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Problematyka mikotoksyn, czyli wtérnych metabolitéw grzybédw nizszych
pojawiajacych sie jako zanieczyszczenia produktéw roslinnych oraz niekiedy réwniez
produktéw pochodzenia zwierzecego, od lat stanowi wazne zagadnienie nie tylko dla
toksykologii weterynaryjnej, ale rowniez dla szeregu dziedzin pokrewnych. Wedtug niektérych
autoréw dotychczas zidentyfikowano ponad 500 mikotoksyn o zrdznicowanej budowie
chemicznej i dziataniu na organizmy zywe. Cho¢ uznaje sie, ze najwieksze zagrozenie stanowi
relatywnie niewielka grupa tych zwigzkéw, to ogromna ztozonos¢ czynnikéw, ktore wptywaja
na finalne ryzyko dla cztowieka i zwierzat czyni mikotoksyny duzym wyzwanie dla badaczy i
systemow kontroli bezpieczenstwa pasz i zywnosci. Substancje te moga pojawiac sie w
zywnosci na bardzo réznym etapie: od momentu wzrostu i dojrzewania roslin, przez ich zbior
i magazynowanie, po gotowe produkty spozywcze. Mogg tez wraz z zanieczyszczong pasza
dostawac¢ sie do organizmow zwierzat gospodarskich, a nastepnie gromadzi¢ sie w
pozyskiwanej od nich zywnosci przeznaczonej dla ludzi. Obecnie bardzo rzadko obserwuje sie
masowe ostre zatrucia mikotoksynami u ludzi i sg one ograniczone zwykle do krajow
tropikalnych i rozwijajacych sie. U zwierzat pojawiajg sie one czesciej, ale i tak najwiekszy
problem stanowig zatrucia przewlekte i powtarzalna ekspozycja na stosunkowo niewielkie
dawki. Takie sytuacje prowadzg do rozwoju mato specyficznych objawdw, czesto
ograniczajacych sie do spadku produkcyjnosci, immunosupresji i pojawiania sie innych,
wtérnych probleméw, co skutkuje znacznymi stratami ekonomicznymi i pogorszeniem
dobrostanu zwierzat. Niestety czesto zidentyfikowanie mikotoksyn jako przyczyny choroby
zwierzecia stanowi duze wyzwanie dla lekarza klinicysty. Dlatego diagnostyka mikotoksykoz u
zwierzat, a takze ich prewencja polega obecnie gtéwnie na badaniach paszy pod katem



obecnosci toksyn grzybiczych. Od lat szescdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy to po raz
pierwszy zidentyfikowano aflatoksyne jako przyczyne masowego zatrucia u drobiu, dokonat
sie olbrzymi skok w analityce mikotoksyn. Dysponujemy coraz lepszymi, coraz czulszymi, coraz
tanszymi metodami, ktére pozwalajg wykry¢ coraz wiecej zwigzkéw w czasie pojedynczej
analizy. Systemy kontroli bezpieczenstwa zywnosci, przynajmniej w Unii Europejskiej, dziataja
coraz sprawniej. Czy oznacza to, ze problem mikotoksyn jest bliski rozwigzania? Niekoniecznie.
W ostatnich latach pojawia sie coraz wiecej badan wskazujgcych na problem mikotoksyn
modyfikowanych (tez ,,zamaskowanych”, ang. masked mycotoxins), czyli toksyn grzybiczych,
ktore ulegly chemicznej przemianie pod wplywem np. mechanizméw obronnych
zaatakowanej rodliny lub proceséw metabolicznych wyeksponowanego zwierzecia. Czesto
zwigzki te pozostajg niewykryte w standardowych procedurach analitycznych, natomiast w
organizmie zwierzecia, czy cztowieka mogg by¢ rozktadane z uwolnieniem pierwotnej formy
toksyny, mogg réwniez wykazywaé nowe swoiste dziatanie toksyczne. Innym waznym
problemem jest jednoczesne oddziatywanie na organizm wielu mikotoksyn w réznych, czesto
niskich dawkach. Wiekszo$¢ dostepnej wiedzy na temat mechanizmoéw toksycznego dziatania
toksyn grzybiczych zostata uzyskana w wyniku prowadzenia kontrolowanych badan na
zwierzetach, ktérym podawano konkretne oczyszczone zwigzki. Jednak badania pasz
pobranych z ferm czesto wskazujg na obecnos¢ kilku toksyn jednoczesnie. Istniejg powazne
przestanki wskazujace, ze takie przypadki ekspozycji mogg nasila¢ szkodliwe dziatanie
mikotoksyn, jednak nasza wiedza na ten temat jest ciggle niewystarczajaca.

W tym kontekscie, podjete przez Doktorantke badania nad opracowaniem nowej
wielosktadnikowej metody analitycznej stuzgcej ocenie az 37 mikotoksyn w moczu i surowicy
Swin, a nastepnie zastosowanie jej do badan przeprowadzonych na zwierzetach w warunkach
kontrolowanej ekspozycji na 4 mikotoksyny, oceniam jako wartosciowy wkfad w nauke
zarowno w aspekcie czysto poznawczym, jak i ze wzgledu na wymierne korzysci praktyczne.
W mojej ocenie Doktorantka bardzo dobrze wywigzata sie ze swojego zadania, a
przedstawione w dysertacji wyniki sg interesujace i wskazujg na Jej duzg biegtos¢ w temacie
analityki mikotoksyn.

Przedstawiona do oceny rozprawa stanowi spojny zbioér trzech powigzanych ze sobg
publikacji. Dwie z nich to prace doswiadczalne:
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to artykut przeglagdowy. Wymienione prace zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach z bazy JCR, a faczny wspoétczynnik oddziatywania IF tych prac wynosi 12,26.
taczna liczb cytowan wg bazy Google Scholar w momencie przygotowywania niniejszej
recenzji to 13 (w tym 3 autocytowania). We wszystkich artykutach Doktorantka jest pierwsza
autorka. Praca przeglagdowa i jedna z prac eksperymentalnych zostata opublikowana wspdlnie
z promotorem, natomiast drugg prace doswiadczalng, opisujgca doswiadczenia na
zwierzetach, opublikowano w zespole szescioosobowym.

Oprdcz trzech wspomnianych publikacji, przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska zawiera podsumowanie osiggniecia w formie zblizonej do autoreferatu. Po
przejrzystym wykazie skréotéw, Doktorantka przechodzi do szerokiego i logicznie
ustrukturyzowanego wstepu do swoich badan. Ta cze$¢ rozprawy jest w pewnym sensie
podsumowaniem opublikowanej pracy przeglagdowej. Omawia w niej wptyw mikotoksyn na
zdrowie i produkcyjnosé swin, a takze analizuje Zzrédfa i drogi ekspozycji zwierzat na te zwigzki.
Zwraca uwage na istotng role w tym zakresie dwdch mikotoksyn: deoksyniwalenolu i
zearalenonu. W naszym klimacie sg to dwie najczesciej pojawiajace sie toksyny w paszach, co
wiecej, Swinie wydajg sie by¢ na nie szczegdlnie wrazliwe, co Autorka ttumaczy w kontekscie
specyfiki ich proceséw metabolicznych. Zwraca jednak tez uwage na inne mikotoksyny, na
temat ktérych jest znacznie mniej dostepnych badan: ochratoksyne A i cytruline. Nastepnie
Doktorantka szczegdétowo omawia dostepne dane literaturowe na temat biomarkerdéw
ekspozycji na mikotoksyny. Rozrdznia ocene ekspozycji polegajaca na badaniu paszy od oceny
faktycznego narazenia in vivo, a zatem iloSciowej oceny mikotoksyn i ich metabolitéw w
ptynach ustrojowych i wydalinach zwierzecia. Autorka poswieca wiele uwagi przegladowi
metod analitycznych stosowanych w pomiarze wspomnianych biomarkeréw. Zwraca uwage
szczegolnie na dwa wazne z punktu widzenia swoich zainteresowan aspekty, a mianowicie
normalizacje stezen biomarkeréw w oparciu o stezenia kreatyniny w moczu, a takze na
zastosowanie etapu enzymatycznej hydrolizy koniugatéw z kwasem glukuronowym. Ten drugi
etap ma pomdc w identyfikacji frakcji mikotoksyny, ktéra umyka standardowym metodom
analitycznym — przyktad wspomnianych mikotoksyn zmodyfikowanych. Nastepnie
Doktorantka formutuje cele podjetej przez siebie pracy, a sg nimi: 1. opracowanie
wielosktadnikowej metody oznaczania mikotoksyn w moczu i surowicy swin, 2. weryfikacja
biomarkeréw narazenia dla deoksyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny A i cytruliny w
moczu i surowicy swin, 3. wyznaczenie korelacji pomiedzy poziomem mikotoksyn w paszy, a
stezeniem ich biomarkeréw w matrycach biologicznych, i powigzany z nim cel 4. wskazanie
odpowiednich matryc dla prowadzenia monitoringu biomarkeréw narazenia dla wybranych
mikotoksyn. Na koniec Doktorantka formutuje cel 5. ustalenie kinetyki biomarkeréw
wspomnianych mikotoksyn w ptynach ustrojowych swin po podaniu paszy skazonej nimi
doswiadczalnie. Nakre$lony nastepnie zakres prac utatwia czytelnikowi zrozumienie planu
realizacji wyzej wspomnianych celow.

Kolejny rozdziat, ,Metodyka badan”, rozpoczyna sie od opisu realizacji pierwszego z
celéw, czyli opracowania wielosktadnikowej metody oznaczania mikotoksyn w moczu i
surowicy $win. Doktorantka w przejrzysty sposéb streszcza proces doboru analitéw, a



nastepnie optymalizacje ekstrakcji, rozdziatu chromatograficznego oraz detekcji przy uzyciu
spektrometrii mas. Szczegdtowo opisana zostata procedura walidacji metody. Nastepnie
opisano doswiadczenia przeprowadzone na zwierzetach, ktérym podawano pasze naturalnie
zanieczyszczong czterema mikotoksynami. Opis dopetnia przejrzysta grafika ilustrujaca ukfad
doswiadczalny. Nieco zaskoczyt mnie brak informacji w tym miejscu na temat konkretnych
dawek mikotoksyn. W moim przekonaniu jest to wainy element opisu ukfadu
doswiadczalnego. Informacja ta znalazta sie w kolejnym rozdziale — Wyniki badan i dyskusja.

Rozdziat ten rozpoczyna streszczenie wynikdw pierwszej pracy eksperymentalnej
dotyczacej opracowania metody analitycznej dla 37 biomarkeréw, w tym toksyn, ktére do tej
pory u swin nie byly badane. Doktorantka szczegétowo opisuje proces dochodzenia do
optymalnych parametréow metody, a sposdéb w jaki to robi wskazuje na duzg biegtosé
analityczng. Skrupulatnie opisano wyniki walidacji i opracowanie problemu efektu
matrycowego. Jednak w mojej ocenie najistotniejszym elementem tego osiggniecia byto
opracowanie dwdéch dodatkowych etapdéw analityki mikotoksyn w moczu: przeliczenia stezen
toksyn w odniesieniu do stezenia kreatyniny, oraz enzymatycznej hydrolizy koniugatéw z
kwasem glukuronowym. Nalezy podkresli¢, ze w literaturze etapy te najczesciej s pomijane.
Zwrécenie przez autorke uwagi na te aspekty analizy sprawia, ze uzyskane wyniki majg
zdecydowanie wiekszy sens fizjologiczny i dajg lepszy wglad w procesy zachodzace w
organizmie zwierzecia. Uwazam, ze stanowi to wazne osiggniecie Doktorantki i zdecydowanie
przyczynia sie do lepszego zrozumienia roli biomarkeréw ekspozycji na mikotoksyny u swin.

Nastepnie Autorka opisuje wyniki uzyskane w badaniach na zwierzetach. Uzasadnienie
wyboru czterech mikotoksyn uzytych w badaniu jest bardzo rzeczowe. Szczegdlnie
nowatorskie wydaje sie uwzglednienie ochratoksyny A i cytruliny, mikotoksyn, o ktérych
kinetyce i dziataniu toksycznym u swin wiemy zdecydowanie mniej, niz o pozostatych dwdch
wybranych toksynach — deoksyniwalenolu i zearalenonie. Doktorantka podkresla fakt
naturalnej kontaminacji surowcdéw roslinnych uzytych do produkcji paszy doswiadczalnej i
wskazuje na wyzszos¢ takiego podejscia nad czesciej pojawiajgcym sie w publikacjach
podawaniem pasz wzbogaconych w sposob sztuczny standardem toksyny lub hodowlg grzyba.
Chociaz zgadzam sie w tej kwestii z Autorka, to w mojej ocenie w samej dysertacji zabrakfo
gtebszego przedyskutowania tego tematu w kontekscie wptywu formy podawania mikotoksyn
na ich biodostepnos¢ i, co za tym idzie, ekspozycje wewnetrzng u karmionych zwierzat. Co
wiecej, nie trafitem na informacje, czy pasza byta badana pod katem mikotoksyn
modyfikowanych, ktére moga pojawic sie w materiale roslinnym. Jezeli nie, to istnieje ryzyko,
ze po hydrolizie w przewodzie pokarmowym i wchtonieciu do krwi mogty zafatszowac w jakims
stopniu ocene ekspozycji wewnetrznej i tym samym relacje stezen oznaczonych w paszy do
stezen we krwi. Bardzo prosze Doktorantke o odniesienie sie do tej kwestii.

W kolejnej czesci rozdziatu Autorka opisuje wyniki doswiadczen na swiniach.
Zastosowanie klatek metabolicznych pozwolito na pozyskanie moczu dobowego, co stanowi
duzo bardziej wartosciowy materiat niz pojedyncza probka moczu. Tu chciatbym zapytaé
autorke o ryzyko zanieczyszczenia zbieranego moczu pasza, ktérg zwierze pobiera, lub katem



z niewchtonietymi toksynami. Czy istniatlo takie ryzyko w zastosowanym uktadzie
doswiadczalnym?

Autorka rzetelnie analizuje biomarkery ekspozycji na mikotoksyny zidentyfikowane w
moczu i surowicy badanych zwierzat. Biorgc pod uwage, ze czesc z nich zostata po raz pierwszy
oznaczona w materiale biologicznym pobranym od $swin (np. OTa, czy biomarkery cytruliny w
moczu), nalezy uznac ten etap badan za szczegdlnie wartosciowy. Nastepnie Doktorantka
przechodzi do rozwazan majacych zwigzek z aspektami toksykokinetyki mikotoksyn. Wycigga
uprawnione wnioski co do doboru czasu, w ktérym mozna oczekiwa¢ wysokiego stezenia
danej mikotoksyny, a zatem nalezy dokonaé pomiaru. Natomiast sam rozdziat poswiecony
kinetyce mikotoksyn w przeprowadzonym badaniu wskazuje na pewne nieporozumienie
konceptualne, bowiem Doktorantka zdaje sie myli¢ pomiar stezen toksyn z analiza
toksykokinetyczng. Sam pomiar stezen jest informacja statyczng, podczas gdy toksykokinetyka
oznacza opis procesu w czasie pozwalajagcy na pewne uogdlnienia za posrednictwem
parametrow toksykokinetycznych. Oczywiscie nie oczekuje od Doktorantki postugiwania sie
wyrafinowanymi narzedziami obliczeniowymi. | bez tego Jej dzieto jest imponujgce i niezwykle
wartosciowe. Natomiast wazne jest by by¢ sSwiadomym ograniczen przyjetego sposobu analizy
danych. Dlatego, w mojej ocenie, postugiwanie sie podanym przez Autorke ,,czasem zanikania”
danej mikotoksyny jako uniwersalng informacja jest btedne, poniewaz czas ten bedzie zalezny
od dawki. Duzo lepszym wyborem bytoby, szczegdlnie w przypadku ochratoksyny, wyliczenie
najprostszego parametru — okresu péftrwania fazy eliminacji, co mozna zrobi¢ w zwyktym
arkuszu kalkulacyjnym. Z zatgczonych rycin wynika, ze najprawdopodobniej mamy do
czynienia z procesem kinetycznym pierwszego rzedu (przynajmniej we krwi). Wprowadzenie
tych bardzo podstawowych obliczen pozwolitoby zwiekszy¢ wartos¢ predykcyjng wynikéw, np.
odpowiedzie¢ na pytanie, czy mamy do czynienia z procesem kumulacji po zastosowaniu
dawki wyzszej? Po jakim czasie faktycznie poziom toksyny spada do wartosci bliskich limitowi
oznaczalnosci w moczu i w surowicy? Czy faktycznie stan ustalony stezenia ochratoksyny
pojawia sie po 4 dniach dla obu dawek? Chciatbym jednak podkresli¢, ze brak analizy
toksykokinetycznej nie zmniejsza wartosci badan Doktorantki. Moim celem jest jedynie
wskazanie pewnego niewykorzystanego potencjatu pracy, ktéry moégtby zwiekszy¢ wartosc¢
niektérych wnioskow.

Po omowieniu wynikow i dyskusji Doktorantka przedstawia pie¢ wnioskéw.
Identyfikuje najwazniejsze biomarkery ekspozycji na badane mikotoksyny oraz optymalne dla
nich matryce. W wiekszosci wnioski sg logiczne i uzasadnione, ale w przypadku dwdch
ostatnich nasunety mi sie pewne uwagi. Wniosek czwarty brzmi ,Stezenia mikotoksyn
oznaczonych w moczu i surowicy byly bardzo dobrze skorelowane (...) z ich poziomami w
paszy”. A zatem czy nie lepiej jednak uzna¢, ze to oznaczenia w paszy wydajg sie nadrzedng
formg oceny ekspozycji zwierzagt na mikotoksyny? Pasze zdecydowanie tatwiej pobrac.
Chciatbym poprosi¢ Doktorantke o podanie przyktadéw sytuacji, kiedy to pobranie materiatu
biologicznego od zwierzecia bedzie najbardziej uzasadnione (nie liczac badan naukowych).
Kolejny wniosek, ktory zwrécit mojg uwage to: ,W przypadku analizy biomarkeréw DON, ZEN
i CIT mozliwe jest pobieranie probek raz na dwa tygodnie.” Na jakiej podstawie ustalono



akurat dwa tygodnie? Czy to jest jakas ogolna rekomendacja, czy ma zastosowanie tylko do
przeprowadzonego doswiadczenia?

Po wnioskach zamieszczone jest streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a takze spis
pismiennictwa zawierajacy 67 pozycji. S to prawie wytgcznie prace opublikowane po 2000
roku, a znakomita ich czes¢ to prace z ostatnich kilku lat, co wskazuje na bardzo dobre
orientowanie sie Doktorantki w najnowszej literaturze naukowej poswieconej mikotoksynom.

Z obowigzku recenzenta zmuszony jestem zwrdci¢ uwage na pewne btedy jezykowe.
Niekiedy mozna odnies¢ wrazenie, ze pewne pojecia, czy zwroty z zakresu opisu procesow
patologicznych towarzyszacych zatruciom stanowig dla Doktorantki pewng trudnos¢. Dla
przyktadu stwierdzenie ,rozlegta cyrkulacja watrobowo-jelitowa” jest raczej mato zgrabnym
bezposrednim ttumaczeniem z jezyka angielskiego i sformutowanie to powinno brzmiec
»intensywne krazenie watrobowo-jelitowe”. Podobnie pojecie ,efekty niepozgdane” raczej
odnosi sie do lekéw, a nie do trucizn, poniewaz implikuje, ze mogg by¢ jakies efekty ,, pozadane”
dla danej substancji. Lepszym wyborem bytoby ogdlne okreslenie ,efekty toksyczne”.
Podobnie niefortunnie brzmi zdanie ,,DON wydalany jest w surowicy swin w ponad 30% w
postaci glukuronidéw”. Zapewne Autorka ma na mysli, ze ,obecny jest” w takim procencie.
Jednak nalezy zwréci¢ uwage, ze Autorka, nie majac wyksztatcenia weterynaryjnego i tak
bardzo sprawnie operuje pojeciami toksykologicznymi i umiejetnie tgczy wiedze z wielu
dyscyplin.

Podsumowujac, uwazam, ze mgr inz. Agnieszka Tkaczyk znakomicie wywigzata sie ze
swojego zadania, a przedstawiona do oceny dysertacja doktorska i dorobek w postaci trzech
publikacji cechuje sie wysokg wartoscia naukowa. W mojej ocenie osiggniecia Doktorantki
stanowig wazny wkiad w nauke, majg duzg warto$¢ poznawczg oraz aplikacyjng, a takze
Swiadczg o wysokich kompetencjach jakie nabyta podczas studidw doktoranckich.

W mojej ocenie praca doktorska mgr inz. Agnieszki Tkaczyk p.t. ,Oznaczanie
biomarkeréw mikotoksyn u trzody chlewnej jako nowoczesne narzedzie do oceny narazenia
swin na mikotoksyny” w petni odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim
zawartym w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyZszym i
nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. Zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do wysokiej
Rady Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Putawach o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego, jednoczesnie rekomenduje wyrdznienie przedstawionej rozprawy doktorskiej
stosowng nagroda.
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