia

(praca 1.2).
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Metodyka badan

Szczegblowy opis materialdow wykorzystanych do opracowania metod
analitycznych i przeprowadzenia do$wiadczenia in vivo z wykorzystaniem $win

zamieszczono w publikacjach (prace 1.1-1.2).

3.1 Opracowanie metod analitycznych

Etapy badan obejmowaty:

Przeglad pismiennictwa i ustalenie listy analitow (3-AcDON, 15-AcDON, o-ZEL,
a-ZAL, AFB1, AFB2, AFG:, AFG2, AFM1, AOH, AME, ALTX-I, B-ZEL, B-ZAL,
BEA, CIT, DAS, DH-CIT, DOM-1, DON, ENA, ENA1, ENB, ENBy, FB1, FB2, HFBq,
HT-2, NIV, OTa, OTA, STC, T-2, T-2 triol, TEN, ZAN, ZEN) oraz ich weryfikacja

pod katem mozliwosci analizy metoda wielosktadnikowa;

Optymalizacja warunkow pracy detektora mas typu potrojny kwadrupol w zestawie
LC-MS/MS:

o

ustalenie monitorowanych reakcji fragmentacji dla kazdego analitu wraz
z parametrami pracy detektora charakterystycznymi dla danego analitu tj. energia
kolizji, czas zbierania danych, potencjal rozproszenia, napigcie na wyjsciu
z komory kolizyjnej;

ustalenie warunkow pracy zrodta jondw tj. rodzaj jonizacji, napiecie kapilary,
temperatura, ci$nienie gazu ostonowego, ci$nienie gazu kolizyjnego, ci$nienie

gazu rozpraszajacego oraz cisnienie gazu grzewczego;

Optymalizacja warunkéw pracy LC:

o

o

o

dobor kolumny chromatograficznej;

dobor sktadu fazy ruchomej;

doboér optymalnego programu elucji gradientowej (testowanie temperatury
1 przeptywu fazy ruchomej, ustalenie obj¢tosci dozowania i optymalnego czasu

analizy).

Optymalizacja procedury przygotowania probek do analizy:

o

o

dobor warunkow ekstrakcji analitow z matrycy;

dobor sorbentow do oczyszczania ekstraktow 1 optymalizacja ich sktadu.

16



METODYKA BADAN

3.2 Walidacja opracowanych metod

Procedure poddano walidacji zgodnie z wytycznymi Europejskiej Agencji Lekow

dla walidacji metod bioanalitycznych (Committee for Medicinal Products for Human Use

(CHMP) 2011) poprzez wyznaczenie nastepujacych parametrow dla kazdego analitu:

liniowos¢ 1 zakres roboczy:

o analiza dwoch roéwnoleglych serii probek wzbogaconych (sze$¢ poziomow
wzbogacenia);

granica wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalnosci (LLOQ=LOQ) jako najnizszego

stezenia, ktore wykryto i oznaczono z wystarczajagcym odzyskiem i precyzja:

o analiza probek substancji badanej o danym stgzeniu po ekstrakcji z materiatu
biologicznego;

o pik substancji badanej na chromatogramie musi by¢ mozliwy do identyfikacji;

o stosunek wysokosci sygnatu pochodzacego od substancji badanej do szuméw linii
podstawowej w probee $lepej musi wynosi¢ co najmniej 3 (S/N>3) (LOD);

o Stosunek wysokosci sygnatu pochodzacego od substancji badanej do szumow linii
podstawowej w probce slepej musi wynosi¢ co najmniej 5 (S/N >5) (LLOQ);

doktadno$¢  (odzysk) i  precyzja  (powtarzalno$¢ i odtwarzalnosé

wewnatrzlaboratoryjna);

o analiza probek wzbogaconych (cztery poziomy wzbogacenia);

o analiza w sze$ciu powtorzeniach dla kazdego poziomu stezen;

o porownanie st¢zenia oznaczonego ze stezeniem zaplanowanym;

o obliczenie wzglednego odchylenia standardowego powtarzalno$ci;

efekt matrycy;

o wyznaczenie wspotczynnika ,,IS normalised SSE” dla kazdego analitu poprzez
analize szesciu roznych probek Slepych oraz pordéwnanie wspotczynnika
nachylenia krzywej kalibracyjnej z matryca probki ze wspotczynnikiem

nachylenia krzywej kalibracyjnej bez matrycy.

3.3. Przeprowadzenie doswiadczenia z wykorzystaniem $§win

Do$wiadczenie zostalo przeprowadzone w Katedrze Prewencji Weterynaryjnej

I Higieny Pasz przy Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie. Wszystkie

dziatania wykonywane w trakcie dos$wiadczenia przeprowadzane byly zgodnie

z przepisami w zakresie etyki badan na zwierzetach. Pozwolenie na przeprowadzenie

doswiadczenia na zwierzetach wydata Lokalna Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na
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Zwierzgtach przy Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w Olsztynie (Nr Uchwaty
42/2019).

Do badan uzyto $winie w wieku okoto 4 tygodni pochodzace z hodowli o wysokim
statusie zdrowotnym (Jabtonowo, Polska). W czasie jednotygodniowej aklimatyzacji
zwierzgta mialy nieograniczony dostep do wody i paszy o minimalnym skazeniu
mikotoksynami. Swinie umieszczono w klatkach metabolicznych.

Eksperyment przeprowadzono na 24 $winiach, ktore zostaly podzielone na trzy
grupy po osiem §win w kazde;j:

e Grupa kontrolna (K) — zwierzgta otrzymywaly przez pig¢ tygodni pasze
o minimalnym skazeniu mikotoksynami,

e Grupa doswiadczalna D1 i grupa doswiadczalna D2 - zwierzeta z tych grup przez
pierwszy tydzien (aklimatyzacja) otrzymywaly pasz¢ o minimalnym skazeniu
mikotoksynami, a przez dwa tygodnie (tydzien 2-3) karmione byly dwa razy
dziennie pasza skazong mikotoksynami. Przez kolejne dwa tygodnie (tydzien
4-5) otrzymywaly pasz¢ o minimalnym skazeniu mikotoksynami w celu ustalenia
kinetyki zanikania mikotoksyn. Stezenia mikotoksyn w paszy D1 byly
dwukrotnie mniejsze od grupy D2 (Ryc. 2.).

Pasza dla grup eksperymentalnych zostala przygotowana 2z naturalnie
zanieczyszczonej mikotoksynami (DON, ZEN, OTA, CIT) kukurydzy oraz zyta, ktore
byto inokulowane na polu grzybami produkujgcymi DON gatunku Fusarium culmorum
(paragraf 4.3).

Probki catodobowego moczu pobierano kazdego dnia rano z pojemnikow
umieszczonych pod klatkami metabolicznymi. Po doktadnym wymieszaniu, pobierano
okoto 50 mL moczu. Prébki nastepnie byly wirowane (5000 g, 15 min, 4 °C)
| przechowywane w zamrazarce (< —18 °C) do czasu analizy.

Probki krwi byly pobierane 3,5 h po podaniu paszy osiem razy w trakcie
doswiadczenia, majac na uwadze dobrostan zwierzat. Nastepnie probki umieszczano
w lodowce 1 po 4 h wirowano (3724 g, 10 min, 4 °C). Uzyskang w ten sposob surowice

przechowywano w zamrazarce (< —18 °C) do czasu analizy.

18



METODYKA BADAN

[Aklimatyzacja| |Okres nal\raienia | |Okres ,,wylmywania'Tl

Tydzien doswiadczenia
|| | | 1| J

i 2-3 4.'5
. : Dzien probobra nila
1 Lt 1t 1 1t ot T 28

. Probki krwi )

J
Mocz catodobowy - codziennie

Ryc.2. Schemat do§wiadczenia na §winiach, K — grupa kontrolna,
D1 - grupa do$wiadczalna otrzymujaca pasz¢ zanieczyszczong mikotoksynami,
D2 - grupa do$wiadczalna otrzymujaca pasz¢ zanieczyszczong mikotoksynami,
stezenia mikotoksyn w paszy dla grupy D1 byly dwukrotnie mniejsze od stezenh w paszy
dla grupy D2 (Tabela 3.).
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4.  Wyniki badan i dyskusja
4.1 Opracowanie metod analitycznych

W pracy 1.1 przedstawiono opracowang i poddang walidacji metode oznaczania
mikotoksyn oraz ich metabolitow w probkach moczu §win.

Opracowana metoda umozliwia oznaczanie W moczu 37 zwiazkow, w tym wiele
istotnych metabolitow mikotoksyn, technikg LC-MS/MS. Oznaczanie tak szerokiego
zakresu zwigzkow, ktore w znacznym stopniu roéznig si¢ swoimi wilasciwosciami
fizykochemicznymi, mozliwe byto dzigki doborowi odpowiednich warunkow ekstrakceji
I oczyszczania probek oraz optymalizacji analizy instrumentalnej.

Badania rozpoczeto od ustalenia warunkoéw detekcji analitow z zastosowaniem
techniki LC-MS/MS. Strojenie (z ang. tuning) spektrometru mas zostato przeprowadzone
z zastosowaniem jonizacji typu ESI w trybie dodatnim (ESI+) i ujemnym (ESI-) poprzez
dozowanie roztworu analitu o stgzeniu 10 pg/mL rozpuszczonego w mieszaninie
metanolu i wody (50/50; v/v) z natezeniem przeptywu 10 pl/min bezposrednio na
detektor. Zoptymalizowane parametry pracy zrodta jonow przedstawiono na Ryc.3. Do
zbierania danych wykorzystano tryb MRM i monitorowano jeden jon macierzysty i 1-2
jony potomne (praca 1.1, Supplementary Material, Table S1-S2).

Kolejnym krokiem  byta optymalizacja ~ warunkéw  rozdzielenia
chromatograficznego. Testowano kilka r6znych kolumn analitycznych i faz ruchomych,
a takze rozne programy gradientu (szczegdlowo opisane w pracy 1.1), aby uzyskac
zadowalajaca retencjg¢, rozdzielenie i ksztaltt pikow. Optymalne warunki pracy
chromatografu cieczowego przedstawiono na rycinie 3.

Opracowane warunki pracy spektrometru mas i chromatografu cieczowego byly
takie same dla analiz probek moczu i surowicy.

Przygotowanie moczu do analizy biomarkeréw mikotoksyn byto istotnym
wyzwaniem analitycznym ze wzgledu na sktad probki, zroznicowanie fizykochemiczne
analitow oraz niskie poziomy ich wystepowania w matrycach biologicznych (praca 2.1).
Testowano najczg$ciej wykorzystywane metody przygotowania probek moczu:
kolumienki SPE, IAC i LLE. Zastosowanie kolumienek SPE skutkowato interferencjami
ze sktadnikami matrycy w badanym zakresie stezen, co spowodowato uzyskanie znacznie
wyzszych wartosci LOD/LOQ poszczegdlnych mikotoksyn w poréwnaniu do dwoch
pozostaltych metod. Najnizsze wartosci LOD/LOQ analitow uzyskano po zastosowaniu

kolumienek IAC. Nalezy jednak uwzgledni¢ ich wysoki koszt, a takze ograniczong do
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zakresu ich selektywnosci liczbg analitow, ktore mozna oznaczy¢ z ich wykorzystaniem.
Metoda LLE umozliwita stosunkowo niedrogi i odpowiedni (niskie wartosci LOQ)
sposOb oczyszczenia probki dla szerokiego zakresu mikotoksyn, dlatego zostata wybrana
do dalszej optymalizaciji.

Zanim przystagpiono do optymalizacji metody LLE rozwigzano dwa wazne
problemy analityczne (opisane w paragrafie 1.3).

Bardzo waznym etapem byla optymalizacja hydrolizy enzymatycznej. Po raz
pierwszy dla moczu $win, wybrano odpowiednie warunki: enzym (B-glukuronidaza
z E. coli), temperature i czas inkubacji (2 h, 40 °C).

Niezbedne byto rowniez opracowanie wiarygodnej metody HPLC-UV oznaczania
kreatyniny w moczu $win i wykorzystania jej do normalizacji moczu o rdznej zawarto$ci
wody (Tkaczyk and Jedziniak 2020).

Po rozwigzaniu tych istotnych, a pomijanych we wczesniejszych metodach
oznaczania biomarkerow mikotoksyn, problemow analitycznych przystagpiono do
optymalizacji nowej metody LLE. Aby uzyskac jak najlepsza efektywno$¢ ekstrakcji.
testowano odzyski ekstrakcji analitow przy uzyciu dwoch rozpuszczalnikow (ACN
I EtOAC) (Sun et al. 2014; Rui Guo and Xiao Ou 2015; Lauwers et al. 2019b), przy
réznych warto$ciach pH moczu (3,9; 6,5; 7,5) i dodatku réznych soli (CH3COONH4,
NaCl i MgSOa). Najbardziej efektywnym rozpuszczalnikiem do ekstrakcji dla wigkszosci
mikotoksyn z moczu $win okazat si¢ octan etylu stosowany przy pH moczu réwnym 7,5.
Dodatkowo, aby zwigkszy¢ odzysk istotnego analitu (OTA) juz na etapie ekstrakcji
zastosowano dodatek chlorku sodu. W przypadku analiz moczu $win dodatek soli
(2M MgSO0s) na etapie ekstrakcji zastosowano tylko raz dla metody wielosktadnikowej
(Song et al. 2013).

Przygotowanie probek surowicy do analiz bazowalo na ekstrakcji
rozpuszczalnikiem organicznym 1 precypitacji biatka. Testowano rézne rozpuszczalniki
i ich mieszaniny (ACN, ACN (0,1% HCOOH), MeOH i ACN:MeOH (1:1)), aby uzyskac
jak najlepsza efektywnos$¢ ekstrakcji. Dotychczas najczgéciej wykorzystywanym
rozpuszczalnikiem byl ACN (praca 2.1, Supplementary Material, Table S1).
Optymalizacja tej metody zostala szczegdélowo opisana w pracy 1.2. Aby uzyskac
odpowiednig efektywnosc¢ ekstrakcji dla fumonizyn (>60%) niezbgdny byt dodatek 0,1%
HCOOH do ACN. Zakwaszony ACN (0,1% HCOOH) zostal takze uzyty do ekstrakcji
wielu mikotoksyn z surowicy w ostatnio opracowanej metodzie LLE (Lauwers et al.

2019b). Przed ekstrakcjg zastosowano, podobnie jak w przypadku analizy moczu,
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hydroliz¢ enzymatyczng w celu posredniego oznaczenia glukuronidéw mikotoksyn.
Sposréod dwoch opracowanych dotychczas metod wielosktadnikowych oznaczania
mikotoksyn w surowicy $win (Devreese et al. 2012; Lauwers et al. 2019b), zadna nie
uwzgledniala hydrolizy enzymatyczne;.

Oczyszczone ekstrakty analizowano z zastosowaniem techniki LC-MS/MS
(Ryc.3.).

PROBKA SUROWICY (250 pL)

\ 4

Wirowanie
+5 mL EtOAc + 1 g NaCl +750 uL ACN +0,1% HCOOH
Wytrzasanie

Wirowanie
Pobranie 4,5 mL fazy organicznej Pobranie 750 pL fazy organicznej
+ wzorzec wewngtrzny

Odparowanie w strumieniu N,

Rozpuszczenie w fazie ruchome;

Wirowanie

AGILENT 1260 AB SCIEX QTRAP 6500

Luna Omega
Kolumna Polar Temperatura 350 °C
analityczna (2 x 150 mm, zrodia jonow
3 um) e .
MeOH : 0.01M Cisnienie gazu 1 60 psi
Faza ruchoma NH,OAc T .
A(95:5) , B(5:95) Cisnienie gazu 2 35 psi
Przeplyw 600 uL/min Energia jonizacji | +/-4000 V
Temperatura —
35°C Cisnienie gazu .
kolumny kurtynowego 40 psi
Nastrzyk 5uL

Ryc. 3. Schemat opracowanych procedur analitycznych dla analizy biomarkeréw

mikotoksyn w probkach moczu i surowicy $win.
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4.2 Walidacja procedur

Procedury poddano walidacji zgodnie z wytycznymi EMEA dla metod
bioanalitycznych (Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) 2011).
Parametry walidacyjne wyznaczono dla czterech poziomow stezen (Szczegoétowo opisane
w pracach 1.1 (dla moczu) oraz 1.2 (dla surowicy)).

Uzyskano niskie wartosci LLOQ w zakresie 0,1-8 ng/mL dla moczu oraz
0,02-4 ng/mL dla surowicy. Wartosci te sg porownywalne z innymi metodami
wielosktadnikowymi bazujgcymi na ekstrakcji ciecz-ciecz (Lauwers et al. 2019b).

Analiza probek moczu wzbogaconych mikotoksynami wykazata doktadnosc¢
74,0 — 112% (o obrebie jednego dnia) oraz 75,4 — 106% (migdzy kolejnymi dniami)
(praca 1.1, Table 1). Dla probek surowicy uzyskano doktadnos¢ 83,1 — 112% (o obrebie
jednego dnia) i 98,8 — 109% (mig¢dzy kolejnymi dniami). Wszystkie anality oznaczono
z odpowiednig precyzjg, wartos¢ CV bylo ponizej 20% (praca 1.2,
Supplementary Material, Table S2).

Ponadto wyznaczono dokladno$¢ i precyzje dla dwoch réznych probek moczu
i surowicy (n=6). Uzyskano bardzo wysoki odzysk: 99,5 — 101% (mocz) i 97,4 — 115%
(surowica) oraz precyzj¢: 5,3 — 17,9% (CV%, mocz) i 5,27 — 12,7% (CV%, surowica),
co wskazuje na bardzo dobrg odtwarzalno$¢ opracowanych metod (praca 1.1, Table 1).

Nalezy podkresli¢, ze odzysk ekstrakcji, odzysk catkowity oraz efekt matrycy
wyznaczono dla szesciu réznych probek moczu i surowicy (najczesciej byt on
wyznaczany jedynie dla jednej probki) (praca 1.1, Supplementary Material, Table Sla).
Wigkszo$¢ analitow wykazato odzysk ekstrakcji w zakresie 60-110% w przypadku
obydwu matryc. Podobne warto$ci uzyskano w ostatnio opublikowanej metodzie
wielosktadnikowej (Lauwers et al. 2019b).

Podczas analizy probek moczu znaczng supresje sygnalu (SSE<80%)
zaobserwowano dla: CIT, a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL, ZAN, STC, AOH, ATX-I,
OTa a znaczne wzmocnienie sygnatu (SSE>120%) zaobserwowano dla: NIV, FUS-X,
DOM-1, DON, AFGi1, ENA, T-2 triol, HFB1. W przypadku analizy probek surowicy
znaczna supresja sygnatu wystepowata dla: AFB,, AFG:, AFG2, 15-AcDON, DH-CIT,
T-2 triol i FB1 a znaczne wzmocnienie sygnatu dla: CIT, DOM-1, DON, AFB4,
3-AcDON, DAS, HT-2, ENB1, ENA1, ENA, BEA i AOH. Niezbedne wigc byto uzycie
standardow wewnetrznych oraz przygotowywanie krzywych kalibracyjnych z matrycy,

by kompensowaé efekt matrycy. W dotychczasowych metodach wielosktadnikowych
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oznaczania mikotoksyn w moczu $§win efekt matrycy przedstawiono tylko w jednej pracy
1 zauwazono znaczng supresj¢ sygnatu dla mikotoksyn tj. AOH, AME, DON, DOM-1,
3-/15-AcDON, AFB: and AFMy (Lauwers et al. 2019b). W moczu ludzkim w metodach
wielosktadnikowych efekt matrycy byt wyznaczany bardzo czesto (Solfrizzo et al. 2011;
Shephard et al. 2013; Ezekiel et al. 2018).

Bardzo waznym krokiem w trakcie walidacji byto wyznaczenie CV wspolczynnika
IS-normalised-SSE — po raz pierwszy dla szeSciu réznych probek moczu (praca 1.1,
Supplementary Material, Table S4) i surowicy (praca 1.2, Supplementary Material, Table
S3). Byt on nizszy niz 15% dla wigkszos$ci analitow dla obydwu matryc, co wskazuje na
bardzo dobrg odtwarzalno$¢ metod.

Dla ZAN, a-ZAL, B-ZAL i B-ZEL w moczu wyznaczono dodatkowo poprawnos¢
metody poprzez analiz¢ materiatu referencyjnego (mocz bydlgcy), ktory zawierat ZAN,
a-ZAL, B-ZAL and B-ZEL. Wyznaczone eksperymentalnie wartosci stezen byly zgodne
z wartosciami certyfikowanymi, co potwierdza poprawno$¢ opracowanej metody
(praca 1.1, Table 2).

Wyniki te spetniajg kryteria walidacji dla wszystkich mikotoksyn, co potwierdza
wiarygodno$¢ opracowanych metod analitycznych.

W opracowanych metodach uwzgledniono mikotoksyny, ktore nie byly wczesniej
oznaczane w moczu $win: NIV, CIT, DH-CIT, FUS-X, ALTX-I, TEN i HFB1. Zostaty
one wykorzystane w badaniach probek moczu i surowicy pochodzacych z do§wiadczenia
na $winiach.

4.3 Poziomy mikotoksyn w paszach doswiadczalnych

Dzigki nowatorskiemu przygotowaniu paszy doswiadczalnej mozliwe byto
przeprowadzenie po raz pierwszy doswiadczenia z wykorzystaniem pelnowarto$ciowej
naturalnie skazonej paszy dla $win zawierajacej 4 mikotoksyny (DON, ZEN, OTA, CIT).
W przypadku DON poziom skazenia paszy byt zblizony do poziomu rekomendowanego
przez UE. Pozwolito to na bardzo dobre odzwierciedlenie rzeczywistego narazenia §win
na mikotoksyny.

Uwzgledniono dwie najczesciej wystepujace w zbozach w Europie mikotoksyny:
DON i ZEN. Dodatkowo kukurydza wykorzystana do przygotowania paszy byta
naturalnie zanieczyszczona CIT i OTA. Jest to bardzo istotne, poniewaz biomarkery tych
mikotoksyn byty bardzo rzadko analizowane u $win (paragraf 1.3). Ze wzgledu na fakt,

ze pasza byta skazona w sposob naturalny, nie bylo mozliwe zawarcie w niej wszystkich
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mikotoksyn regulowanych prawnie, poniewaz niektore z nich np. AFB;1 bardzo rzadko
wystepuja w naszym klimacie.

Skazone materialy paszowe (kukurydze, zyto) oraz wytworzona z nich pasze
analizowano na zawarto$¢ mikotoksyn przy uzyciu wczesniej opracowanej metody
LC-MS/MS (Jedziniak et al. 2019) (Tabela 3.).

Paramtery przygotowanej paszy spetnialy wymagania dla zywienia §win (praca 1.2,
Supplementary Material, Table S4-S5).

Tabela 3. Srednie poziomy mikotoksyn + odchylenie standardowe w kukurydzy,
zycie oraz paszy [ng/kg] wraz z warto$ciami wspotczynnika zmiennosci (CV) dla paszy
wraz z warto$ciami rekomendowanymi przez Uni¢ Europejska (UE) (European

Commission 2006).

Mikotoksyna  Kukurydza Zyto PEJinEim dlz %E’Z:py [CO:A)V] gpfj?)?/ (g? [%/OV] gpfj;?/ Clgg [C%V]
DON 1200+ 103 4200 + 234 900 <225 - 559+23,0 411 1126 +91,4 8,12
ZEN 76,4+11,2 6,34+3.24 100** <25 - 158+2,11 133 34,7+434 12,5
OTA 535+32,4 n.d. 50 446+048 10,8 114+8,38 7,33 226 +21,8 9,68
CIT 207 + 24,8 n.d. - 750+1,05 141 357+£502 141 71,3 +8,28 11,6

* Poziom rekomendowany UE

** Mieszanki paszowe uzupekiajace i pelnoporcjowe dla prosiat i loszek (mtodych macior)

4.4 Poziomy biomarkeréw mikotoksyn w plynach ustrojowych po spozyciu

paszy doswiadczalnej

Dotychczasowe badania in vivo na §winiach podsumowano w pracy 2.1. Pobieranie
probek biologicznych od $win jest znacznie trudniejsze niz od ludzi, dlatego w trakcie
ostatnich dwudziestu lat przeprowadzono Kkilka doswiadczen z ich udziatem
(praca 2.1, Table 2-4) - dotyczyty one gtownie DON i ZEN (D61l et al. 2003; Dénicke et
al. 2004; Gambacorta et al. 2013; Brezina et al. 2014; Thanner et al. 2016).

Szczegotowe wyniki doswiadczenia na $winiach przeprowadzonego w ramach

pracy doktorskiej przedstawione sg w pracy 1.2.
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4.4.1 Poziomy biomarkerow mikotoksyn w moczu $win

W trakcie doswiadczenia $winie umieszczone byty w klatach metabolicznych, co
pozwolilo na pobieranie moczu catodobowego, W odroznieniu do wigkszosci
doswiadczen, w ktorych mocz pobierano 3-4 godziny przed ubojem §win (Do6ll et al.
2003; Dénicke et al. 2005a; Brezina et al. 2014). Biorac pod uwage rozny czas wydalania
mikotoksyn (zazwyczaj dluzszy niz 4 h) mocz calodobowy dostarcza bardziej
wiarygodnych danych.

W kazdej probce moczu oznaczono poziom kreatyniny. Stezenia kreatyniny
W moczu catodobowym byly znacznie nizsze niz oznaczone w probkach moczu $win,
ktore pobierano bezposrednio przed ubojem (Tkaczyk and Jedziniak 2020). Moze by¢ to
spowodowane znacznie wicksza zawartoscig wody w moczu catodobowym, a takze
innymi czynnikami np. inng masa mi¢$niowa $win.

W moczu $win grup eksperymentalnych oznaczono w znacznych stezeniach
biomarkery: DON (DON, DOM-1), ZEN (ZEN, a-ZEL), OTA (OTA, OTa) i CIT (CIT,
DH-CIT) (Tabela 4.). St¢zenia wszystkich mikotoksyn oznaczonych w moczu byly
bardzo dobrze skorelowane (r > 0,978; P < 0,001) z ich zawartoscia w paszy, co
potwierdza, ze s odpowiednimi biomarkerami mikotoksyn w moczu $win. Dodatkowo
oznaczono jedynie §lady DON i ZEN w moczu grupy kontrolnej, co potwierdza, ze pasza
byta wolna od istotnych zanieczyszczen mikotoksynami dla tej grupy.

Stezenia biomarkerow DON (DON i DOM-1) w moczu byty znacznie wyzsze niz
oznaczone w moczu we wczesniejszych doswiadczeniach z wykorzystaniem Swin
(praca 1.2, Supplementary Material, Table S1). Moze by¢ to spowodowane innym
uktadem doswiadczenia (mocz catodobowy, a mocz pobierany przed ubojem; pasza
naturalnie skazona, a pasza wzbogacona wzorcem mikotoksyn). W dwoch pracach do
oznaczania biomarkerow w moczu zastosowano mniej selektywnag metod¢ HPLC-DAD
(Doll et al. 2003; Danicke et al. 2005a), co rowniez moglto mie¢ wplyw na wyniki
oznaczen.

W przypadku biomarkeréw ZEN (ZEN i a-ZEL), ich stezenia oznaczone w moczu
byly podobne do stezen oznaczonych w innych do§wiadczeniach, jednak wystepowaty
znaczne rozbieznosci w wynikach oznaczen w obrgbie grup eksperymentalnych, jak
i pomigdzy grupami (podobnie jak w przypadku biomarkerow DON) (praca 1.2,
Supplementary Material, Table S1). Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy

doktorskiej, wyroznia od pozostatych wartos¢ CV<20%, co umozliwilo wyznaczenie
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wiarygodnej relacji pomigdzy poziomem mikotoksyn w paszy, a ich biomarkerow
w moczu. W moczu nie oznaczono (<LLOQ) pozostatych biomarkeréw ZEN: B-ZEL,
a-ZAL, B-ZAL i ZAN. Jest to spowodowane prawdopodobnie matg zawartoscig ZEN
w paszy dla grup eksperymentalnych (16-35 pg/kg paszy). Sladowe ilosci tych
biomarkerow (<1 ng/mL) udato si¢ oznaczy¢é w moczu, gdy $winiom podawano pasze
skazong ZEN w stezeniu ponad 2-krotnie wyzszym niz w opisywanym do$wiadczeniu
(Brezina et al. 2014).

Bardzo mato jest danych dotyczacych biomarkeréw OTA w moczu $win. Do tej
pory oznaczano tylko zwigzek macierzysty jako jedyny biomarker OTA, ktorego st¢zenie
byto znacznie nizsze niz w opisywanym do$wiadczeniu (Gambacorta et al. 2013; Pleadin
et al. 2016). Przyczyng roznic moze by¢ fakt, ze w obydwu wczesniejszych
do$wiadczeniach podawano $winiom pasze wzbogacong wzorcem mikotoksyn,
w przeciwienstwie do paszy naturalnie skazonej mikotoksynami uzytej w doswiadczeniu
przeprowadzonym w ramach tej pracy doktorskiej.

Po raz pierwszy oznaczono w moczu $win metabolit OTA — OTa. Stezenie OTa
byto okoto 3-krotnie nizsze niz OTA, co pokazuje, Ze jest istotnym biomarkerem OTA
w moczu i powinien by¢ rowniez oznaczany w moczu. Nie byt on uwzgledniony rowniez
w niedawno przeprowadzonym monitoringu mikotoksyn u $win (Gambacorta et al.
2019), co mogto prowadzi¢ do niekompletnych wynikow.

Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki sg pierwszym doniesieniem na temat
biomarkerow CIT (mikotoksyna stosunkowo czgsto wystgpujaca W paszy, nie
regulowana przez prawo UE) w moczu swin. CIT i jej metabolit DH-CIT (oznaczony na
podobnym poziomie jak CIT) sg odpowiednimi biomarkerami w moczu §win, poniewaz
podobnie jak w przypadku pozostatych analizowanych mikotoksyn ich st¢zenie w moczu
byto bardzo dobrze skorelowane z odpowiadajacymi im poziomami CIT w paszy.

OTA i CIT to mikotoksyny wytwarzane przez grzyby z gatunku Penicillium
i Aspergillus (Wang et al. 2016), ktore stosunkowo czgsto wspotwystepujg w zywnosci
(Doughari 2015). Ostatnio biomarkery OTA i CIT w moczu postuzyty do oceny narazenia
ludzi w Bangladeszu na te mikotoksyny (Gerding et al. 2015). Jednak u $win,
wspotwystepowanie biomarkerow OTA i1 CIT zostato przedstawione po raz pierwszy
w przeprowadzonych badaniach opisanych w publikacji 1.2 stanowigcej czeS¢ niniejszej

pracy doktorskiej.
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Tabela 4. St¢zenia biomarkerow mikotoksyn (Srednie + odchylenie standardowe
(SD)) oznaczone w moczu $win grupy kontrolnej (K), D1 i D2 w trakcie pierwszych

dwoch tygodni doswiadczenia.

Grupa K Grupa D1 Grupa D2
LLOQ
Biomarker Srednie Zakres Srednie Zakres Srednie Zakres
stezenie stezen stezenie stezen stezenie stezen
[ng/mL]

DON 2,0 4,05+0,83 2,11-7,27 453+9,58 16,6-87,8 92,4 +11,6 51,5-127
DOM-1 6,0 <LLOQ - 9,50+2,51 2,06-20,1 24,2 + 4,47 8,96-42,3
ZEN 0,1 0,38+0,12 0,15-1,66 1,63 +0,29 0,49-2,96 2,63+0,71 0,55-6,51
a-ZEL 0,4 <LLOQ - 1,29+0,31 0,43-2,46 2,10 £ 0,55 0,68-4,42
OTA 15 <LLOQ - 18,8 £ 6,40 2,38-39,1 36,5+11,6 5,76-77,2
OTa 4,0 <LLOQ - 9,48 +2,62 3,87-17,8 16,2 +£5,49 4,04-28,5
CIT 15 <LLOQ - 30,6 +4,17 20,1-44,9 64,9 + 6,45 44,7-89,5
DH-CIT 4,0 <LLOQ - 31+6.63 13.9-59.9 61.1+594 40.5-81.3

4.4.2 Poziomy biomarkeréw mikotoksyn w surowicy swin

W przypadku biomonitoringu w surowicy powinno si¢ uwzglednia¢ dane
toksykokinetyczne, aby prawidtowo dobra¢ czas pobrania probek. DON i ZEN,
w przeciwienstwie do CIT i OTA, sg szybko uwalniane z krwi, a ich stezenie we Krwi
maleje bardzo szybko. Wazng informacja jest zatem czas, kiedy osiggaja one maksymalne
stezenie w krwi.

Dla DON warto$¢ ta to 3-4 h (Eriksen et al. 2003; Lauwers et al. 2019a), dlatego
w  doswiadczeniu krew byta pobierana 3-4 h po spozyciu paszy przez S$winie.
Maksymalne stezenie ZEN i jego metabolitow jest osiggane juz po 15-120 min (Fleck et
al. 2017; Catteuw et al. 2019), i prawdopodobnie dlatego nie oznaczono ich
w pochodzacych z doswiadczenia probkach surowicy powyzej wartosci LLOQ
(0,05 ng/mL). Z kolei, OTA i CIT maja bardzo dtugi czas eliminacji z krwi — 72-120 h
(Dietrich et al. 2005) i 17-26 h (Meerpoel et al. 2020), dlatego zostaly oznaczone

W surowicy §win.
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Biomarkery ZEN oznaczono w surowicy $win przy uzyciu metody LC-MS/MS
(LLOQ dla ZEN wynosito 0,08 ng/mL) tylko w jednym do$wiadczeniu z wykorzystaniem
swin (Brezina et al. 2014). Stezenia ZEN tylko u niektorych §win nieznacznie wzrosto od
0,1 do 0,5 ng/mL po podaniu paszy zawierajacej od 10 do 290 ng ZEN/kg paszy. Oprocz
ZEN oznaczono takze jego metabolit a-ZEL, jednak jedynie u niektorych §win w grupie,
ktorej podawano pasze o wigkszych zawarto$ciach ZEN (170-290 pg/kg paszy).
Surowica nie jest zatem odpowiednig matryca do oznaczen biomarkeréw ZEN. Ich
stezenia byty bardzo mate i niepowtarzalne nawet, gdy $winie karmiono pasza o stezeniu
ZEN trzykrotnie wigkszym niz poziom rekomendowany. W surowicy $win grup
eksperymentalnych oznaczono glownie formy macierzyste mikotoksyn (Tabela 5.)
—w przeciwienstwie do moczu, w ktorym oprdcz form macierzystych oznaczono znaczne
stezenia metabolitow mikotoksyn (Tabela 4.). W surowicy oznaczono nastepujace
biomarkery: DON (DON), CIT (CIT, DH-CIT - w grupie D2) oraz OTA (OTA, OTa
— w grupie D2). Stgzenia wszystkich biomarkeréw w surowicy byly znacznie nizsze niz
ich stezenia w moczu. Wyjatkiem byta OTA, ktorej stezenie byto 8-krotnie wyzsze od
stezenia 0ZNaczonego W moczu.

Stezenia wszystkich mikotoksyn oznaczonych w surowicy (podobnie jak w moczu)
byly bardzo dobrze skorelowane (r > 0,999; P < 0,001) z ich zawarto$ciag w paszy, co
potwierdza, ze sa odpowiednimi biomarkerami mikotoksyn w surowicy §win. Dodatkowo
oznaczono jedynie $lady OTA i CIT w surowicy grupy kontrolnej, co potwierdza, ze
pasza byta wolna od istotnych zanieczyszczen mikotoksynami dla tej grupy.

DON jest jedynym biomarkerem DON 0znaczonym w surowicy §win. Jego stezenia
byty podobne do stezen oznaczonych w poprzednich do$wiadczeniach (praca 1.2,
Supplementary Material, Table S1). Gdy swiniom podawano pasze o wiekszej zawartosci
DON (>2010 pg DON/kg paszy) niz w naszym doswiadczeniu (1126 pg DON/kg paszy),
w niektorych probkach surowicy $§win oznaczono takze metabolit DON - DOM-1
(Brezina et al. 2014).

W prébkach surowicy jednym oznaczanym dotychczas biomarkerem OTA byt jej
zwigzek macierzysty OTA. Jej stgzenie w surowicy bylo porownywalne
w przeprowadzonym doswiadczeniu do stezeniu uzyskanego w innych badaniach,
w ktorych §winiom podawano paszg¢ naturalnie skazong mikotoksynami (Stoev et al.
2002; Aoudia et al. 2009). Jednak w doswiadczeniach, w ktorym $winie karmiono pasza

wzbogacong wzorcem mikotoksyn uzyskano znacznie nizsze st¢zenia OTA w surowicy
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niz w do$wiadczeniu przeprowadzonym w ramach tej pracy doktorskiej (podobnie jak
w przypadku moczu) (Pleadin et al. 2016; Altafini et al. 2017).

Tabela 5. Stezenia mikotoksyn (Srednie + odchylenie standardowe (SD))
oznaczone w surowicy §win grupy kontrolnej (K), D1 i D2 w trakcie pierwszych dwoch

tygodni dos§wiadczenia.

Grupa K Grupa D1 Grupa D2
. LLOQ - - -
Biomarker Srednie Zakres Srednie Zakres Srednie Zakres
stezenie stezen stezenie stezen stezenie stezen
[ng/mL]
DON 2 <LLOQ - 7,13+£1,26 5,42-8,42 14,3+ 1,06 12,8-15,3
OTA 2 <LLOQ - 141+47,9 71,5-177 278 + 106 129-368
OTa 05 <LLOQ - <LLOQ - 0,69+0,10 0,51-1,10
CIT 05 <LLOQ - 5,77 + 1,07 4,50-6,78 13,03 + 1,20 12,3-14,8
DH-CIT 0,1 <LLOQ - <LLOQ - 2,76 + 0,55 2,02-3,83

4.5 Kinetyka biomarkeréw mikotoksyn w plynach ustrojowych swin

Przedtuzony eksperyment (14 dni podawania pasz eksperymentalnych
I 14 kolejnych dni podawania paszy wolnej od mikotoksyn) przeprowadzony w ramach
niniejszej pracy doktorskiej pozwolit nie tylko wybra¢ najwazniejsze biomarkery DON,
ZEN, CIT i OTA, ale takze okresli¢ kinetyke biomarkerow mikotoksyn (praca 1.2), co
nie byto uwzglednione we wczesniejszych doswiadczeniach in vivo.

Biomarkery wszystkich analizowanych mikotoksyn (DON, ZEN, OTA i CIT)
07ZNnaczono w moczu i surowicy $win juz w pierwszym dniu po podaniu paszy skazonej
mikotoksynami.

Srednie poziomy biomarkeréow DON i CIT w obydwu matrycach oraz ZEN
w moczu utrzymywaly si¢ na statym poziomie w trakcie dwutygodniowej ekspozycji
$win na pasze¢ skazong mikotoksynami, co przedstawiono na przyktadzie DON w moczu

I surowicy na Ryc. 4-5.

Sredni poziom biomarkerow OTA (OTA i OTa) w moczu i surowicy z trzech
pierwszych dni podawania paszy skazonej mikotoksynami byt znacznie nizszy niz $redni
poziom biomarkeréw z kolejnych 11 dni (Ryc. 6-7). Biomarkery OTA osiagaja wigc staly

poziom w moczu i surowicy po 4 dniach podawania paszy skazonej mikotoksynami.
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Jest to bardzo istotna obserwacja, ktora wskazuje na potrzebe prowadzenia
biomonitoringu OTA przez dluzszy czas — minimum czterech dni w trakcie podawania

paszy skazonej ta mikotoksyng, aby zaobserwowac¢ ewentualne zmiany poziomu

biomarkeréw OTA.
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Ryc. 4. Srednie stezenia DON (+/- SD) 0znaczone w moczu.
Dzien 1-14 — okres narazenia, dzien 15-28 — okres wymywania.
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Ryc. 5. Srednie stezenia DON (+/- SD) 0znaczone w surowicy.

Dzien 1-14 — okres narazenia, dzien 15-28 — okres wymywania.
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Ryc. 6. Srednie stezenia OTA (+/- SD) 0znaczone w moczu.
Dzien 1-14 — okres narazenia, dzien 15-28 — okres wymywania.
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Ryc. 7. Srednie stezenia OTA (+/- SD) 0znaczone w surowicy.

Dzien 1-14 — okres narazenia, dzien 15-28 — okres wymywania.

Po zamianie paszy skazonej mikotoksynami na pasz¢ o minimalnym skazeniu
mikotoksynami (dzien 15.) juz pierwszego dnia 0znaczono jedynie §lady DON i ZEN
W moczu i surowicy swin pobranych od obydwu grup eksperymentalnych jak i grupy
kontrolnej. Sposrod metabolitow w grupie D2 oznaczono jedynie: DOM-1
w dniu 15. i a-ZEL w dniu 15. i 16. w malejacych stezeniach. Biomarkery DON i ZEN
szybko si¢ pojawiaja w moczu i szybko z niego znikaja, co dowodzi réwniez niskiej

kumulacji DON i ZEN w organizmie. Powyzsza obserwacja jest zgodna
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z poprzednimi wynikami do§wiadczen na $winiach, ktore wskazuja, ze najwigksza czes$¢
ZEN i jego metabolitow (20 + 11% dawki ZEN przyjetej wraz z pasza) (Binder et al.
2017) oraz DON i jego metabolitow (84.8 + 9.7%) (Nagl et al. 2014) wydalana jest
z moczem w ciggu pierwszych 24 godzin po podaniu paszy skazonej mikotoksynami.

W przeciwienstwie do DON i ZEN, biomarkery OTA i CIT oznaczane byly
W moczu i surowicy nawet w ostatnich dniach podawania $winiom paszy wolnej od
mikotoksyn. Jest to pierwsze doniesienie na temat kinetyki zanikania OTA i CIT w moczu
swin. Wskazuje ono na fakt bardzo dilugiego okresu zanikania biomarkerow tych
mikotoksyn oraz dlugotrwalego narazenia $win na te mikotoksyny.

W Tabeli 6. zebrano informacje na temat biomarkeréw mikotoksyn, a takze ich

Kinetyki uzyskane w przeprowadzonym do$wiadczeniu.

Tabela 6. Biomarkery mikotoksyn oznaczone w moczu i surowicy $§win, czas ich

zanikania (pogrubione zostaty biomarkery, ktorych stezenie bylo najwyzsze).

Biomarker w moczu Biomarker w surowicy Dzien
Mikotoksyna Mediana Mediana olsiggniecia} _
W paszy stezenia grupa . . stezenia grupa Czas stale] wartosci
D1- D2 Czas zanikania D1-D2 zanikania biomarkeru
[ng/mL] [ng/mL]
DON
DON (45-92) <48h '??'Z‘ <48h 1
DOM-1 (7-14)
(8-24)
ZEN
(1,5-2,3) ZEN
ZEN _ <72h - 1
a-ZEL (<LLOQ)
(1,2-1,9)
2%T3A;3 > 14 dni
OTA (20-39) OTA > 14 dni 4
OTo _ (152-296)
(9-17) > 6 dni
CIT .
(31-65) > 2 dni .
It é: s > 14 dni 1
DH-CIT > 9 dni (6-13)
(31-63)

W moczu calodobowym oznaczono znacznie wyzsze st¢zenia biomarkerow
mikotoksyn tj. DON, ZEN i CIT niz w surowicy $win. Dlatego wydaje si¢ on preferowano
matrycg do oznaczen biomarkerow tych mikotoksyn. Jednak pobieranie moczu
catodobowego wymaga specjalnych warunkow — klatki metaboliczne, ktore sg trudne do

spetnienia w warunkach hodowlanych. Dlatego w przypadku biomarkeréw DON i CIT,
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atakze OTA (ktorych stgzenie byto znacznie wigksze w surowicy niz w moczu), surowica

jest rowniez odpowiednim materiatem do ich oznaczen.

W przypadku biomarkeréw DON nalezy jednak pamigta¢ o odpowiednim czasie
pobierania probek surowicy — aby byt on zblizony do czasu maksymalnego st¢zenia DON
w surowicy (3-4 h po podaniu paszy), poniewaz po tym czasie jego stgzenie w krwi

szybko spada.

Biomarkerow ZEN, przy uzyciu dotychczasowych metod analitycznych, nie mozna
oznaczy¢ w surowicy po podaniu paszy zawierajacej ZEN na poziomie zblizonym do
rekomendowanego. Surowica, na dzien dzisiejszy nie jest wiec wlasciwg matryca do
oznaczen biomarkerow ZEN, wymaga ona prawdopodobnie zastosowania spektormetru

mas umozliwajacego osiggnigcie nizszej granicy oznaczalnosci.
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5. Whioski

1. Opracowana, zwalidowana i zweryfikowana metoda oznaczania trzydziestu
siedmiu mikotoksyn i ich metabolitow w moczu i surowicy technikg LC-MS/MS
stanowi wiarygodne narzedzie diagnostyczne i moze by¢ wykorzystywana do

kompleksowego monitorowania narazenia $win na mikotoksyny.

2. Potwierdzono, ze odpowiednimi biomarkerami: DON w moczu sg DON
i DOM-1, DON w surowicy jest DON, ZEN w moczu $win sg ZEN i a-ZEL, OTA
w surowicy jest OTA oraz CIT w surowicy jest CIT. Po raz pierwszy oznaczono
w moczu poziomy istotnych metabolitéw: OTa (biomarker OTA) oraz DH-CIT
(biomarker CIT). Wyniki tych analiz moga si¢ przyczyni¢ do lepszej oceny

narazenia §win na mikotoksyny czesto wystgpujace w paszy.

3. Zaro6wno mocz jak 1 surowica s3 odpowiednimi matrycami do oznaczen
biomarkeréw mikotoksyn tj. DON, OTA i CIT. Nalezy jednak uwzglednié
problemy techniczne wystgpujace podczas ich pobierania. Przy niskim skazeniu
pasz ZEN (<50 ng/kg) biomarkery ZEN nalezy analizowa¢ w moczu z uwagi na

zbyt niskie stezenia w surowicy.

4. Stezenia mikotoksyn oznaczonych w moczu 1 surowicy byly bardzo dobrze
skorelowane (r > 0,9; P < 0,001) z ich poziomami w paszy (zblizonymi do
pozioméw rekomendowanych). Moze by¢ to bardzo pomocne w wyznaczeniu
pozioméw rekomendowanych dla biomarkerow mikotoksyn w matrycach

biologicznych, co przyczyni si¢ do lepszej oceny narazenia $win na mikotoksyny.

5. Prébki moczu oraz surowicy $win po spozyciu paszy skazonej OTA powinny by¢
pobierane codziennie, aby uwzgledni¢ ewentualne zmiany poziomow
biomarkeréw OTA w moczu 1 surowicy. W przypadku analizy biomarkeréw DON,

ZEN 1 CIT mozliwe jest pobieranie probek raz na dwa tygodnie.

6. Biomarkery OTA i CIT w przeciwienstwie do biomarkeré6w mikotoksyn tj. DON
1 ZEN utrzymujg si¢ w moczu i surowicy nawet dwa tygodnie po zamianie paszy
skazonej mikotoksynami na pasz¢ o minimalnym skazeniu mikotoksynami, co
$wiadczy o kumulacji i dtugiej eliminacji tych mikotoksyn u $wif, a jednocze$nie
o konieczno$ci ich monitorowania w matrycach biologicznych oprocz ich analizy

W paszy.
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6. Streszczenie

Mikotoksyny wystepuja powszechnie w paszach, a $winie sg szczegolnie wrazliwe
na ich toksyczne dziatanie. Mogg one negatywnie wptywac na ich zdrowie, a takze
zmniejszaé produktywno$¢. Analiza odpowiednich biomarkerow w ptynach ustrojowych
(biomonitoring) moze pomoc w catosciowej ocenie narazenia zwierzat. Dotychczasowe
badania in vivo na $winiach ograniczaty si¢ gldwnie do oznaczania biomarkerow
deoksyniwalenolu (DON) i zearalenonu (ZEN) w moczu oraz surowicy. Pasza najcze$ciej
byta wzbogacana wzorcami mikotoksyn, co nie odzwierciedlato rzeczywistej sytuacji.
Ponadto brakowato danych dotyczacych biomarkeréw innych mikotoksyn
np. ochratoksyny A (OTA) czy cytryniny (CIT) oraz informacji o kinetyce mikotoksyn.

Celem pracy bylo opracowanie metod oznaczania 37 toksyn w moczu
i surowicy swin technika chromatografii cieczowej sprzezonej
z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) ich zastosowanie do analizy probek
rzeczywistych pochodzacych z doswiadczenia na $winiach. Przez dwa tygodnie
otrzymywatly one pasz¢ naturalnie skazona mikotoksynami (DON — stezenia zblizone do
warto$ci wskaznikowych UE, ZEN, OTA i CIT), a przez kolejne dwa tygodnie pasze
o minimalnym skazeniu mikotoksynami.

Sposrod wielu testowanych metod przygotowania probek moczu, ekstrakcja
ciecz-ciecz umozliwita stosunkowo niedrogi i wystarczajacy (niskie warto$ci granicy
oznaczalnos$ci) sposob oczyszczenia probki. Uwzgledniono pomijane we wczesniejszych
metodach kroki: hydroliz¢ enzymatyczna, a takZe oznaczenia kreatyniny. Przygotowanie
surowicy bazowalo na ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym. Obydwie metody
zostaly zwalidowane zgodnie z wytycznymi Europejskiej Agencji Lekow (EMEA) oraz
sg dobrym narzedziem do biomonitoringu mikotoksyn u §win.

W przeprowadzanym doswiadczaniu st¢zenia biomarkerow  wszystkich
analizowanych mikotoksyn (DON, ZEN, CIT i OTA) w matrycach biologicznych byty
scisle skorelowane z poziomami mikotoksyn w paszy. Pokazuje to, Ze sa odpowiednimi
biomarkerami oraz ich st¢zenie mozna wyliczy¢ z ich zawartosci w paszy. Biomarkery
DON, ZEN i CIT juz w pierwszym dniu po podaniu skazonej paszy osiagaja staty poziom.
Nie akumulujg si¢ one u $win 1 juz po 2 dniach po zamianie paszy skazonej na wolng od
mikotoksyn nie mozna byto ich oznaczy¢ ani w moczu ani w surowicy. Natomiast
biomarkery OTA (w tym po raz pierwszy o0znaczony W moczu $win metabolit
ochratoksyna alfa (OTa)) staly poziom osiggaja po 4 dniach i zostaly oznaczone
w znacznych stezeniach nawet dwa tygodnie po zamianie paszy skazonej mikotoksynami
na pasz¢ zerowa. Biomonitoring OTA moze by¢ wiec bardzo waznym narzedziem

w ocenie dlugotrwalego wptywu OTA na zdrowie Swin.
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7. Summary

Mycotoxins are common in feed and pigs are susceptible to their toxic effects. They
can negatively affect their health as well as reduce their productivity. Analysis of relevant
biomarkers in body fluids (biomonitoring) can be beneficial in the overall exposure
of animals. In vivo studies in pigs to date have been limited mainly to the determination
of deoxynivalenol (DON) and zearlenone (ZEN) biomarkers in the urine and serum. The
feed was often artificially contaminated with mycotoxin standards, which does not reflect
the real situation. In addition, there is limited data on biomarkers of other mycotoxins,
e.g. ochratoxin A (OTA) and information on the kinetics of mycotoxins.

The aim of the study was to develop methods for the determination of 37 toxins in the
urine and serum of pigs based on liquid chromatography coupled with a tandem mass
spectrometer (LC-MS/MS) and their application to the analysis of samples collected from
pigs. They received feed naturally contaminated with mycotoxins (DON - concentrations
similar to the UE guidance values, ZEN, OTA and CIT) for two weeks and the
mycotoxin-free feed for the next two weeks. Of the many methods tested for preparing
urine samples, liquid-liquid extraction made it possible to clean the sample relatively
inexpensively and sufficiently (low limits of quantification). Steps omitted in the previous
methods were included: enzymatic hydrolysis as well as creatinine determinations. Serum
preparation was based on extraction with an organic solvent. Both methods have been
validated according to the guidelines of the European Medicines Agency (EMEA), and
they are an excellent tool for the biomonitoring of mycotoxins in pigs.

In the animal trial, levels of biomarkers of all analysed mycotoxins (DON, ZEN,
CIT and OTA) in biological matrices were well correlated with the levels of mycotoxins
in the feed. This shows that they are suitable biomarkers and their concentration can be
calculated from their content in the feed. DON, ZEN and CIT biomarkers reach a constant
level already on the first day after the administration of contaminated feed. They do not
accumulate in pigs and already two days after conversion from contaminated feed to
mycotoxin-free feed, they could not be determined in urine or serum. On the other hand,
OTA biomarkers (including the metabolite ochratoxin alfa (OTa) for the first time in pigs’
urine) reached a constant level after four days and were determined in significant
concentrations even two weeks after replacing the feed contaminated with mycotoxins
with mycotoxin-free feed. OTA biomonitoring can therefore be an essential tool
in assessing the long-term impact of OTA on pig health.
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