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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marty Pigtkowskiej
pt. ,,Pozostalosci lekow weterynaryjnych, kokcydiostatykow i barwnikow w

jajach — aspekty analityczne i toksykologiczne”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cze$¢ badan zrealizowanych w ramach
projektu  finansowanego przez Narodowe Centrum  Nauki konkurs  Sonata
(2012/07/D/NZ7/03242) pt.” Pozostalosci niedozwolonych barwnikéw syntetycznych w
jajach i wybranych produktach jajecznych” . Ponadto, czg$¢ badan wykonana zostala w
ramach projektow systemowych ,, Stypendia naukowe dla doktorantéow II” oraz
,» Stypendia naukowe dla doktorantéow pracujacych w ramach zespolow badawczych”,
ktore byly wspotinansowane ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spolecznego, budzetu
panstwa i budzetu wojewodztwa lubelskiego.

Podjecie przez Doktorantke powyzszych badan ma wysoce istotne znaczenie zarowno
poznawcze, ale przede wszystkim aplikacyjne ze wzgledu na podjgcie si¢ opracowania 1
walidacji wielosktadnikowej metody pozwalajacej na rownoczesne oznaczanie pozostatosci
lekow  weterynaryjnych ~ z  grupy  chemioterapeutykow  przeciwbakteryjnych,
przeciwpasozytniczych, w tym kokcydiostatykow, a takze barwnikow dodawanych do pasz
kur niosek w celu uzyskania zo6ltka o intensywnej barwie w jajach. Ze wzgledu na
konieczno$¢ oznaczania wielu analitow jednocze$nie oraz zapewnienia czulo$ci i
selektywno$ci opracowywanej metody Doktorantka wykorzystala technike chromatografii
cieczowe] z tandemowa spektrometria mas. Do badan wybrano substancje chemiczne,
ktorych obecno$¢ jest monitorowana standardowo w ramach krajowego programu badan
kontrolnych pozostato$ci chemicznych, biologicznych 1 lekow w tkankach zwierzat i1
zywnosci pochodzenia zwierzgcego. Dlatego tez wybor przez Doktorantke tematu badan

nalezy uzna¢ za bardzo aktualny i o istotnym znaczeniu aplikacyjnym ze wzgledu na



mozliwo$¢ wykorzystania w zapewnieniu bezpieczenstwa 1 ochrony zdrowia konsumentow
produktow zywno$ciowych pochodzenia zwierzgcego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje 144 strony maszynopisu, w ktérych
zawarte jest 19 zestawien tabelarycznych, 33 ryciny, 5 zalacznikow, streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim, wykaz skrotow wykorzystywanych w tekscie dysertacji, wykaz tabel
oraz rycin oraz 186 pozycji piSmiennictwa. Zardwno zestawienia tabelaryczne jak réwniez
ryciny odpowiednio ponumerowane i1 opisane zostaly umieszczone w kolejnych rozdziatach
dysertacji co istotnie utatwia czytelnikowi zrozumienie trudnych 1 wielowatkowych zagadnien
przedstawionych w powyzszej dysertacji.

Na szczegdlna uwage zasluguje fakt, ze wykorzystane przez Doktorantk¢ przy pisaniu
dysertacji piSmiennictwo w liczbie 186 pozycji obejmuje 139 pozycji prac oryginalnych, 15
pozycji stanowia monografie lub podrgczniki akademickie, 36 pozycji to stosowne dyrektywy
oraz 1 pozycja to konsultacja ustna. Wykorzystanie przez Doktorantk¢ w opracowaniu
uzyskanych wynikow licznych dokumentéw prawnych wskazuje na aplikacyjne znaczenie i
w konsekwencji mozliwo$¢ wdrozenia do przeprowadzanych w Polsce badan kontrolnych,
opracowanych wielosktadnikowych metod oznaczania pozostatosci lekow weterynaryjnych.
Liczba, zakres 1 jako$¢ wykorzystanego przy pisaniu dysertacji piSmiennictwa §wiadczy o
bardzo rzetelnym przygotowaniu Doktorantki do podjgtego tematu badawczego. Nalezy
réwniez podkresli¢ 105 pozycji pisSmiennictwa obejmuje oryginalne prace do$wiadczalne
opublikowane w latach 2000-2015 w czasopismach obcojezycznych wyroznionych w Journal
Citation Reports co $wiadczy o znaczeniu 1 aktualno$ci wykonanych przez Doktorantke
badan metodycznych.

Przedstawiona dysertacja jest podzielona na standardowe rozdziaty obejmujace wstgp, cel
badan, materiat 1 metody, przebieg i wyniki badan, dyskusje, wnioski, pismiennictwo i
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz 5 zatacznikéw. Zataczniki stanowia
dokumentacj¢ potwierdzajaca, ze technika chromatografii cieczowej z tandemowa
spektrometria mas (LC-MS/MS) jest czula 1 wiarygodna technika pozwalajaca na
robwnoczesne  oznaczanie  pozostalosci  wielu  substancji  czynnych z  grupy
chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych i przeciwpasozytniczych i barwnikow zakazanych
w jajach oraz w produktach jajowych. Ponadto, analiza uzyskanych wynikéw badan
przedstawionych w zatacznikach jest niekwestionowanym dowodem wskazujacym szeroki,
wielowatkowy zakres badan podj¢tych przez Doktorantke.

Rozdziaty dysertacji takie jak wstgp, material i metody, przebieg i wyniki badan oraz

dyskusja zawieraja odpowiednie podrozdzialy posiadajace wiasne, logicznie sformutowane



podtytuty. Przed cze$cia opisowa pracy umieszczony zostat starannie przygotowany spis
tresci, wykaz skrotdow oraz opis tabel i rycin z podana numeracja kazdej pozycji oraz
numerem strony pracy na ktorej dana tabela lub rycina zostala umieszczona.

Celem wykonanych przez Doktorantke badan byto:

1. Opracowanie i1 walidacja wieloskladnikowej metody potwierdzajacej oznaczenia
pozostatosci lekow weterynaryjnych z grupy chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych i1 przeciwpasozytniczych, w tym kokcydiostatykéw w jajach
swiezych 1 wybranych, sproszkowanych produktach jajecznych z wykorzystaniem
techniki chromatografii cieczowej potaczonej z tandemowa spektrometria mas (LC-
MS/MS), ktora spelnia migdzynarodowe wymagania analityczne.

2. Zbadanie obecno$ci pozostatosci lekow weterynaryjnych z grupy chemioterapeutykdéw
przeciwbakteryjnych 1 przeciwpasozytniczych w tym kokcydiostatykow oraz
barwnikéw zakazanych w probkach archiwalnych pozyskanych z jaj przy uzyciu
opracowanej metody wielosktadnikowej dla jaj §wiezych technika LC-MS/MS.

3. Ocena narazenia konsumenta na obecno$¢ w jajach pozostato$ci oznaczanych
substancji czynnych (lekéw 1 barwnikow zakazanych).

4. Okreslenie zdolnosci dystrybucji do jaj oraz kinetyka zanikania barwnika Sudan [ w
jajach po stosowaniu u kur niosek paszy zawierajacej barwnik Sudan I we
wzrastajacych stgzeniach: 0,5 mg/kg paszy przez pierwsze 16 dni do$wiadczenia, 5

mg/kg paszy przez kolejne 14 dni oraz 50 mg/kg przez kolejne 14 dni.

Nalezy stwierdzi¢, ze zakres badan podjgtych przez Doktorantke jest bardzo szeroki przede
wszystkim ze wzgledu na liczbg oznaczanych substancji czynnych o zrdznicowanej budowie
chemicznej do ktorych naleza: 1.) chemioterapeutyki przeciwbakteryjne z grupy
sulfonamidéow (17 substancji), fluorochinolonéw (11 substancji), diaminopyrymidyn (1
substancja); 2) antybiotyki przeciwbakteryjne: tetracykliny (6 zwiazkow), makrolidy (10
zwiazkéw, w tym 1 z grupy pleuromutylin), penicyliny (8 zwiazkéw), cefalosporyny (7
zwiazkow), nitroimidazole (13 zwiazkow), linkozamidy (1 zwiazek), amfenikole (2 zwiazki)
oraz aminoglikozydy (10 zwiazkow); 3) chemioterapeutyki przeciwpasozytnicze z grupy
benzoimidazoli (21 zwiazkéw, przy czym biedne jest zaklasyfikowanie lewamizolu do tej
grupy, poniewaz  lewamizol nalezy do imidazotiazoli, ktéore wywieraja dzialanie
nicieniobdjcze ale przez inny mechanizm dziatania niz benzoimidazole), insektycydéw z
grupy fosforoorganicznych lub karbaminianéw (3 substancje czynne) oraz kokcydiostatykow

(9 zwiazkow) oraz 4) barwnikoéw zakazanych (11 zwiazkéw).



Do opracowania wielosktadnikowej metody oznaczenia pozostato$ci w jajach swiezych lub
produktach jajecznych wymienionych powyzej grup lekéw lub barwnikow zakazanych
dodawanych do pasz Doktorantka wybrata technik¢ chromatografii cieczowej potaczonej z
tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS), ktora aktualnie ze wzgledu na czutose,
precyzyjnos¢ 1 doktadno$¢ nalezy do uznanych 1 stosowanych w $wiecie technik stosowanych
w analizie zywnoS$ci. Technika ta pozwala na oznaczanie wysoce niskich st¢zen badanych
substancji oraz co jest niezwykle korzystne umozliwia rownoczesne oznaczenie pozostatosci
substancji o zréznicowanej budowie chemicznej. To oznacza, ze technika LC-MS/MS nalezy
do technik z wyboru w analityce pozostatos$ci zarbwno w procedurach potwierdzajacych jak
réwniez przesiewowych.

Wstegp dysertacji zostat opracowany przez Doktorantk¢ w sposob poprawny, a jego tre$¢
$wiadczy o wiedzy Autorki i1 teoretycznym przygotowaniu do podjecia powyzszego tematu
badawczego. We wstepie Doktorantka przedstawila w sposdb zwigzty charakterystyke
uwzgledniajac budowe chemiczna, wlasciwosci farmakodynamiczne, farmakokinetyczne
oraz zastosowanie kliniczne u docelowych gatunkéw zwierzat chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych z grupy sulfonamidéw, fluorochinolonéw, nitroimidazoli oraz
antybiotykow B-laktamowych (penicylin i cefalosporyn), antybiotykow makrolidowych w
tym pleuromutylin, amfenikoli, tetracyklin, a takze grup lekow przeciwpasozytniczych
stosowanych u zwierzat do zwalczania i/lub prewencji przed inwazja pasozytow
wewngtrznych z grupy benzoimidazoli 1 kokcydiostatykow oraz do zwalczania pasozytow
zewngtrznych (karbaminiany 1 insektycy fosforoorganiczne). Jeden z podrozdzialow wstgpu
przedstawia wykaz i1 charakterystyke barwnikow dopuszczonych do stosowania u drobiu oraz
barwnikow zakazanych. Wstgp zawiera tez istotne informacje dotyczace kryteriow oceny
metod przesiewowych 1 potwierdzajacych stosowanych do oznaczania lekow
weterynaryjnych i dodatkow paszowych w zywno$ci pochodzenia zwierzecego, a takze
wymagania analityczne dla metod przesiewowych oraz zasady i kryteria walidacji metod
stuzacych do oznaczania pozostato$ci lekow w zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego. W
ostatnim podrozdziale wstgpu Doktorantka przedstawita przeglad stosowanych w analizie
pozostato$ci substancji chemicznych metod wielosktadnikowych, ktore pozwalaja na
jednoczesne oznaczenie pozostalosci wielu substancji rozniacych si¢ miedzy soba struktura
chemiczna. Pomimo, Ze zostaly opracowane i sa stosowane wielosktadnikowe metody
pozwalajace na jednoczesne oznaczenie kilkudziesigciu lekow weterynaryjnych i dodatkoéw
paszowych w réznych matrycach to niewiele tego typu metod zostato opracowanych dla

matrycy jaka sa jaja. Powyzsze stanowito wymierne uzasadnienie do podjecia badan nad



opracowaniem 1 walidacja wielosktadnikowej metody oznaczania pozostatosci lekow
weterynaryjnych z grupy chemioterapeutykéw przeciwbakteryjnych i przeciwpasozytniczych,
w tym kokcydiostatykéw w jajach $wiezych i wybranych, sproszkowanych produktach
jajecznych z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej potaczonej z tandemowa
spektrometria mas (LC-MS/MS), ktora spetniataby miedzynarodowe wymagania analityczne.

Opracowany przez Doktoranta rozdziat ,,Material i metody” oraz ‘Przebieg i wyniki badan”
budzi uznanie za zwigzto$¢, logiczno$¢, oryginalno$¢ i nowatorstwo podjetego tematu,
zmudnego 1 trudnego pod wzgledem metodycznym do wykonania.

W rozdziale ,,Material i metody” Doktorantka przedstawita wykaz 1 pochodzenie prob
stanowigcych material biologiczny do badan, wykaz odczynnikéw 1 substancji wzorcowych,
zasady sporzadzania podstawowych i roboczych roztwordw wzorcowych, wykaz aparatury
pomiarowe] wykorzystane] w badaniach oraz walidacje wielosktadnikowej metody wedtug
obowiazujacych procedur obejmujacych: selektywnos$¢, liniowos¢ sygnatu, zakres roboczy,
granicg ~ wykrywalno$ci,  granic¢ = oznaczalno$ci,  powtarzalno$¢,  odtwarzalno$¢
wewnatrzlaboratoryjna, odzysk, limit decyzyjny, zdolno$¢ wykrywania, stabilno$¢ oraz
odpornos¢. Tak dobre przygotowanie metodyczne dato gwarancje, ze uzyskane przez
Doktorantke wyniki analiz sa powtarzalne 1 w petni wiarygodne co zostalo potwierdzone
przez zastosowanie wewngtrznego sterowania jakoscia przy uzyciu karty kontrolnej warto$ci
$rednie;j.

Z kolei w rozdziale ,,Przebieg 1 wyniki badan” Doktorantka przedstawita w sposob zwigzly
podstawy ustalenia wykazu analitow (lekow przeciwbakteryjnych 1 przeciwpasozytniczych
oraz barwnikdéw) oznaczanych w opracowywanej procedurze badawczej oraz zakres badan
wykonanych w odpowiedniej kolejnosci polegajacych na doborze odpowiednich warunkow
detekcji analitow technika LC-MS/MS, warunkéw chromatograficznych HPLC-MS/MS,
warunkow izolacji analitow z matrycy stanowiacej probki swiezych jaj oraz sproszkowanych
produktow jajecznych oraz przeprowadzeniu walidacji opracowanych metod. Na podstawie
uzyskanych wynikéw nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka opracowata dwie wielosktadnikowe
potwierdzajace metody oznaczania pozostatosci chemioterapeutykoéw przeciwbakteryjnych i
przeciwpasozytniczych oraz obecnosci barwnikéw zakazanych w dwdch matrycach (jajach
oraz albuminie jaja kurzego) z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej potaczonej
z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS). Opracowane metody pozwalaja na
robwnoczesne oznaczenie, odpowiednio 120 i 85 analitow 1 speitniaja migdzynarodowe
wymagania analityczne. Wiarygodnos$¢ opracowanej metody wielosktadnikowej dla swiezych

jaj zostata sprawdzona na archiwalnych probkach pochodzacych z migdzylaboratoryjnych



badan poréwnawczych przez potwierdzenie obecnos$ci wykrytych zwigzkéw metodami
urzegdowymi stuzacymi do oznaczania pozostatosci chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych
1 kokcydiostatykow w jajach kur.

Drugi etap stanowily badania in vivo wykonane na kurach nioskach skarmianych pasza
zawierajacq wzrastajace stezenia barwnika Sudan I, ktéra zostala przygotowana w warunkach
laboratoryjnych. Badania in vivo polegaty na okresleniu zawarto$ci badanego barwnika w
z6ltkach 1 biatkach jaj pochodzacych od kur poddanych ekspozycji na barwnik Sudan I oraz
okresleniu czasu zanikania barwnika w zoéttkach jaj. Wykonanie doswiadczen na kurach
zostalo poprzedzone doborem odpowiednich warunkéw detekcji barwnikéw technika LC-
MS/MS, warunkéw chromatograficznych do oznaczania barwnikéw, warunkoéw izolacji
barwnikow z zottek jaj oraz przeprowadzeniem walidacji opracowanych metod. Badania
wykonane na kurach nioskach zostaly wykonane prawidlowo, chociaz brakuje uzasadnienia
dlaczego co dwa tygodnie zwigkszano 10 krotnie stezenie badanego barwnika. By¢ moze ze
wzgledu na czas ekspozycji kur niosek na barwnik Sudan I oraz wielko$¢ jego stezenia w
paszy proces dystrybucji barwnika w organizmie kur oraz jego eliminacja z organizmu nie
zostala w sposob zadowalajacy wyjasniona. W dokumentacji badan brakuje informacji
dotyczacej zgody Lokalnej Komisji Etycznej na przeprowadzenie badan na kurach nioskach.
W  rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka w sposob bardzo rzeczowy i rzetelny podejmuje w
polemike z danymi naukowymi na zrealizowany temat badawczy, ktore zostaty opublikowane
przez innych autoréw z innych osrodkow naukowych.

Dobrze udokumentowane wyniki badan pozwolity Doktorantce na postawienie 4 prawidtowo
skonstruowanych wnioskéw, ktére stanowia zadowalajaca odpowiedZz na zalozone cele
badawcze. Piaty punkt, nie moze by¢ traktowany jako wniosek, poniewaz nie dotyczy
uzyskanych wynikow badan, natomiast jest jedynie sugestia wskazujaca na zasadnos¢
opracowania i wykonania badan okreslajacych szybkos¢ i stopien degradacji Sudanu I przez
florg bakteryjna przewodu pokarmowego drobiu oraz oznaczenie jego pozostatosci w jajach 1
tkankach drobiu po ekspozycji na ten barwnik.

Ponadto nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze maszynopis pracy zostal przygotowany w sposob

staranny, a praca zostala napisana poprawnie pod wzgledem jezykowym.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska mgr Marty
Piatkowskiej zatytulowana ,,Pozostalosci lekéw weterynaryjnych, kokcydiostatykow i

barwnikéw w jajach — aspekty analityczne i toksykologiczne” jest oryginalnym,



nowatorskim osiagnigciem Autorki. Praca ma duza warto$é aplikacyjng a zalozone cele
badawcze zostaly osiagnigte i przeanalizowane zgodnie z obowigzujacymi standardami.

Uwazam, Ze powyzsza praca w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim zawartym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stoﬁniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 0365595 z dnia 16.04.2003).
Wnosze o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Marty Pigtkowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnioskuje rowniez do wysokiej Rady Naukowej Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Pafistwowego Instytutu Badawczego w Putawach o wyroznienie
powyzszej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na wysoce istotne znaczenie aplikacyjne dla
bezpieczenstwa i ochrony zdrowia konsumentow produktow zywnosciowych pochodzenia

zwierzegcego.
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