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WYKAZ STOSOWANYCH
SKROTOW

AAP — American Academy of Pediatrics — Amerykanska Akademia Pediatrii

ACOG — American College of Obstetricians and Gynecologists —
Amerykanskie Kolegium Potoznikow i Ginekologow

AF — aflatoxin — aflatoksyna

AFB, — aflatoxin B, — aflatoksyna B,

AFB, — aflatoxin B, - aflatoksyna B,

AFG, — aflatoxin G, — aflatoksyna G,

AFG, — aflatoxin G,— aflatoksyna G,

AFM, — aflatoxin M — aflatoksyna M,

AFM, — aflatoxin M, - aflatoksyna M,

ALR — Akademia Lekarzy Rodzinnych

BDML — Benchmark Dose (Lower Confidence Limit) — najnizsze dawki zwigzane
z wywotywaniem scisle okreslonego dziatania na organizm cztowieka

BEN — Balkan Endemic Nephropathy — batkanska nefropatia endemiczna

CIN — Chronic Interstitial Nephropathy — przewlekta nefropatia sSrodmigzszowa

CONTAM - Panel on Contaminants in the Food Chain —
Panel ds. Zanieczyszczen w tancuchu Zywnosciowym

DAD — diode array detector — detektor z matrycg diodowa

DON — Deoxynivalenol — deoksyniwalenol

EFSA — European Food Safety Authority — Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci
EMBA — European Milk Bank Association — Europejskie Stowarzyszenie Bankéw Mleka

ESPGHAN — The European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition —
Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii Dzieciecej, Hepatologii i Zywienia

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations —
Organizacja Narodow Zjednoczonych ds. Wyzywienia i Rolnictwa
FLD — Fluorescence Detector — detektor fluorescencyjny
FSA — Food Standards Agency — Brytyjska Agencja Standardéw Zywnosci
HIV — Human Immunodeficiency Virus — ludzki wirus niedoboru odpornosci
HBV — Hepatitis B virus — wirus zapalenia watroby typu B
HCV — Hepatitis C virus — wirus zapalenia watroby typu C
HPLC — high-performance liquid chromatography — wysokosprawna chromatografia cieczowa
IARC — International Agency for Research on Cancer —
Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem
IQR — interquartile range — rozstep ¢wiartkowy
JECFA — Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives —
Wspdlny Komitet Ekspertéw ds. Dodatkéw do Zywnosci
JTK — jednostka tworzgca kolonie

LC MS/MS - liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry —
chromatografia cieczowa sprzezona z podwadjng spektrometrig mas
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WSTEP

W dzisiejszych czasach zanieczyszczenie moze pochodzic¢ ze wszystkiego, co nas otacza. Przy-
ktady stanowig: smog, alergeny unoszace sie w powietrzu, skazona woda, a nawet pokarm,
ktory kazdy z nas codziennie spozywa. Zanieczyszczenia moga miec rozne zrodta. Jednym
z nich s3 grzyby plesniowe i ich metabolity, jakimi sg mikotoksyny. Rozwdj zainteresowania
grzybami plesniowymi i mikotoksynami przypada na lata 60. XX wieku, kiedy to tajemnicza,
nowa choroba (choroba indyka X) wystepujaca w Anglii spowodowata $mierc ogromnej licz-
by stad indykow. Pozniejsze badania wykazaty, ze gtéwnym czynnikiem, ktdre to wywotato,
byto zatrucie aflatoksyng, wystepujaca w orzeszkach ziemnych przeznaczonych do skarmia-
nia tych zwierzat (Peraicaiin. 1999b; Zain 2011). Ochratoksyna A po raz pierwszy zostata opi-
sana w 1965 roku, jako metabolit gatunku Aspergillus ochraceus (Van der Merwe i in. 1965b),
zearalenon z kolei po raz pierwszy zostat wyizolowany z kukurydzy inokulowanej Fusarium
(Stobiin.1962).

Ze wzgledu na ich toksycznos¢, Swiatowe organizacje zajmujace sie szeroko pojetym
zagadnieniem zdrowia ustanowity okreslone poziomy spozycia poszczegdlnych mikotok-
syn. Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) w 2013 roku okreslit tolero-
wane dzienne spozycie (TDI) deoksyniwalenolu na 1 pg/kg m.c. (EFSA 2013), FAO/WHO
w 2012 ustanowit poziom TDI fumonizyn (wystepujacych samodzielnie lub jako suma FB,,
FB,, FB,) na 2 pg/kg m.c. (FAO/WHO 2012), podczas gdy dla zearalenonu poziom ten wyno-
si 0,5 pug/kg m.c. (EFSA 2011), a dla ochratoksyny A 14 ng/kg m.c. (EFSA 2006). Poziomy te
okreslane sg poprzez analize ryzyka narazenia. Ryzyko narazenia ma na celu okreslenie dawki
substancji, na ktorg moga byc¢ narazone organizmy zywe. Okreslenie tego ryzyka sktada sie
z trzech zasad: identyfikacji i charakterystyki zagrozenia, oceny narazenia i charakterystyki
ryzyka. Okreslane poziomy powinny by¢ maksymalnie rygorystyczne, aby zminimalizowac
niebezpieczenstwo zwigzane z konsumpcja, ale jednoczesnie osiggalne poprzez stosowanie
dobrej praktyki rolniczej.

Mikotoksyny wystepujace w paszy mozna dekontaminowac (unieczynnic¢). W tym celu
wykorzystuje sie kilka metod:

e oddzielanie mechaniczne zanieczyszczonego produktu od czystego;

* segregacja gestosci— metoda ta polega na sortowaniu zanieczyszczonych ziaren

przy wykorzystaniu flotacji;

e inaktywacja termiczna — metoda polegajgca na obrdébce termicznej produkty;

e naswietlanie — metoda polega na wystawianiu zanieczyszczonego produktu

na dziatanie fal UV;

e ekstrakcja rozpuszczalnikiem;

e wykorzystanie mikroorganizmow;

e ozonowanie —degradacja opiera sie na reakcji mikotoksyn z ozonem;
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e amonifikacja — degradacja przy uzyciu amoniakuy;
e stosowanie dodatkdw do zywnosci (np. wodorosiarczyn);
e stosowanie czynnikdw wigzacych lub sorbentdw (CAST 2003).

Prace poswiecono badaniom nad wystepowaniem ochratoksyny A (OTA) i zearalenonu
(ZEN) w ptynach ustrojowych kobiet bedgcych w okresie laktacji. Mikotoksyny te produkowa-
ne sg gtownie przez grzyby z rodzaju Aspergillus, Penicillium (OTA) i Fusarium (ZEN).

W niniejszej pracy szczegotowo zostaty opisane dwie mikotoksyny powszechnie wyste-
pujace w srodowisku —ochratoksyna Aizearalenon, ich wystepowanie, toksokinetyka, wptyw
na zdrowie ludzi i zwierzat. W czesci praktycznej przedstawione zostaty wyniki prowadzo-
nych badan, ktore skupiaty sie na wystepowaniu OTA w mleku, moczu i surowicy krwi, a takze
ZEN w moczu kobiet bedgcych w okresie laktacji, w tym dawczyn z Banku Mleka Kobiecego.
Badania zostaty wykonane przy wspotpracy z Regionalnym Bankiem Mleka Kobiecego w To-
runiu. Bank Mleka Kobiecego zostat otworzony 28 maja 2013 roku z inicjatywy Samorzadu
Wojewodztwa Kujawsko-Pomorskiego, Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydy-
giera w Toruniu oraz Fundacji Bank Mleka Kobiecego w ramach realizacji Programu Promogji
Karmienia Piersig pt.: ,Mamy mleko dla wczesniaka w wojewddztwie kujawsko-pomorskim”
(Wesotowska iin. 2017a).

Ponadto ocenie zostata poddana dieta badanych kobiet. W ankiecie uwzglednione zosta-
ty pokarmy, produkty lub ich sktadowe, ktore potencjalnie moga by¢ zanieczyszczone przez
mikotoksyny, w szczegdlnosci przez OTA i ZEN. Sg to m.in. zboza oraz produkty, ktére moga
z nich powstawac — pieczywo, ptatki zbozowe, gluten pszenny, piwo, kasze, ryz, produkty po-
chodzenia zwierzecego — podroby, jaja, mleko, sery, a takze produkty pochodzenia roslinne-
go — wino i sok winogronowy, lukrecja, kakao, czekolada, kawa, przyprawy, orzechy, suszone
owoce czy rosliny strgczkowe. Dieta kobiet w okresie laktacji powinna by¢ zbilansowana pod
wzgledem kalorycznosci i energii. Powinna zawierac przede wszystkim produkty zbozowe
(w tym petnoziarniste), mleko i jego przetwory, chude mieso, ttuste ryby, oleje roslinne, wa-
rzywa i owoce, a takze ograniczong ilos¢ stodyczy, stodkich napojow, produktow smazonych,
ttustych mies, kremowych ciast, ostrych przypraw, cebuli, kapusty, grochu, czy fasoli (Wie-
rzejska 2017).

Niektore kobiety, ktorych ptyny ustrojowe zostaty poddane analizom byty dawczyniami
z Banku Mleka Kobiecego. Dzieki tego typu instytucjom mozliwe jest karmienie dzieci natu-
ralnym pokarmem, jakim jest mleko kobiece. Zawiera ono szereg niezbednych sktadnikow
odzywczych. Niestety istnieje duze prawdopodobienstwo transferu mikotoksyn wraz z mle-
kiem do organizmdw karmionych dzieci. Dzieci sg bardziej podatne na niekorzystne dziatanie
mikotoksyn. Dzieje sie tak ze wzgledu na ich fizjologie — szybszg przemiane materii, niedoroz-
winiete narzady wewnetrzne i stosunkowo nieefektywne mechanizmy detoksykacji.

Stanowi to jeden z argumentdw, dla ktorych nalezy ograniczy¢ spozywanie pokarmow
potencjalnie skazonych mikotoksynami. Innym przeciwskazaniem do spozywania skazonych
mikotoksynami pokarmow jest ich wptyw na organizmy ludzi i zwierzat. Mikotoksyny powo-
duja nowotwory, uszkodzenia uktadu: immunologicznego, wydalniczego, neurologicznego,
pokarmowego i innych.
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Grzyby plesniowe, ,plesnie” to potoczna nazwa grzybow strzepkowych wystepujacych w Sro-
dowisku. Petnig one olbrzymia funkcje w $rodowisku i w przemysle spozywczym (Barabasz
i Pikulicka 2017).

W przemysle spozywczym wykorzystywane sg do produkcji serow plesniowych, kietbasy,
niektorych odmian piwa i wina, a nawet lekdw i antybiotykow. Alkaloidy sporyszu stosowane
sg w leczeniu choroby Parkinsona i migreny, jako inhibitor prolaktyny, w niewydolnosci na-
czyn mozgowych i niewydolnosci zylnej (Flieger i in. 1997). Tradycyjna hiszpanska kietbasa
o nazwie ,Salchichdn”, jej odmiana ,Fuet” (Bernaldez iin. 2013) lub salami powstaja poprzez
wykorzystanie w ich produkcji Penicillium nalgiovense (Dupont i in. 2017). We Francji istnieje
stodkie i drogie wino produkowane przy uzyciu grzybow Botrytis cinerea, a w Japonii sake
i koji produkowane z wykorzystaniem Aspergillus oryzae (Dupont iin. 2017). Niestety, grzyby
plesniowe moga produkowac szkodliwe mikotoksyny.

Mikotoksynami okreslane sg toksyczne, wtorne metabolity grzybdw plesniowych, naj-
czesciej nalezacych do rodzaju Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp., Claviceps spp.,
Alternaria spp., Neotyphodium spp., Stachybotrys spp., Myrothecium spp., Phoma spp. i Diploi-
dia spp. (Sprynskyy iin. 2012). Mikotoksyny nie petnig zadnych znaczacych funkcji w metabo-
lizmie grzybow. Gtéwnie produkowane sg przez dojrzate juz grzyby plesniowe (Edite Bezerra
daRochaiin. 2014). Maja one matg mase czgsteczkowy, ponizej 1000 Da (Heshmatiiin. 2017).
Najczesciej wystepuja w surowcach — kukurydzy, jeczmieniu, pszenicy, ryzu, owsie, sorgo, soi,
a takze w produktach spozywczych (Sprynskyy iin. 2012).

Mikotoksyny znane byty juz w sredniowieczu; zrédta podajg, ze w tym okresie kojarzono
choroby z obecnoscig alkaloidow sporyszu i wystepowaniem ergotyzmu. Zjawisko to mozna
byto zaobserwowac gtéwnie w Wielkiej Brytanii, Skandynawii, Rosji i catej Europie kontynen-
talnej (Pitt i Miller 2016). Alakloidy sporyszu pochodzity od Claviceps purpurea, a ze wzgledu
na objawy towarzyszgce zatruciom choroba ta zostata nazwana ,ogniem Swietego Antonie-
go” (Cameron i French 1960).

Ogolny wzrost zainteresowania mikotoksynami nastapit jednakze w latach 60. XX wieku,
gdy w Anglii pojawita sie nieznana wowczas choroba spowodowana dziataniem aflatoksyn.
Nazwano j3 ,chorobg indyka X” (Peraica i in. 1999b; Zain 2011). Aflatoksyny pochodzity od
orzeszkow ziemnych zainfekowanych grzybem Aspergillus flavus. Podczas epidemii, po zatru-
ciu mikotoksyng, zycie stracito ok. 100 000 pisklat. Po tych wydarzeniach, doktadnie w1962r.,
zaczeto uzywac zwrotu ,mikotoksyny” (Zain 2011).

W dzisiejszych czasach mikotoksyny majg ogromne znaczenie w agrobiznesie na catym
Swiecie, wptywaja na eksport, ograniczaja produkcje zwierzeca i roslinng oraz wptywaja na
zdrowie ludzi (Edite Bezerra da Rocha i in. 2014).
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Dotychczas w srodowisku zidentyfikowano ponad 400 réznych mikotoksyn (Casal i in.
2014; Igbal i in. 2014b). S to gtdwnie ochratoksyny, aflatoksyny, zearalenon, fumonizyny,
trichoteceny, alkaloidy sporyszu czy patulina (Igbal i in. 2014b; Ben Salah-Abbés i in. 2020).

Produkty moga zostac zanieczyszczone przez grzyby plesniowe podczas obrobki wstep-
nej, na etapie suszenia i przechowywania zywnosci, a w niektdrych przypadkach nawet na
etapie uprawy roslin (Pokrzywa i in. 2007; Edite Bezerra da Rocha i in. 2014). Produkcja mi-
kotoksyn natomiast zalezy od wielu czynnikow, do ktorych nalezg miedzy innymi: klimat,
temperatura, wilgotnos¢, gatunek grzyba plesniowego czy produkt, na ktorym sie rozwijaja
(Zain 2011).

Mikotoksyny do organizmow zywych dostaj3 sie gtdwnie przez droge pokarmowa (przez
spozycie zainfekowanej zywnosci), uktad oddechowy (wdychanie) lub bezposredni kontakt ze
skorg (Peraica i in. 1999b; Zain 2011). Nalezy jednak pamietac, ze do fancucha pokarmowe-
go ludzi oraz zwierzat moga przedostac sie zardwno posrednio — zanieczyszczenie finalnego
produktu wystepuje, jesli ktorykolwiek sktadnik zostat zainfekowany przez toksyczne grzyby
plesniowe — jak i bezposrednio, gdy grzyby plesniowe zainfekowaty finalny produkt spozyw-
czy lub pasze (Edite Bezerra da Rocha iin. 2014).

Na rysunku 1 przedstawiono schemat drogi zakazenia mikotoksynami.

Material roslinny

2 1N
—
2

Zywnosé

Pasze
przetworzona

Czlowiek

Tkanki i produkty -
zwierzgee |:> Mileko, jaja, migso

Rysunek 1. Schemat drogi zakazenia mikotoksynami

Przez spozycie zanieczyszczonych mikotoksynami produktéw, zaréowno w przypadku
zwierzat, jak i ludzi moze dojs¢ do zatru¢ — mikotoksykoz. Ich najczestszymi objawami sa:
zmniejszanie wydajnosci, zmniejszanie masy ciata, immunosupresyjnosc¢ i zwiekszenie cze-
stosci wystepowania nowotworow (Fink-Gremmels 1999). Mikotoksyny wykazuja dziatanie
hepatotoksyczne, hematoksyczne, immunotoksyczne, genotoksyczne, estrogenne, kance-
rogenne (Sprynskyy i in. 2012). Szkodliwos¢ mikotoksyn na zdrowie ludzi i zwierzat zalezy
od toksycznosci danej mikotoksyny, wieku organizmu, stanu odzywienia czy wspdtdziatanie
z srodkami chemicznymi, na ktore dany organizm jest narazony (Peraica i in. 1999b).

Mikotoksyny mozna podzieli¢ ze wzgledu na rodzaj podtoza, na ktdrym nastepuje ich
wzrost i rozwdj. Rozrdznia sie mikotoksyny polowe — atakujgce zboza podczas wzrostu na
polu, a takze magazynowe (przechowalnicze) — rozwijajace sie podczas magazynowania zia-
ren i nasion. Do grupy mikotoksyn polowych mozna zaliczy¢ te wytwarzane przez grzyby
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plesniowe z rodzaju Fusarium (trichoteceny, zearalenon), natomiast do grupy mikotoksyn ma-
gazynowych mozna zaliczy¢ te produkowane przez grzyby plesniowe z rodzaju Aspergillus
i Penicillium (aflatoksyny, ochratoksyny, cytrynine i patuling) (Wrobel 2014).

Patulina jest mikotoksyng wystepujaca najczesciej w splesniatych owocach (zwtaszcza
jabtkach), moze powodowa¢ uszkodzenie watroby, sledziony i nerek, jest rowniez Srodkiem
immunosupresyjnym, ktory hamuje wiele aspektow funkcji makrofagow. Ochratoksyna A wy-
kazuje nefrotoksycznosc. Podobne dziatanie wykazuje cytrynina, podczas gdy aflatoksyny sg
silnie hepatotoksyczne, immunosupresyjne, rakotwdrcze i mutagenne, a zearalenon wigzany
jest z hiperestrogenizmem (Mostrom 2016).



|

OCHRATOKSYNA A

3.1. Wytwarzanie i budowa ochratoksyny A

Ochratoksyna A, wtdrny metabolit grzybdw plesniowych, jest wytwarzana przez
grzyby z rodzaju Aspergillus i Penicillium (Peraica i in. 1999b; Pascale i Visconti 2000; Vulic
i in. 2014; Taghizadeh i in. 2017; Hajok i in. 2019). OTA jest zwigzkiem opisanym wzorem:
7-karboksy-5-chloro-8-hydroksy-3,4-dihydro-3-R-metyloizokomaryna-7-L-B-fenyloalanina
(Engelhardt i in. 2003; Wu i in. 2011), to inaczej dihydroksyizokumaryna potaczona przez
grupe 7-karboksygrupowa do L-fenylo-alaniny przez wigzanie amidowe (Van der Merwe i in.
1965b) o wzorze sumarycznym C, H,.CINO, i masie atomowej 403,8 g/mol. Jej struktura to
biate, krystaliczne ciato state, o temperaturze wrzenia 168°C — 173°C, stabo rozpuszcza sie
w wodzie (Tao i in. 2018), natomiast jest dobrze rozpuszczalna w wiekszosci rozpuszczalni-
kéw organicznych, takich jak chloroform, etanol, metanol i ksylen (Vieiraiin. 2015). Wykazu-
je fluorescencje zielong (dt. fali 213 nm) i niebieska (dt. fali 332 nm) w Swietle UV (Vieira i in.
2015).

Na rysunku 2 przedstawiono wzor strukturalny OTA.

Q OH
@) OH @)

NH @)

CHs;
Cl

Rysunek 2. Wzor strukturalny OTA

W klimacie tropikalnym i subtropikalnym prekursorami produkcji OTA sa grzyby z rodza-
ju Aspergillus, natomiast w klimacie umiarkowanym i chtodnym grzyby z rodzaju Penicillium
(Vecchioiin. 2012; Wang i in. 2016). Przyktady grzybow plesniowych produkujacych OTA zo-
staty przedstawione w tabeli 1.

Na zdjeciach 1 — 4 przedstawiono dominujace gatunki grzybdw produkujgcych OTA.
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Tabela 1. Gatunki grzybdw plesniowych zdolnych do produkcji OTA

Gatunek grzyba plesniowego

Zrédto

Aspergillus ochraceus
Penicillium viridicatum

Palliiin. 1999

Aspergillus circumdati
Aspergillus nigri
Aspergillus flavi
Penicillium verrucosum
Penicillium nordicum

Coroneliin. 2009

Aspergillus ochraceus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus westerdijkiae
Penicillium verrucosum

Biasucciiin. 2010

Penicillium polonicum

Stefanoviciin. 2011

Aspergillus ochraceus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus melleus
Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus niger
Aspergillus sulphureus

Zain 2011

Aspergillus alliaceus
Aspergillus auricomus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus glaucus
Aspergillus melleus
Aspergillus niger
Penicillium nordicum
Penicillium verrucosum

Edite Bezerra da Rochaiin. 2014

Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger

Gniadekiin. 2017

Aspergillus ochraceus
Aspergillus sulphureus
Aspergillus niger
Penicillium nordicum
Penicillium verrucosum

Kamaliiin. 2017

Aspergillus ochraceus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus niger
Penicillium verrucosum

Jiangiin. 2018
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Zdjecie 1. Konidofor Zdjecie 2. Kolonie Aspergillus ochraceus
z konidiami Aspergillus ochraceus na podtozu CYA
(kolekcja Katedry Fizjologii (kolekcja Katedry Fizjologii
i Toksykologii UKW) i Toksykologii UKW)

Zdjecie 3. Konidofor Zdjecie 4. Kolonie Penicillium verrucosum
z konidiami Penicillium verrucosum na podtozu CYA
(kolekcja Katedry Fizjologii (kolekcja Katedry Fizjologii
i Toksykologii UKW) i Toksykologii UKW)

Produkcja OTA przez Aspergillus ochraceus nastepuje w temperaturze od 24°C do 37°C
(przy czym temperatura optymalna wynosi 31°C), pH 3 — 10 i aktywnosci wodnej 0,8, nato-
miast w przypadku Penicillium verrucosum parametry te wynoszg odpowiednio: temperatura
optymalna 20°C, pH 6 — 7 i aktywnosc¢ wodna 0,86 (Reddy i Bhoola 2010) podczas zbioru,
suszenia i wzrostu roslin (Hajok i in. 2019).

Podstawowa przyczyng powstawania OTA jest nieodpowiednie przechowywanie produk-
tow rolnych (Fazekas iin. 2005).

Warto zwréci¢ uwage na fakt, iz OTA na okreslonych produktach moze by¢ wytwarza-
na przez grzyby plesniowe w réznych warunkach srodowiskowych — przyktadowo Aspergillus
carbonarius i Aspergillus niger rosng w wysokich temperaturach, co sprawia, ze s3 odporne
na promieniowanie UV. Dlatego sa powszechnie spotykane w winogronach i owocach, ktére
potrzebuja wysokiej temperatury do wzrostu (Pitt 2002).

Po raz pierwszy OTA zostata opisana w 1965 roku jako metabolit Aspergillus ochraceus
(Van der Merwe i in. 1965b). Dopiero w pozniejszych latach stopniowo opisywane byty inne
grzyby plesniowe odpowiedzialne za produkcje OTA w réznych produktach (Malir i in. 2016).
Szczegdtowe opisy zostaty przedstawione w tabeli 2.
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Tabela 2. Chronologiczne opisanie grzybow plesniowych produkujacych OTA (Maliriin. 2016)

Rok Gatunek grzyba Surowiec/Produkt
1965 Aspergillus ochraceus Maka kukurydziana
1969 Penicillium viridicatum Kukurydza
1994 Aspergillus niger Kukurydza
2004 Aspergillus lacticoffeatus Kawa

Aspergillus sclerotioniger
2006 Aspergillus circumdati Kawa

Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus steynii

3.2. Wystepowanie ochratoksyny A w zywnosci

OTA z powodu sprzyjajacych warunkdéw pogodowych i mikroklimatycznych wystepuje

niemal na catym Swiecie. Wystepuje w surowcach i produktach, ktére sg przechowywane
w nieodpowiedni sposdb (Zain 2011; KSszegi i Poor 2016).
Powszechnie wystepuje w materiatach takich, jak:

zboza: pszenica, jeczmien, kukurydza, owies (Pascale i Visconti 2000),

ryz, proso, zyto (SCOOP 2002),

produkty zbozowe i ich pochodne — maka, chleb, makaron, ptatki zbozowe

(SCOOP 2002; Coroneliin. 2009),

kakao i produkty kakaowe (Coroneliin. 2009),

kawa (palona i zielona), piwo, winogrona, wino (czerwone i biate), sok winogronowy,
przyprawy (Fink-Gremmels 2005; Clark i Snedeker 2006; Coronel i in. 2009;
Wai-Cheung Chungiin 2009),

mleko (Zain 2011; Taghizadeh iin. 2017),

rosliny straczkowe (Wai-Cheung Chungiin 2009),

suszone owoce (Coronel iin. 2009), w szczegdlnosci rodzynki (Sarigiannis i in. 2014),
orzechy (zwtaszcza ziemne) (SCOOP 2002),

leki ziotowe (Shimiin. 2014),

barwniki spozywcze (Solfrizzo i in. 2015),

woda butelkowana (Mata i in. 2015),

podroby (Kotowski i in. 1993, Milicevi¢iin. 2008),

ptyny fizjologiczne ludzi: mleko kobiece (Jonsyniin. 1995, Postupolski 2006,
Kamaliiin. 2017), mocz (Penaiin. 2006, Mufioziin. 2017), a takze krew

(Assafiin. 2004, Degeniin. 2007, Aliiin. 2018).

OTA w obiegu wtornym —, carry over”trafia przez skazong pasze do organizmow zwierzat

gospodarskich, a nastepnie przez konsumpcje miesa, podrobdw, jaj czy mleka moze przedo-
stac sie do organizmodw ludzi (Grajewski 2003). Przedostaje sie takze bezposrednio po spozy-
ciu skazonego pokarmu roslinnego.

Naukowcy z catego Swiata badajg wystepowanie OTA w wielu produktach, spozywanych
przez ludziizwierzeta. W tabeli 3 przedstawione zostaty przyktady wynikéw badan opisujace
wystepowanie OTA w wybranym pozywieniu dla ludzi i zwierzat na catym swiecie.
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OTA jest stabilna termicznie, jednakze pewne parametry obrobki cieplnej powoduja spa-
dek jej stabilnosci. Obrobka cieplna w temperaturze 150°C przez godzine powoduje redukcje
OTA o ok. 30%, natomiast traktowanie jej temperaturg powyzej 180°C powoduje spadek sta-
bilnosci o 0k.70% — 90% (EFSA 2020). Smazenie w temperaturze 150°C — 160°C podrobdw,
ttuszczu czy kietbasy obniza toksycznos¢ OTA o ok. 20% (Weidenborner 2001). Pieczenie
chleba powoduje spadek OTA maksymalnie do 40% (Scudamore i in. 2003), podczas gdy pie-
czenie produktow cukierniczych w 200°C przez 40 min powoduje spadek o 64%, a w 140°C
w trakcie tego samego czasu o 21%. (Vidal i in. 2015). Istotna redukcje zaobserwowano réw-
niez podczas pieczenia kietbas. Pieczenie przez 60 minut w temperaturze 190°C spowodowa-
to redukcje OTA Srednio o 70,4%, w temperaturze 200°C w czasie 60 minut spadek o 80,7%,
podczas gdy w 220°C w tym samym czasie o0 76,3%. Gotowanie w czasie 30 minut redukowato
OTA o srednio 7,4%, natomiast smazenie w ciggu 30 minut —12,6% (Pleadin i in. 2014). Pra-
zenie i pieczenie w wysokiej temperaturze 220°C — 250°C takze powoduje spadek stabilnosci
OTA, co moze stanowic pewng bariere bezpieczenstwa w odniesieniu np. do kawy (Boudra
i in.1995; Vieira i in. 2015). Zjawisko to jest niezwykle wazne ze wzgledu na to, ze kawa jest
jednym z najczesciej spozywanych napojow na swiecie (Micek i in. 2019).

Tabela 3. Przyktadowe wyniki badan opisujace wystepowanie OTA w réznych materiatach

Produkt Kraj Wyniki Zrédto

Kukurydza (rok 2011) Probki pozytywne: 2/30

Wartos¢ maksymalna: 32,5 pg/kg

Kukurydza (rok 2012) Probki pozytywne: 3/19
Wartos$¢ maksymalna: 86 pg/kg
Polska Kosickiiin. 2016
Kukurydza (rok 2013) Probki pozytywne: 3/32
Wartos$¢ maksymalna: 5,09 pg/kg
Kukurydza (rok 2014) Probki pozytywne: 4/32

Wartos¢ maksymalna: 11,9 pg/kg

Kiszonka z kukurydzy
(rok 2011)

Kiszonka z kukurydzy
(rok 2012)

Probki pozytywne: 10/20
Wartos¢ maksymalna: 7,47 pg/kg

Probki pozytywne: 1/17
Wartos¢ maksymalna: 1,67 pg/kg

Polska Kosickiiin. 2016
Kiszonka z kukurydzy Probki pozytywne: 7/15
(rok 2013) Wartos¢ maksymalna: 10,2 pg/kg
Kiszonka z kukurydzy Probki pozytywne: 4/20
E::::nk:zlzone (rok 2014) Wartos¢ maksymalna: 1,16 pg/kg
do spo_iycia Ziarna zb6z (rok 2011) Probki pozytywne: 31/75
dla zwierzat S !
Wartos¢ maksymalna: 155 pg/kg
Ziarna zb6z (rok 2012) Probki pozytywne: 13/57
Wartos$¢ maksymalna: 18,8 ug/kg
Polska Kosickiiin. 2016
Ziarna zbdz (rok 2013) Probki pozytywne: 7/44
Wartos¢ maksymalna: 15,7 pg/kg
Ziarna zbdz (rok 2014) Probki pozytywne: 17/70
Wartos¢ maksymalna: 37,5 pug/kg
Pasza (rok 2011) Probki pozytywne: 38/68
Warto$¢ maksymalna: 88 pg/kg
Pasza (rok 2012) Probki pozytywne: 109/144
Wartos¢ maksymalna: 30,6 pg/kg
Polska Kosickiiin. 2016

Pasza (rok 2013)

Pasza (rok 2014)

Probki pozytywne: 69/86
Wartos$¢ maksymalna: 20 pg/kg

Probki pozytywne: 70/114
Wartos¢ maksymalna: 14,7 pg/kg
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cd. tabeli 3

Produkty
przeznaczone
do spozycia
dla ludzi

Krew $win

Polska

Probki pozytywne: 63/105
Wartos¢ maksymalna: 122 pg/l

Kotowskiiin. 1993

Serbia

Probki pozytywne: 28/90
Wartos¢ srednia 3,70 ug/kg

Mili¢eviciin. 2008

Nerki swini

Serbia

Probki pozytywne: 30/90
Wartos¢ srednia 1,26 pug/kg

Milicevic¢iin. 2008

Watroba swini

Serbia

Probki pozytywne: 24/90
Wartos¢ srednia 0,63 pg/kg

Mili¢eviciin. 2008

Podroby (zotadek,
watroba, nerki) kurczakow

Serbia

Zotadek:

Probki pozytywne: 15/90
Wartos¢ srednia: 2,18 ug/kg
Watroba:

Probki pozytywne: 23/90
Wartos¢ srednia: 1,62 pg/kg
Nerki:

Probki pozytywne: 17/90
Wartos¢ srednia: 1,19 ug/kg

Mili¢evi¢iin. 2012

Mieso kurczakow

Dania

Probki pozytywne: 36/65
Wartos¢ maksymalna: 0,18 pug/kg

Jorgensen 1998

Czechy

Probki pozytywne: 8/12
Wartos¢ maksymalna: 0,38 pg/kg

Ostryiin. 2015

Pakistan

Probki pozytywne: 47/115
Wartos¢ maksymalna: 4,70 pg/kg

Igbaliin.2014a

Mieso gesi

Dania

Probki pozytywne: 12/30
Wartosc srednia: 0,03 pg/kg

Jorgensen 1998

Mieso kaczki

Dania

Probki pozytywne: 11/19
Wartos¢ maksymalna: 0,09 pg/kg

Jorgensen 1998

Wieprzowina

Kanada

Quebec:

Probki pozytywne: 1/1

Wartos¢ maksymalna: 0,06 pg/kg
Calgary:

Probki pozytywne: 1/1

Wartos¢ maksymalna: 0,2 ug/kg

Tamiin. 2011

Burgery wotowe
(hamburgery)

Kanada

Quebec:

Probki pozytywne: 1/1

Wartos¢ maksymalna: 0,44 pg/kg
Calgary:

Probki pozytywne: 1/1

Wartos¢ maksymalna: 0,22 pg/kg

Tamiin. 2011

Kietbasa

Kanada

Quebec:

Probki pozytywne: 1/1

Warto$¢ maksymalna: 0,12 pg/kg
Calgary:

Probki pozytywne: 1/1

Wartos¢ maksymalna: 0,06 pg/kg

Tamiin. 2011

Salami

Wtochy

Probki pozytywne: 4/12
Wartosc srednia: 0,06 pg/kg

Pietriiin. 2006

Szynka suszona

Wtochy

Probki pozytywne: 12/30
Wartosc srednia: 4,06 pg/kg

Pietriiin. 2006

Jaja

Pakistan

Probki pozytywne: 28/80
Wartos¢ maksymalna: 2,98 ug/kg

Igbaliin.2014a

Mleko krowie

Francja

Probki pozytywne: 3/264
Wartos¢ maksymalna 6,6 ng/L

Boudraiin. 2007

Sudan

Probki pozytywne: 1/5
Wartos¢ maksymalna: 2,73 pg/l

Elzupiriin. 2009

Norwegia

Probki pozytywne: 6/40
Wartos¢ maksymalna 0,058 g/l

Skaug 1999

Nabiat

Niemcy

Probki pozytywne: 19/195
Wartos¢ maksymalna: 0,86 pg/kg

EC2002

Norwegia

Probki pozytywne: 15/85
Wartos¢ maksymalna: 0,119 pg/kg

EC2002

Ser twardy

Wrtochy

Probki pozytywne: 6/40
Wartos¢ maksymalna: 54,07 ug/kg

Biancardiiin. 2013

Lody

Kanada

Quebec: Probki pozytywne: 1/1
Wartos$¢ maksymalna: 0,02 pg/kg
Calgary: Probki pozytywne: 1/1
Wartos¢ maksymalna: 0,03ug/kg

Tamiin. 2011

Masto kakaowe

Kamerun

Probki pozytywne: 24/36
Wartos¢ maksymalna: 1,88 ug/kg

Mounjouenpouiin.
2012

Masto orzechowe

Wielka
Brytania

Probki pozytywne: 2/6
Wartos¢ srednia: 1,35 pg/kg

FSA 2002

Mleko dla niemowlat

Turcja

Probki pozytywne: 25/38
Wartos¢ maksymalna 4,50 pg/kg

Baydariin. 2006

Mleko kobiece

Wrtochy

Probki pozytywne: 198/231
Wartos¢ maksymalna 0,057 pg/l

Turconiiin. 2004

Mleko w proszku

Portugalia

Probki pozytywne: 10/15
Wartos¢ maksymalna: 0,212 pg/kg

Alvitoiin. 2010
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3.2.1. Wzory matematyczne pozwalajace na wyliczenie okreslonych wartosci
charakteryzujacych spozycie OTA

Zastosowanie ponizszych wzoréw pozwala wyliczy¢ dawki spozycia OTA wraz z pozywie-
niem, co umozliwia eliminacje okreslonych produktoéw z codziennej diety:

1. srednia dzienna dawka spozycia OTA z pozywienia (Hajok i in. 2019):
ADD = CIR-EF-ED
BW-AT
Gdzie:
ADD - srednia dzienna potencjalna dawka spozycia ochratoksyny A [mg kg™ dzien]
C —zawartos¢ ochratoksyny A w pozywieniu [pg/kg]
IR —wskaznik spozycia [g/dzienlub L/dzienw przypadku ptynow]
EF — czestotliwos¢ ekspozycji [365 dni™]
ED - czas ekspozycji [ok. 70 lat]
BW —masa ciata [ok. 70 kqg]
AT —$redni czas ekspozycji (EF x ED)

2. prawdopodobne dzienne spozycie OTA na podstawie jej wystepowania w moczu
(Gerdingiin. 2014):

PDI [pg/kg x m.ciata/dzier] = <290

Gdzie:

PDI - prawdopodobne dzienne spozycie OTA

C—stezenie OTA w moczu [ug/L]

V —$rednia objetos¢ dziennej produkcji moczu [1,5 I/dzien]

W —masa ciata [kg]

E — sredni wskaznik wydalania z moczem [2,5% dla ochratoksyny A]

3. spozycie OTA na podstawie jej wystepowania w moczu — rownanie Klaassena‘a
(Palliiin.1999; Maliriin. 2013; Faniin. 2019):
. L cl,-C
K, [1g/kg x m.ciata/dzien] = ——
Gdzie:
K,—spozycie OTA
Clp— klirens (wspdtczynnik oczyszczania) osocza [ 0,99 mL/kg x m.ciata/dzien]
C,—stezenie OTA w osoczu [ug/L]
A —biodostepnosc toksyny [dla ochratoksyny — 50%]

4. spozycie OTA na podstawie jej wystepowania w osoczu (Peraica i in. 1999a):

Dzienne spozycie =C,- 1,34

Gdzie:
C, —stezenie OTA w osoczu [ug/L]

5. tolerowane dzienne spozycie OTA na podstawie jej wystepowania
w osoczu (Heyndrickx iin. 2015):
OTA-V

TDS [ug/kg x m.ciata/dzien] = ER-BW1000000

Gdzie:

OTA —stezenie OTA w moczu [pg/L]

V —érednia objetos¢ dziennej produkcji moczu [1,5 I/dzien]
ER — wspdtczynnik wydalania OTA z moczem [50%)]

BW —masa ciata [kg]
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Ze wzgledu na powszechnos¢ wystepowania i bardzo wysoka toksycznos¢ OTA organi-
zacje zajmujace sie zdrowiem na catym Swiecie starajg sie ustali¢ maksymalne poziomy jej

spozycia, ktore nie przyniosg negatywnych konsekwencji dla organizmow.
W tabeli 4 przedstawione zostaty ustanowione przez Komisje Europejska maksymalne
dopuszczalne wartosci OTA, ktore mogg wystepowad w pozywieniu.

Tabela 4. Dopuszczalne normy ochratoksyny A w wybranych produktach spozywczych
(Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 z p6zn. zm. i Zalecenie Komis;ji

nr2006/576/WE z p6ozn. zm.)

Najwyzsza dopuszczalna

Produkt wartos¢ [pug/kg]
Ziarna zboza (nieprzetworzone) 5,0
Zboza i produkty zbozowe 0,25
Produkty z przetworzonych zboéz 3,0
Gluten pszenny 8,0
Suszone owoce winorosli (koryntki, rodzynki i suttanki) 10,0
Kawa rozpuszczalna 10,0
Kawa palona 5,0
Wino 2,0
Sok winogronowy 2,0
Przyprawy i mieszanki przypraw: 15,0
Piper spp. (czarny i biaty pieprz), Myristica fragrans

(gatka muszkatotowa), Zingiber officinale (imbir),

Curcuma longa (kurkuma)

Przyprawy: 20,0
Capsicum spp. (jego suszone owoce, cate lub mielone,

w tym papryka chili, mielone chili, pieprz kajenski i papryka)

Korzen lukrecji 20
Wyciag z lukrecji 80
Przetworzona zywnos¢ na bazie zb6z oraz zywnos¢ 0,5
dla niemowlat i matych dzieci

Produkty dietetyczne do specjalnych celow medycznych, 0,5
przeznaczone specjalnie dla niemowlat

Mieszanki paszowe dla swin 0,05
Mieszanki paszowe dla drobiu 0,1
Mieszanki paszowe dla kotow i psow 0,01

Agencja Unii Europejskiej, ktdra zajmuje sie doradztwem naukowym na temat zagro-
zen zwigzanych z tancuchem zywnosciowym — EFSA okreslita maksymalne dopuszczalne
tygodniowe spozycie OTA wynoszace 120 ng/kg m.c. (EFSA 2006), natomiast Wspolny Ko-
mitet Ekspertéw ds. Dodatkéw do Zywnosci — JECFA ustalit tygodniowe spozycie OTA na

100 ng/kg m.c. (JECFA 2008).
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Dawka $miertelna (LD, ) doustna OTA dla swin wynosi 1 mg/kg m.c., dla drobiu
3,3 mg/kg m.c. (EFSA 2004), dla myszy 46 — 58 mg/kg m.c., szczuréw 20 — 30 mg/kg m.c.,
psow 0,2 mg/kg m.c. (FAO/WHO 2001). Ponadto dawka LD, dootrzewnowa wynosi dla my-
szy 22 — 40 mg/kg m.c. i dla szczuréw 13 mg/kg m.c., natomiast dawka LD, po podaniu do-
zylnym wynosi dla myszy 26 — 34 mg/kg m.c. i dla szczuréw 13 mg/kg m.c. (FAO/WHO 2001).

Oprocz okreslenia maksymalnych dopuszczalnych wartosci spozycia OTA organiza-
cje okreslajg poziomy LOAEL, czyli najnizsze poziomy, ktére powodujg niepozadane efek-
ty, oraz NOEL, czyli maksymalne poziomy, przy ktérych nie obserwuje sie dziatania tok-
sycznego. Wartos¢ LOAEL w przypadku 90-dniowego badania zywienia wynosi u swin
8 ug/kg m.c./na dzien, powodujac minimalne zmiany morfologiczne w nerkach, zmiany w en-
zymach nerkowych i zaburzenia czynnosci nerek. U szczuréw wartos¢ LOAEL wynosi rowniez
w przypadku 90-dniowego badania zywienia 15 pg/kg m.c. (EFSA 2020). Natomiast poziomy
NOEL ustanowione przez Komitet Ekspertow WHO i FAO dla réznych organizmow zostaty
przedstawione w tabeli 5.

Panel CONTAM zgodnie z wytycznymi EFSA uznat, ze do oceny ryzyka dziatania OTA
w organizmach nalezy stosowa¢ metody marginesu ekspozycji (MOE) — stosunek poziomu
NOAEL lub BMDL dla krytycznego wptywu na teoretyczng, przewidywanga lub szacowana
dawke ekspozycji lub stezenie (Benford i in. 2010). Zwiekszone wystepowanie mikroskopo-
wych zmian w nerkach obserwowane podczas 3-miesiecznego badania zywienia swin uzna-
no za najbardziej odpowiednie nienowotworowe skutki oddziatywania OTA, uzyskano w nim
wskaznik BDML wynoszacy 4,731 g/kg m.c./dzier. Panel CONTAM dla tej wartos¢ BDML wy-
znaczyt wartos¢ MOE, ktdéra wynosi 200 (EFSA 2020).

Tabela 5. Wartosci NOEL OTA dla réznych gatunkéw (FAO/WHO 2001)
Czas badania Dawka Wartos¢ NOEL

Gatunek [dni] [mg/kg m.c./dzien] [mg/kg/m.c./dzien] Wywotywany efekt
3 5 <5 Zmniejszony klirens kwasu
para-amino-hipurowego
4-10 4 <4 Zmniejszona liczba trombocytow
o 10 0,5-2 <0,5 Zwiekszona objetos¢ moczy;
g zwiegkszone stezenie azotu
© mocznikowego we krwi
. 14 0,24-2,4 ~0,48 Opodzniony wzrost; zwiekszone
5 stezenie azotu mocznikowego we krwi
N
ﬁ ~0,96 Zwiekszona masa nerek
<0,24 Zmniejszona objetos¢ moczu;
zmiany w nerkach
58-84 0,24-2 <0,14 Zmniejszona aktywnos¢ enzymu
nerkowego
90 0,015-0,37 ~0,075 Zmniejszony przyrost masy ciata
~0,016 Zmniejszona masa nerek
0,37 Wzrost gtadkiego retikulum

Szczury -
samice

endoplazmatycznego,
zmiany w szorstkim retikulum
endoplazmatycznym

14 0,1-0,2 <0,1 Martwica kanalikow nerkowych;
martwica limfoidalna

Psy —
samce
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3.4. Zmodyfikowane formy ochratoksyny

Ochratoksyny oprdcz najbardziej toksycznej formy A moga wystepowad w postaci mniej
toksycznych form B i C (Van der Merwe i in. 1965a). W warunkach naturalnych powszechnie
spotykana jest ochratoksyna A, ochratoksyna B wystepuje rzadko, podczas gdy ochratok-
syna C nie wystepuje naturalnie w srodowisku (Hwang i Draughon 1994). OTB jest niechlo-
rowang formg OTA (Tang i in. 2019) i rézni sie od niej podstawnikiem chloru przez wodor
przy weglu 5 (Heussner i in. 2007). Wystepuje w ziarnach pszenicy i innych zboz; zwykle ko-
lonizuje sie w klimacie umiarkowanym i tropikalnym (Elaridi i in. 2019). Jej masa atomowa
wynosi 369,4 g/mol, a wzor strukturalny C, H,.NO, (Heussner i Bingle 2015). Z kolei OTC jest
estrem etylowym OTA (Tang i in. 2019) o masie atomowej 431,9 g/mol i wzorze struktural-
nym C_H, CINO_ (Heussner i Bingle 2015).

Pomimo nizszej toksycznosci OTB i OTC wykazujg dziatanie nefrotoksyczne, hepatotok-
syczne, wtasciwosci genotoksyczne i sg teratogenne (Qileng i in. 2018).

OTC jest szybko przeksztatcana w OTA w organizmach po podaniu doustnym. Badania
wykazuja, ze pojedyncza dawka doustna OTC podana szczurom po 48 godzinach we krwi wy-
kazuje podobny poziom OTA jak réwnowazna dawka OTA 60 minut po podaniu (EFSA 2020).

Rysunek 3 przedstawia ogolny wzdr strukturalny OT, natomiast rysunek 4 wzor struktu-
ralny OTB. W tabeli 6 przedstawiono inne wybrane formy OT (Khoury i Atoui 2010; Heussner
i Bingle 2015).

O OH @)

R2 R3 R4

Rysunek 3. Ogodlna struktura OT

Q OH
O OH O

NH O

CHj

Rysunek &. Wzor strukturalny OTB
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Tabela 6. Wybrane formy OT (Khoury i Atoui 2010; Heussner i Bingle 2015)

Nazwa R, R, R, R, R,
Ester metylowy ochratoksyny A Fenyloalanina, Ester metylowy cl H H H
Ester metylowy ochratoksyny B Fenyloalanina, Ester metylowy H H H H
Ester etylowy ochratoksyny B Fenyloalanina, Ester etylowy H H H H
Ochratoksyna B OH H H H
5’-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina, OH przy 5 weglu Cl H H H
7'-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina, OH przy 7 weglu cl H H H
9’-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina, OH przy 9 weglu cl H H H
4R-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina cl H OH H
4S-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina ¢ OH H H
4R-Hydroksyochratoksyna B Fenyloalanina H H OH H
4S-Hydroksyochratoksyna B Fenyloalanina H OH H H
10-Hydroksyochratoksyna A Fenyloalanina cl H H OH
Analog tyrozynowy ochratoksyny A Tyrozyna Cl H H H
Analog serynowy ochratoksyny A Serynowy cl H H H
Analog lizynowy ochratoksyny A Lizyna @ H H H
Analog hydroksyprolinowy Hydroksyprolina cl H H H
ochratoksyny A

Analog leucynowy ochratoksyny A Leucyna cl H H H

Ponadto, OTA posiada swojg mniej toksyczng (ok. 100 razy) forme (Heussner i Bingle
2015) — ochratoksyne a, ktorej wzor strukturalny przedstawiono na rysunku 5. Powstaje ona
w wyniku rozerwania wigzania peptydowego OTA (Klapeciin. 2012). Dzieje sie tak, gdy wia-
zanie amidowe miedzy fenyloalaning a kwasem dihydroizokumarowym ulegnie hydrolizie
(EFSA 2020). Uwaza sig, ze OT-a gtdwnie wytwarzana jest przez mikrobiom jelitowy u zwie-

rzat innych niz przezuwacze, w tym u ludzi oraz przez mikrobiom zwacza u przezuwaczy

(EFSA 2020).

OH

Cl
CH,

OH O

Rysunek 5. Wzdr strukturalny OT-a
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3.5. Toksokinetyka
3.5.1. Absorbcja

OTA jest szybko absorbowana w uktadzie krwionosnym, zwtaszcza po podaniu doustnym.
Maksymalne poziomy we krwi OTA osigga w ciggu kilku godzin (EFSA 2020). W przypadku
swin wchtanianie OTA wystepuje w 66%, u szczurdw i krolikow w 56% oraz u kurczakdw
w 40% (Walker i Larsen 2005, EFSA 2020). W uktadzie krwionosnym taczy sie z albuming,
a nastepnie wchtfaniana jest przez przewdd pokarmowy (Chang i Chu 1977; Scott 2005; Doh-
nal iin. 2013). Dla przyktadu, po doustnym podaniu 50 ng/g m.c. OTA w zaledwie 0,02% po-
zostanie niezwigzana z albumina u ludzi, w 0,08% u matp, w 0,1% u myszy i swin oraz w 22%
uryb (EFSA 2020).

Badania przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze OTA moze by¢ absorbowana we
wszystkich odcinkach uktadu pokarmowego. Najwyzszg absorbcjg wykazuje sie jednakze
blizsza czes¢ jelita cienkiego — jelito czcze (EFSA 2020). Dodatkowo jelita bardziej absorbujag
OTA w warunkach nizszego pH (Kumagai 1988). Badania biochemiczne wykazujg, ze OTA
przed absorbcjg moze byc¢ deestryfikowana (Fuchs i in. 1984).

3.5.2. Metabolizm i wydalanie ochratoksyny A

OTA trudno wydali¢ z organizmu. Transportowana jest gtdwnie przez zyte wrotng (Kuma-
gaii Aibara 1982). Po wchtonieciu z jelita przedostaje sie do kanalikow proksymalnych, a tylko
niewielka jej czesc ulega filtracji ktebuszkowej i wydalana jest z moczem (Ringot i in. 2006).
Wptyw na wydalanie OTA z organizmu ma pte¢, a nawet konkretny genotyp. Rdwnie wazna
jest mikroflora jelitowa, ktora moze przyczynic sie do metabolizmu OTA do mniej toksycz-
nej OT-a (U szczurow) (Galtier 1978). W przypadku ludzi zaobserwowano podobng sytuacje —
w dwunastnicy OTA moze zostac rozszczepiona przez enzymy jelitowe lub enzymy proteoli-
tyczne — karboksypeptydazy czy chymotrypsyne i przeksztatcona do mniej toksycznej formy
OT-a (Pitout 1969). W przypadku przezuwaczy OTA przez karboksypeptytaze A i chymotry-
psyne w jelicie slepym przeksztatcana jest do OT-a i fenyloalaniny (Boudra i in. 2013).

OTA jest przewaznie wydalana z organizmu z moczem, katem (Steren i in 1982, EFSA
2020), posrednio z zo6tcig (Roth 1988) lub mlekiem (Scott 2005).

Z katem lub moczem OTA (jak réwniez inne ochratoksyny) wydalana jest czesciowo nie-
zmieniona, w formie licznych powigzan i czeSciowo w formie niezidentyfikowanych metabo-
litow (Grajewski 2003).

Ponadto OTA charakteryzuje sie dtugim okresem péttrwania w organizmach ludzi — oko-
to 35 dni (EFSA 2006). U szczurow okres ten trwa 3 — 10 dni (w zaleznosci od rasy), u swin
5 -6 dni, a u naczelnych innych niz ludzie 19 — 21 dni (EFSA 2020).

Niektdre szczepy bakterii posiadajg zdolnos¢ do eliminacji OTA z organizmdw zywych.
Dzieje sie tak dzieki hydrofobowemu potaczeniu OTA z komodrkami bakterii (Turbic 2002).
Do bakterii tych naleza: bakterie kwasu mlekowego — Lactobacillus, Streptococus oraz Bifi-
dobacterium (Skrinjar i in. 1996), Butyrivibro fibriosolvens (Westlake i in. 1987), Acinetobacter
calcoaceticus (Hwang i Draughon 1994), Phenylobacterium immobile (Wegst i Lingens 1983),
a takze drozdze: Saccharomyces cerevisiae (Bohm iin. 2000).

Biotransformacja OTA u ludzi obejmuje niewielka konwersje do hydroksylowanych lub
odchlorowanych produktow cytochromu P450, metabolitéw fazy Il (gtdwnie estry miedzy
cukrami — pentozy i heksozy) i grupy karboksylowej fenyloalaniny, ktére zostaty wykryte
w ludzkich hepatocytach (Gross-Steinmeyer iin. 2002).
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3.6. Biomarkery narazenia

W odniesieniu do biomarkeréw narazenia na dziatanie OTA opracowano metody oparte
na badaniach ptyndéw ustrojowych (krew, mocz, mleko kobiece). Powigzanie przyjmowania
pokarmu z iloscig OTA we krwi jest stosunkowo trudne z powodu dtugiego okresu pottrwania
OTA oraz wigzania sie OTA z biatkami (EFSA 2019).

Dane pochodzace z raportu JECFA obrazuja, ze stezenie OTA we krwi wynosi od 0,1
do 10 ng/ml (EFSA 2006). Oznaczenie OTA w moczu wydaje sie by¢ bardziej odpowiednim
markerem narazenia, poniewaz metody wykrywania sg czulsze (ok. 0,01 ng/ml). OTA prze-
nika do mleka kobiecego, dlatego analiza probek mleka moze stuzyc jako dodatkowy marker
narazenia (EFSA 2019).

3.7. Toksycznos¢

OTA dystrybuowana jest do kazdego narzadu organizmu, natomiast jej toksycznosc zale-
zy od gatunku i podawanejdawki (EFSA 2020). OTA dziata nefrotoksycznie, hepatotoksycznie,
teratogennie, mutagennie i immunosupresyjnie (Pascale i Visconti 2000; Wu i in. 2011; Awad
iin.2012; Aliiin. 2016; Sueck i in. 2018). Badania wykazuja, ze OTA zaktdca proces krzepnie-
cia krwi (Doerr i in. 1974) i metabolizowania weglowodandw (Suzuki i in. 1975). Ponadto OTA
dziata embriotoksycznie, genotoksycznie, neurotoksycznie (O'Brien i Dietrich 2005, Malir
i in. 2013), a nawet mielotoksycznie — u myszy powoduje hipokomdrkowos¢ szpiku kostnego
i zmniejszona liczbe pluripotencjalnych komdrek macierzystych szpiku (Boorman i in. 1984).
Dowiedzione zostato rowniez, ze OTA hamuje przenoszenie elektrondw, ktore jest zalezne od
bursztynianu, co sugeruje toksycznos¢ mitochondrialng (Wei i in. 1985).

3.7.1. Kancerogennos¢

Poczatkowo Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) w 1987 roku zakwali-
fikowata OTA do grupy 3 (niezaklasyfikowana jako kancerogenna dla ludzi) (IARC 1987), na-
tomiast wraz z uptywem lat i poszerzaniem wiedzy na temat toksycznosci OTA zostata za-
kwalifikowana w 1993 roku do grupy 2B (prawdopodobnie rakotworcza dla ludzi), co czyni j3
kancerogenna (IARC 1993).

Uznaje sie, ze OTA jest czynnikiem, ktory wywotuje nowotwory i guzy uktadu moczowe-
go u ludzi (Palliiin. 1999) i innych organizmoéw. W 1978 roku badania wykazaty, ze OTA indu-
kuje guzy nerek i watroby u myszy (Kanisawa i Suzuki 1978), natomiast w 1984 roku zostata
uznana za kancerogenna dla myszy (Bendele i in. 1985).

3.7.2. Nefrotoksycznos¢

Gtownymi narzagdami narazonymi na toksycznos¢ OTA sg nerki (Kamaliiin. 2017).

Stwierdzono, ze OTA moze indukowac wydzielanie sie kolagenu w uszkodzonych komor-
kach nabtonkowych kanalikéw proksymalnych, tym samym uposledzajac funkcje ludzkich ne-
rek (Sauvantiin. 2005) — niszczona jest integralnos¢ btony komarkowej, chromatyna zostaje
skondensowana i pojawia sie otoczka jgdrowa. Ponadto obraz histologiczny ujawnit powiek-
szenie sie btony cewkowej i pojawienie sie wtokien kolagenowych (Malir i in. 2016). W 1999
roku OTA zostata uznana za czynnik indukujacy apoptoze w komorkach proksymalnych nerek
(Schwerdt i in. 1999). Podatnos¢ nerek na kumulowanie OTA zwigzana jest z wychwytywa-
niem jej przez transportery anionéw organicznych w nerkach, w szczegdlnosci transporter
anionow organicznych 1 (EFSA 2019).
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3.7.2.1. Batkanska Endemiczna Nefropatia (BEN)

i Endemiczna przewlekta nefropatia sSrodmiazszowa (CIN)

OTA uwazana jest za jeden z czynnikow etiologicznych odpowiedzialnych za BEN (Bat-
kanska Endemiczna Nefropatie) (Wu i in. 2011; Aliiin. 2016). BEN jest chronicznym cewko-
wo-$rédmigzszowym schorzeniem nerek, ktore moze prowadzic do ich niewydolnosci. Po raz
pierwszy zostato opisane w 1956 roku w Butgarii (Stefanovic i in. 2011). Jego pierwszymi
objawami klinicznymi s3 miedzy innymi plastyczna lub normochroniczna anemia, tagodna
proteinuria, nastepnie stopniowo wzrasta poziom azotu i kreatyniny we krwi oraz wystepuje
nadcisnienie (Fuchs i Peraica 2005). W pozniejszym stadium BEN nerki ulegaja zmniejszeniu
i nastepuje zwtoknienie srodmigzszowe. W ostatnim stadium choroby nastepuje niewydol-
nosc¢ nerek, enzymuria, wielomocz. Towarzyszy temu czerwony jezyk, zwiekszone pragnie-
nie i gorzki posmak w ustach. Innymi zgtaszanymi objawami sg bole gtowy i bole ledzwiowe,
ostabienie, niedokrwistos¢, glikozuria, biatkomocz, alkalizacja moczu, podwyzszone steze-
nie kreatyniny w surowicy oraz zwigkszenie stezenia immunoglobulin M i E (IgM, IgE) (Ma-
lir i in. 2016). W przypadku BEN wystepujg réwniez objawy takie jak: zaburzona zdolnos¢
koncentracji, zmniejszona szybkos¢ filtracji ktebuszkowej, kwasica, leukocyturia aseptycz-
na (Gifford i in. 2017). W przebiegu BEN czestym symptomem jest zwiekszone wydalanie
beta-2-mikroglobulin (Hall i in. 1972).

BEN przypomina inne schorzenie dotykajace nerek — przewlekta nefropatie srodmigzszo-
wa (CIN) wystepujaca w krajach afrykanskich —w tym przypadku OTA réwniez uznawana jest
za jeden z jej czynnikow etiologicznych (Grosso i in. 2003). Po raz pierwszy jej podobienstwo
do BEN zostato opisane w 1995 roku. Autorzy tej publikacji podali, ze u zdrowych o0sdb ste-
zenia OTA wynosity od 0,1 do 2,3 ng/ml w surowicy lub osoczu, a u pacjentow z CIN wartosci
OTA wynosity od 0,7 do 1136 ng/ml w surowicy lub osoczu (Maaroufiiin. 1995). U ludzi miesz-
kajacych w obszarach endemicznych stezenie OTA w osoczu moze przekraczac¢ 100 nmol/I,
podczas gdy w przypadku 0sob zdrowych zakres ten wynosi od kilkuset pmol/l do kilku nmol/I
(K8szegi i Poor 2016).

3.7.3. Genotoksycznos¢ i mutagennosc

Genotoksycznosc i mutagennos¢ OTA przejawia sie przez indukowanie aberracji chromo-
somalnej in vivo (Manolova i in. 1990). Genotoksycznos¢ OTA zaczeto bada¢ w 1989 roku
(Maliriin. 2016). Charakteryzuje sie ona tworzeniem adduktu DNA (De Groeneiin. 1996; Ma-
liriin. 2016) oraz zdolnoscig do wywotywania przerw w taricuchach DNA i wymiany siostrza-
nych chromatyd (Follmann i in. 1995). Oprocz tego OTA hamuje synteze DNA, RNA i biatek
(Schilter i in. 2005). Hamowanie syntezy biatek spowodowane jest konkurowaniem z fenylo-
alaning w reakcji katalizowanej fenyloalanylo-tRNA (Bunge i in. 1978). OTA przyczynia sie do
hamowania oddychania mitochondrialnego, co w konsekwencji prowadzi do komdrkowego
wyczerpania naktadéw ATP oraz posiada zdolnos¢ wywotywania mutacji genow w komor-
kach bakterii (Grajewski 2003). W komdrkach nerkowych i watrobowych szczuréw odnotowa-
no dowody na uszkodzenie oksydacyjne DNA spowodowane OTA (EFSA 2020).

3.7.4. Neurotoksycznosc
Wyniki badan in vitro i in vivo u myszy pokazujg, ze OTA ma negatywny wptyw na moz-
dzek, hipokamp, skorupe i jadro ogoniaste, rdzen kregowy, srodmozgowie, kore moézgowa
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(Savaiin. 2006) i prazkowie (Doi i Uetsuka 2011). W hipokamie u myszy zostata wykazana
zmniejszona proliferacja neuronalnych komdrek macierzystych, co moze by¢ przyczyna prob-
lemow z pamiecia i depresjg obserwowanych w przypadku ludzi narazonych na dziatanie OTA
(Savaiin. 2007).

Istnieja tez badania, ktdre sugeruja, ze OTA moze przyczynic sie do rozwoju choréb neu-
rodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera i Parkinsona (Zhang i in. 2009), a takze
dysfunkcji mozgu (Doi i Uetsuka 2011).

3.7.5. Immunotoksycznos¢

Immunosupresyjna aktywnos¢ OTA u zwierzat charakteryzuje sie zmniejszeniem wiel-
kosci narzadow odpornosciowych, do ktorych naleza grasica, sledziona oraz wezty chtonne.
Dodatkowo zmniejsza sie ilos¢ i funkcje komodrek odpornosciowych, nastepuje obnizenie
odpowiedzi przeciwciat i modulacja produkgji cytokin (Al-Anati i Petzinger 2006). Skutkuje
to zwiekszeniem podatnosci na wystepowanie infekcji (Duarte i in. 2011). OTA wptywa na
funkcje odpornosciowe na poziomie syntezy przeciwciat oraz na aktywnosc¢ komorek NK (na-
tural killer) (Lea i in. 1989), powoduje takze zubozenie komdrek limfoidalnych w sledzionie
i weztach chtonnych psow (Szczech iin. 1973). Spozycie OTA powoduje leukocytopenieg i lim-
fopenie u kurczakow (Changiin. 1979). OTA powoduje takze zubozenie limfoidalne w grasicy,
kaletce Fabrycjusza i sledzionie indykéw (Dwivedi i Burns 1985)

3.8. Mechanizm dziatania ochratoksyny A (MOA)

OTA jest toksyczna dla komorek, w ktorych zachodzi apoptoza (in vitro) oraz dla prok-
symalnych komorek kanalikdw nerkowych (in vivo). OTA jest transportowana przez OAT1
(organiczny transporter anionowy 1), a kodowana przez biatko kodujace — SLC22A6, ktore
ulega ekspresji gtdwnie w nerkach, co ttumaczy wysoka toksycznos¢ OTA w stosunku do tego
narzadu (EFSA 2020).

W badaniach in vitro w wielu komorkach odnotowano zwigzek miedzy stresem oksydacyj-
nym a utratg potencjatu btony mitochondrialnejzwigzanejz apoptoza indukowang przez OTA.
OTA moze rowniez indukowad apoptoze niezalezng od mitochondridw, poniewaz w ludzkich
komorkach TH9 nastepuje wzrost czynnika martwicy nowotworow o (TNFa) oraz aktywacja
enzymu kaspazy 8. Istnieja dowody na to, ze kompleks Fe3+ i OTA moze produkowac rodniki
hydroksylowe w obecnosci NADPH i reduktazy NADPH-cytochrom-P-450 (EFSA 2020).

W komorkach HepG2 OTA powoduje ekspresje gendw zwigzanych z zapaleniem, stresem
oksydacyjnym, przezywalnoscig komorek, metabolizmem energetycznym i ksenobiotycz-
nym (EFSA 2020).

W komadrkach kanalikéw nerkowych swini (LLC-PK1) dziatanie OTA zmniejszailos¢ dysmu-
tazy ponadtlenkowej (enzym) oraz zmienia jej aktywnos¢, zmnejsza ekspresje S-transferazy,
a jednoczesnie zwieksza ilos¢ reaktywnych form tlenu. W badaniach komoérek nerek swini
(PK15) zaobserwowano, ze stosunek glutationu (GSH) do disiarczku glutationu (GSSG) przez
dziatanie OTA zmniejsza sie (EFSA 2020). Stres oksydacyjny wywotany OTA zostat rowniez
zaobserwowany u Swini i szczurow.
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3.9. Ochratoksykozy

Ochratoksykozy to mikotoksykozy (ostre lub przewlekte zatrucia mikotoksynami), ktore
wystepuja czesciej u zwierzat niz u ludzi. Przezuwacze sa mato wrazliwe na dziatanie OTA, co
ttumaczone jest hydrolizg OTA do mato toksycznej OT-a w przedzotadku (Grajewski 2003).
W przypadku kurczat podanie doustne OTA powoduje patologiczne zmiany w watrobie i ner-
kach (Khan i in. 2014). W przypadku ochratoksykoz u indykéw wystepuje zmniejszone tem-
po wzrostu, zapalenie pecherzykdw ptucnych, nefropatia czy odmowa jedzenia, podczas gdy
u kurczat wystepuje zmniejszone tempo wzrostu, nefropatia, zapalenie pecherzykdw ptuc-
nych, staba pigmentacja i odmowa karmienia (Schaeffer i Hamilton 1986). U swin po doust-
nym podaniu OTA nastepuje zmniejszony apetyt wielomocz, polidypsja i zmniejsza sie masa
ich ciata (Tapia i Seawright 1984).
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4.1. Wpytwarzanie i budowa zearalenonu

Zearalenon byt znany kiedys jako F-2 lub mikotoksyna RAL (Peraica i in. 1999b; Bennett
i Klich 2003). To lakton kwasu 6-(10-hydroksy-6-oksy-trans-1-undecenylo-beta-rezorcylowe-
go) o wzorze sumarycznym C H, O, (rys. 5) (Urry i in. 1966). Po raz pierwszy (jeszcze jako
F-2) zostat wyizolowany z kukurydzy inokulowanej Fusarium (Stob i in. 1962) — ZEN produko-
wany jest gtownie przez grzyby z rodzaju Fusarivm (SCOOP 2003).

Nazwa zearalenon powstata z potaczenia termindw zea mays (kukurydza), resorcylic acid
lactone (lakton kwasu rezorcylowego), ,en” dla obecnosci wigzania podwojnego i ,on” dla
grupy ketonowej (Urry iin. 1966).

ZEN jest niesteroidowg mikotoksyna estrogenowga (Tsakmakidis i in. 2006), biosyntety-
zowang szlakiem poliketydu (Zinedine i in. 2007). Jego masa molowa wynosi 318,364 g/mol.
Jest stabo polarnym zwigzkiem wystepujacym w postaci biatych krysztatow wykazujacych
niebiesko-zielong fluorescencje przy wzbudzeniu fal 360 nm oraz zielong przy wzbudzeniu UV
260 nm (Scudamore 2008).

Temperatura topnienia ZEN wynosi 164°C — 165°C, a jego rozpuszczalnos¢ w wodzie
0,002 g/100 ml (Scudamore 2008). Dobrze jednak rozpuszcza sie w wielu roztworach alka-
icznych, takich jak benzen, acetonitryl, aceton czy alkohole (Hidy i in. 1977). Ulega degrada-
cji pod wptywem promieniowania UV w srodowisku alkalicznym (Kong i in. 2012). Struktura
chemiczng przypomina naturalne estrogeny, takie jak 17B-estradiol (Kuiper-Goodman i in.
1987).

W tabeli 7 przedstawiono przyktady grzybdw plesniowych produkujacych zearalenon,
na rysunku 6 wzor strukturalny ZEN, natomiast na zdjeciu 5 obraz mikroskopowy grzyba pro-
dukujgcego ZEN — Fusarium graminearum.

Tabela 7. Gatunki grzybow plesniowych produkujacych ZEN

Gatunek grzyba plesniowego Zrédto
Fusarium graminearum Peraicaiin.1999b
Fusarium graminearum BennettiKlich 2003

Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarium crookwellense

Fusarium graminearum Zain 2011
Fusarium culmorum
Fusarium sporotrichioides

Fusarium graminearum Huezaiin. 2014
Fusarium culmorum
Fusarium roseum
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IS’I

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium sporotrichioides

D’Mello i Macdonald 1997

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium avenaceum,

Bottalico i Perrone 2002

Fusarium cerealis
Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarivm graminearum
Fusarium pallidoroseum

Flores-Floresiin. 2015

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum

Kwasniewskaiin. 2015

OH

HO

Rysunek 6. Wzor strukturalny ZEN

CH,

Zdjecie 5. Konidia Fusarium graminearum
(kolekcja Katedry Fizjologii i Toksykologii UKW)
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4.2. Metabolity zearalenonu

ZEN posiada dwa gtowne metabolity: a-zearalenol (a-ZEL) i B-zearalenol (B-ZEL), ktore
powstajg w wyniku biotransformacji ZEN (Zinedine i in. 2007; Ueberschar i in. 2016). a-ZEL
powstaje w organizmach zwierzat, ktore sg bardziej wrazliwe na toksyny — np. swini, nato-
miast B-ZEL w organizmach zwierzat mniej wrazliwych — bydto (Fink-Gremmels i Malekinejad
2007). Innymi metabolitami ZEN sg a-zearalanol (a-ZAL) i B- zearalanol (B-ZAL) (Minervini
iin.2006).

Ponadto ze wzgledu na podwaojne wigzanie w pierscieniu laktonowym (C . i C,,) ZEN moze
wystepowac w formie dwoch izomerow: trans i cis. Forma cis wykazuje wieksze powinowa-
ctwo do receptoréw estrogenowych niz forma trans (Mirocha iin. 1978).

4.3. Wystepowanie zearalenonu w zywnosci

ZEN produkowany jest przez grzyby plesniowe gtoéwnie w klimacie umiarkowanym (Zine-
dine i in. 2007). Wystepuje w pszenicy, kukurydzy, jeczmieniu, sorgo (Lombard 2014), ryzy,
prosie, soi (Zinedine i in. 2007) i mieszankach paszowych (Jodlbaueriin. 2000). Ponadto ZEN
zostat wykryty w ptatkach zbozowych, suszonych owocach, chlebie, oleju, piwie, stodzie,
mace (Zinedine i in. 2007), winie, przyprawach (Rivera-NuUfez i in. 2019). Spozycie skazonej
paszy lub surowcow przez zwierzeta moze spowodowac przedostanie sie ZEN do ich mleka,
jaj i miesa, a tym samym po spozyciu przez ludzi kumulowac¢ sie w ich organizmach (Rivera-
Nufeziin. 2019; Rogowskaiin. 2019a).

Zaréwno ZEN jak i jego pochodne, moga znalez¢ sie w zywnosci w wyniku celowego dzia-
tania, np. podanie a-ZEL, jako czynnika wzrostu zwierzetom lub niezamierzonego — samoist-
ne zanieczyszczenie grzybami plesniowymi pozywienia (Rivera-Nufez i in. 2019).

W tabeli 8 przedstawione zostaty przyktadowe wyniki badan opisujace wystepowanie
ZEN w Zywnosci.

Tabela 8. Przyktadowe wyniki badan opisujace wystepowanie ZEN w zywnosci

Produkt Kraj Wyniki Zrédto
Podroby Chiny Zotadek: Wangiin. 2018
(zotadek, Probki pozytywne: 20/20

serce, watroba) Wartos¢ srednia: 71,6 pg/kg

kurczaka Serce:

Probki pozytywne: 20/20
Wartos¢ srednia: 64,6 pg/kg
Watroba:

Probki pozytywne: 30/30
Wartos¢ srednia: 62,9 pg/kg

Mieso kurczaka Pakistan Probki pozytywne: 60/115 Igbaliin. 2014a
Wartos¢ maksymalna: 5,1 pg/kg

Mieso mielone Egipt Probki pozytywne: 5/20 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 7,2 pug/kg

Mieso wotowe Egipt Probki pozytywne: 5/25 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 8,7 pg/kg

Migsowieprzowe Chorwacja  Probki pozytywne: 11/11 Pleadiniin. 2015
Wartos¢ maksymalna: 4,31 pg/kg




4.4. Regulacje prawne i normy spozycia I 33

cd. tabeli 8

Ryby (karas) Chiny Probki pozytywne: 2/7 Suniin. 2015
Wartos¢ maksymalna: 14,8 pg/kg

Suszone Chiny Probki pozytywne: 5/9 Suniin. 2015

produkty rybne Wartos¢ maksymalna: 317,3 pg/kg

Burger wotowy Egipt Probki pozytywne: 3/20 El-Hoshy 1999

(Hamburger) Wartos¢ srednia: 4,8 pg/kg

Kietbasa Egipt Probki pozytywne: 5/20 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 6,3 pg/kg

Jajka Chiny Probki pozytywne: 32/72 Wangiin. 2018
Wartos¢ srednia: 29,1 pg/kg

Ser Kareish Egipt Probki pozytywne: 6/25 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 8,9 pg/kg

Ser twardy Egipt Probki pozytywne: 5/20 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 10,4 pg/kg

Mleko Egipt Probki pozytywne: 4/20 El-Hoshy 1999
Wartos¢ srednia: 6,9 pg/kg

Chiny Probki pozytywne: 7/30 Huangiin. 2014

Wartos¢ srednia: 0,0149 pg/kg

Mleko dla dzieci  Wtochy Probki pozytywne: 17/185 Meucciiin. 2011
Wartos¢ maksymalna: 0,76 pg/I

Mleko kobiece Wtochy Probki pozytywne: 15/178 Valituttiiin. 2018
Wartosc srednia: 2,7 pg/!

Witochy Probki pozytywne: 47/47 Massartiin. 2016

Wartos¢ srednia: 1,13 pg/!

Mleko w proszku  Egipt Probki pozytywne: 6/20 El-Hoshy 1999

Wartosc srednia: 6,4 pg/l

Chiny Probki pozytywne: 2/8 Huangiin. 2014
Wartos¢ srednia: 0,0116 pg/kg

4.4. Regulacje prawne i normy spozycia

Podobnie jak w przypadku OTA Swiatowe organizacje zajmujce sie szeroko pojetymi za-
gadnieniami z zakresu zdrowia staraja sie okresli¢ poszczegdlne wartosci ZEN dopuszczal-
ne do spozycia. JECFA okreslito maksymalne tolerowane dzienne spozycie ZEN przez ludzi
wynoszace 0,5 pg/kg m.c. (EFSA 2011). Niemniej jednak $rednie dzienne narazenia w przy-
padku dorostych wynosi 4 — 29 ng/kg m.c/dzien, natomiast w przypadku dzieci wartos¢ ta
wynosi 6 — 55 ng/kg m.c/dzien. Gtdwnymi zrédtami narazenia sg kukurydza, pszenica oraz
produkty na nich bazujace (SCOOP 2003). Ponadto Komisja Europejska okreslita dopuszczal-
ng wartos¢ ZEN w paszach przeznaczonych do karmienia dorostych swin na poziomie wyno-
szgcym 0,25 mg/kg i do karmienia mtodych prosiagt — 0,1 mg/kg (tab. 9). Dawka doustna LD,
ZEN dla myszy, szczurdw i swinek morskich wynosi powyzej 2000 mg/kg m.c. (EFSA 2011).
W przypadku ZEN poziom LOAEL przez WHO/FAO zostat okreslony na 200 pg/kg m.c./dzien,
natomiast poziom NOEL na 40 pg/kg m.c./dzien w 15-dniowym badaniu swin (IPCS 2000).
Szczegdtowe poziomy NOEL zostaty przedstawione w tabeli 10.
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Tabela 9. Dopuszczalne poziomy zearalenonu w wybranych produktach spozywczych
oraz produktach przeznaczonych do zywienia zwierzat (mieszanki paszowe)
(Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 i Zalecenie Komisji nr 2006/576/WE

z pozn.zm.)

Produkt Najwyzsza dopuszczalna wartosé
[ng/kg]

Nieprzetworzone zboza, inne niz kukurydza 100
Nieprzetworzona kukurydza 350
Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez 75
ludzi, maka zboZowa, otreby, jako produkt korncowy
wprowadzony na rynek do bezposredniego spozycia
przez ludzi oraz zarodki
Olej kukurydziany rafinowany 400
Kukurydza przeznaczona do bezposredniego spozycia 100
przez ludzi, przekaski kukurydziane i ptatki Sniadaniowe
na bazie kukurydzy
Chleb (w tym mate produkty piekarnicze), ciasta, 50
herbatniki, przekaski zbozowe i zboza $niadaniowe,
z wytaczeniem przekasek kukurydzianych i zboz
$niadaniowych opartych na kukurydzy
Przetworzona zywnosc na bazie zb6z (z wytaczeniem 20
przetworzonej zywnosci opartej na kukurydzy) oraz
zywnosc dla niemowlat i matych dzieci
Przetworzona zywnosc oparta na kukurydzy, 20
przeznaczona dla niemowlat i matych dzieci
Mieszanki paszowe dla prosiat, loszek, szczeniat, kociat, 0,1
psow i kotdw przeznaczonych do reprodukg;ji
Mieszanki paszowe dla dorostych psow i kotdw innych 0,2
niz przeznaczone do reprodukgji
Mieszanki paszowe dla macior i tucznikdw 0,25
Mieszanki paszowe dla cielat, bydta mlecznego, owiec 0,5

(w tym jagniat) i koz (w tym kozlat)
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Tabela 10. Wartosci NOEL dla ZEN-u dla réznych gatunkdow zwierzat (IPCS 2000)

Czas

Dawka

Wartos¢ NOEL

Gatunek badania [mg/kg m.c./dzien]  [mg/kg/m.c./dzien] Wywotywany efekt

Myszy — 1dzien 20 <20 Zwiekszona liczba

samice w cigzy zgondw ptodow

Szczury - 56 dni 0,85 <0,85 Zmniejszona

samce i samice ptodnos¢; zaburzenia
spermatogenezy

Szczury - 5tygodni 20 <20 Zwiekszone stezenie

samce prolaktyny w surowicy

Indyk — 56 dni 4 <4 Zmniejszona

samce produkgja jaj

Swinia — 2 0,09 <0,09 Zmniejszona masa

samice w cigzy

przysadki, tarczycy,

nerek, sledziony,
rdzenia kregowego

4.5. Toksokinetyka
4.5.1. Absorbcja, wydalanie i metabolizm

ZEN po podaniu doustnym szybko zostaje wchtoniety przez organizm; w przypadku
scian jelit zwierzat monogastrycznych oraz przewodu pokarmowego cztowieka zearalenon
jest w szczegolnosci metabolizowany przez enterocyty do gtdwnych metabolitdw a- i B-ZEL
i o- i B-ZAL, ktdre nastepnie ulegaja biotransformacji (D'Mello i in. 1999). Badania wykazuja
istnienie dwoch sciezek biotransformacji ZEN u zwierzat. Pierwsza opiera sie na hydroksylacji
prowadzacej do powstania a- i B-ZEL przy katalizowaniu przez dehydrogenazy 3a- i 3B- hy-
droksysteroidowe (HSD). Forma o ma wieksze powinowactwo do receptoréw estrogenow,
w zwigzku, z czym jest bardziej toksyczna niz ZEN, natomiast forma B ma mniejsze powino-
wactwo do tych receptordw, co czyni jg praktycznie nieszkodliwg. Druga Sciezka biotransfor-
macji opiera sie na sprzezeniu ZEN i jego metabolitdw z kwasem glukonoronowym katali-
zowanym przez urydyno-5-difosfo-glukuronozylotransferaze (UDPGT) (Zinedine i in. 2007).

ZEN i jego pochodne majg krotki okres pottrwania wynoszgcy mniej niz 24 godziny (Rive-
ra-NUfez i in. 2019), a wydalane s3 posrednio z z6tcig, katem i moczem (Zinedine iin. 2007).

Istniejg gatunki grzybdw, ktore sa zdolne do metabolizowania ZEN. Nalezy do nich Glicla-
dium roseum (Takahashi-Ando i in. 2002). Innym przyktadem organizmow zdolnych do degra-
dacji ZEN sg drozdze Trichosporon mycotoxinivorans (Vekiru iin. 2010).

4.6. Toksycznos¢

ZEN jest mikotoksyna wykazujaca dziatanie genotoksyczne, immunotoksyczne, terato-
genne, cytotoksyczne, hematotoksyczne i hepatotoksyczne (Zinedine i in. 2007). Dziatanie
ZEN w organizmach zywych zalezy od statusu immunologicznego organizmu oraz stanu
uktadu rozrodczego (okres dojrzewania, etap cigzy) (Almiin. 2006).
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ZEN w watrobie indukuje zmiany histopatologiczne z pézniejszym rozwojem raka watro-
by (Marin i in. 2019). Wyniki badan potwierdzaja, ze ZEN moze wptywac na zmiany profilu
metabolicznego komorek sterydozaleznych, takich jak komarki ziarniste muralne pecherzyka
jajnikowego (Malekinejad i in. 2006). Dziatanie ZEN powoduje zaburzenia krzepliwosci krwi,
a takze modyfikuje parametry krwi (Gil-Sernaiin. 2014).

4.6.1. Estrogennosc

ZEN jest mikotoksyng o silnym dziataniu estrogenowym (Jodlbauer i in. 2000; Takagi i in.
2014; Rogowska i in. 2019b) oraz anabolicznym (Jodlbauer i in. 2000; Takagi i in. 2014). ZEN
i jego pochodne wykazujg efekty estrogenowe u réoznych gatunkow zwierzat. Najbardziej
wrazliwymi na jego dziatanie sg Swinie (Minervini i in. 2006; Tsakmakidis i in. 2006) i przezu-
wacze (Minerviniiin. 2006), natomiast najbardziej odpornymi sg ptaki (Minervini i in. 2006).

Do efektow estrogenowych naleza: zaburzenia ptodnosci, takie jak nieptodnos¢ lub
zmniejszona ptodnos¢, obrzek sromu, wypadanie pochwy i przerost sutka u kobiet oraz fe-
minizacja atrofii jader i powiekszenie gruczotow sutkowych u mezczyzn (Peraica i in. 1999b),
a takze przedwczesne dojrzewanie ptciowe (szczegdlnie w przypadku mtodych dziewczat)
(Saenz de Rodriguez i in. 1985, Kuiper-Goodman i in. 1987). W przypadku samic swin wy-
stepuje zaczerwienienie i obrzek sromu, powiekszenie macicy, tworzenie torbieli na jajnikach
i powiekszenie gruczotow sutkowych, natomiast w przypadku samcow swin — zanik jader
i zmniejszone stezenie plemnikow (Binder i in. 2017). Wyzsze stezenia ZEN powoduja statg
ruje, pseudociaze i bezptodnos¢ (Shieriin. 2001). ZEN odpowiedzialny jest rowniez za zespot
hiperestrogenny (Lindsay 1985). Objawami dziatania ZEN w organizmach krow s3: obrzmiaty
srom, zaburzenia w cyklach rujowych, nieptodnos¢, zapalenia macicy i gruczotu mlekowego,
poronienia, zatrzymanie tozyska, zapalenia btony sluzowej pochwy (Glinski i in. 2011), nato-
miast w organizmach swin typowymi objawami sg: powiekszenie macicy, przerost gruczotu
sutkowego, przedtuzajaca sie ruja, bezptodnos¢, obnizone libido, zwiekszona czestos¢ cigzy
rzekomej, poronienia, mate mioty, wypadanie odbytnicy (Mostrom 2011).

Dzieki swojej budowie ZEN moze wigzac sie z receptorami estrogenowymi, zaburzajac
w ten sposob rownowage hormonalng i funkcjonowanie catego uktadu hormonalnego (Kiang
iin.1978). Z tego powodu okreslany jest mianem mikoestrogenu (Bennett i Klich 2003). Bada-
nia wykazaty, ze stezenie ZEN w diecie wynoszgce od 1,0 ppm do 5,0 ppm moze prowadzi¢ do
hipererestrogenizmu i wystgpienia objawow klinicznych u swin (Haschek i Haliburton 1986).

4.6.2. Kancerogennos¢ i genotoksycznosc

ZEN moze przyczyniac sie do rakotworczych mutacji zwigzanych z drugorzednymi ce-
chami ptciowymi kobiet (Kwasniewska i in. 2015). IARC w 1993 roku zakwalifikowato ZEN do
grupy 3 — substancje niemozliwe do zaklasyfikowania, jako rakotworcze dla cztowieka (IARC
1993). ZEN powoduje czestsze wystepowanie raka przetyku (z powodu jego przyjmowania
wraz z pokarmem), stymuluje tez wzrost komdrek nowotworowych piersi, a u myszy indukuje
spontaniczne guzy sutkow (Kuiper-Goodman i in. 1987). Genotoksycznosc¢ ZEN i jego meta-
bolitow objawia sie poprzez fragmentacje DNA, indukcje adduktdw DNA i aberracje chro-
mosomalne (Abid-Essef i in. 2003). Badania wykazuja, ze ZEN moze indukowac mikrojadra
w komorkach szpiku kostnego i komadrkach nerek u matp (Ouanes i in. 2003).
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4.6.3. Immunosupresyjnosc¢

ZEN powoduje spadek masy ciata i moze zaburzac funkcje narzadow limfatycznych, po-
wodujac atrofie grasicy — mikotoksyna ta moze zmienia¢ fenotypy limfocytow grasicy, jak
rowniez $ledziony, a takze zmniejszac¢ produkcje nadtlenku wodoru przez makrofagi otrzew-
nowe oraz zaburzac odpowiedz immunologiczng humoralng zalezng od limofcytow T (Hueza
iin. 2014). U myszy ZEN zmniejsza odpowiedz blastogenezy na mitogen, zmniejsza ilos¢ im-
munoglobulin, zmniejsza aktywacje makrofagow i produkcje cytokin (Ben Salah-Abbés i in.
2010). ZEN zaktdca synteze immunoglobulin oraz powoduje spadek poziomu immunoglo-
bulin klasy G i klasy M w surowicy krwi. Istnieja takze badania, ktére wykazuja, ze spozycie
skazonej paszy powoduje zwiekszenie stezenia ZEN w surowicy zwierzat bedacych w okresie
laktacji. Tym samym ZEN i jego metabolity moga wptywac na wydzielanie immunoglobulin
do siary lub mleka. Badania dowodzg takze, ze karmienie loch skazong ZEN pasz3 powodo-
wato obnizenie stezenia immunoglobulin klasy A w siarze, a takze obnizenie stezenia immu-
noglobulin klasy A i G w surowicy karmionego przez nie potomstwa. ZEN ma wptyw takze na
komorki odpowiedzi immunologicznej, ich zywotnos¢, proliferacje, nekroze i apoptoze (Bul-
garuiin. 2021).

4.7. Mechanizm dziatania zearalenonu (MOA)

Zarowno badania in vivo, jak i in vitro wykazuja, ze ZEN i jego metabolity wigzg sie z re-
ceptorami estrogennymi a (ER-a) oraz  (ER-B) z wyzszym powinowactwem w stosunku do
receptorow estrogenowych a. Indukuje w ten sposob efekty zblizone do estrogendw. Dzieje
sie tak na skutek aktywacji transkrypcji gendw przez elementy, ktore reaguja na estrogen
(EFSA 2011).

Wyzszg aktywnos¢ estrogenowa wykazuja a-ZEN i a-ZAN w porédwnaniu do ZEN i -ZEN.
Oprodcz réznic zwigzanych ze stereoizometrig istnieja roznice w powinowactwie wiagzan. Ba-
dania wykazuja, ze wzgledne powinowactwo a-ZEN do receptorow estrogenowych réznych
gatunkow to Swinia>szczur>kurczak (EFSA 2011).

Testy proliferacji z ludzkimi komorkami raka sutka MDF-7 wykazuja, ze ZEN indukuje
postep cyklu komdrkowego, a-ZEN jest najsilniejszym w indukowaniu proliferacji komorek,
a B-ZEN blokuje cykl komérkowy w komdrkach ziarnistych. ZEN dziata jako antagonista
estrogenu w mozgu (EFSA 2011). Ekspozycja komdrek Caco-2 (linia komdrkowa nabtonka
ludzkiego raka jelita grubego) na 1 — 60 uM ZEN przez 72 godziny indukuje zaburzenie cy-
klu komdrkowego, hamowanie syntezy biatek i DNA oraz wzrost tworzenia MDA (aldehydu
malonowego) w zaleznosci od stezenia (EFSA 2011). Te same komorki narazone na dziatanie
0-100 pM ZEN i jego dwoch gtownych metabolitow o-ZEN oraz B-ZEN przez 24 — 48 godzin
ulegaja apoptozie (EFSA 2011). Wykazano réwniez, ze ekspozycja komorek Caco-2 na ZEN
przez 24 powoduje destabilizacje lizosomalna. Ekspresja linii komodrkowej ludzkiego nowo-
tworu watroby HepG2 na 1 — 100 uM ZEN wykazuja proliferacje komarek i synteze biatka
(EFSA 2011).
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W dzisiejszych czasach, wraz z rozwojem technologii, wzrastaja takze mozliwosci wykrywa-
nia mikotoksyn w zywnosci. Dominujaca technika detekcji mikotoksyn (w szczegdlnosci OTA
i ZEN) w zywnosci i paszach jest chromatografia. W oparciu o rozdziaty chromatograficzne
mozna uzyskac oznaczenia zaréwno jakosciowe, jak i ilosciowe. Wada tej techniki jest dtugi
czas przygotowywania probki do badan, a takze drogi sprzet oraz czas potrzebny na analize
wynikow. Dodatkowa trudnoscig jest wspotwystepowanie kilku mikotoksyn w tej samej prob-
ce (Agriopoulou i in. 2020).

Wsrdd technik chromatograficznych technika TLC (thin-layer chromatography) ma wyz-
sze granice wykrywalnosci w analizie ilosciowej w porownaniu do HPLC (Valenta 1998).

Najrzadziej stosowana technika jest chromatografia gazowa, poniewaz ze wzgledu na to,
ze mikotoksyny sg substancjami nielotnymi konieczne jest poddanie ich derywatyzacji. Nato-
miast detektorem, najczesciej stosowanym w analizie chromatografii gazowej jest detektor
spektrometrii mas (MS). Inna technika analityczna stosowang do oznaczania i wykrywania
mikotoksyn jest HPLC. Wykorzystuje sie w niej detektory z fluorescencja (FLD), z UV, ze spek-
trometrig mas i tandemowa spektormetrig mas (MS/MS) (Zhang i in. 2018).

Do wykrywania OTA gtéwnie stosuje sie technike HPLC z FLD, ktdra charakteryzuje sie
wysoka czutoscig. OTA wykazuje naturalng fluorescencje, dlatego nie jest konieczne stosowa-
nie derywatyzacji (Agriopoulou iin. 2020).

Wiele badan wskazuje na przydatnos¢ HPLC — FLD do analizy aflatoksyn, ZEN oraz de-
oksyniwalenolu (DON). Istnieje takze mozliwosc potaczenia kilku systemow, np. do jedno-
czesnego oznaczania AF, DON, OTA i ZEN w otrebach pszennych mozna zastosowac system
HPLC — DAD —FLD (Irakliiin. 2017).

Ponadto dostepne s3g rowniez szybkie metody diagnostyczne do wykrywania mikotok-
syn. Opierajg sie one gtdwnie na testach immunochemicznych. Jednym z nich jest test ELISA,
ktory pozwala na wykrycie AF, ZEN, OTA, DON, toksyn T2 i HT2 oraz fumonizyn w produk-
tach rolnych (Agriopoulou i in. 2020).

W wykrywaniu mikotoksyn moga takze pomagac bioczujniki (optyczne, piezoelektrycz-
ne, elektrochemiczne) (Agriopoulou iin. 2020).
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Karmienie piersig jest najzdrowszg forma zywienia nowo narodzonych dzieci. To pokarm
pierwszego wyboru nie tylko dla dzieci urodzonych w terminie, ale réwniez dla urodzonych
przedwczesnie (Bharadvaiin. 2014; Florea 2014; Jeleniin. 2014; Leung i Yau 2015; Barbarska
iin.2017). Mleko matki zapewnia noworodkom prawidtowy wzrost oraz rozwoj psychofizycz-
ny (Laskowska i Ksigzyk 2011). Sam akt karmienia piersig natomiast wytwarza specyficzng
wiez pomiedzy matka a dzieckiem (Murphy 1999; Laskowska i Ksigzyk 2011; Florea 2014;
Kowalska iin. 2015).

W ciggu pierwszych 3 miesiecy zycia dzienne zapotrzebowanie niemowlat na energie wy-
nosi okoto 107 kcal/kg/dzien. 100 ml dojrzatego mleka kobiecego zawiera ok. 70 kcal. Aby za-
spokoi¢ dzienne zapotrzebowanie na energie dziecko powinno spozywac okoto 525 — 875 ml
mleka — przy zatozeniu, ze jest to dziecko w wieku do 3 miesiecy, o wadze 3,5 -6 kg (Valitutti
iin.2018).

WHO, UNICEF, Amerykanska Akademia Pediatrii (AAP), Amerykanskie Kolegium Potoz-
nikdw i Ginekologow (ACOG), Akademia Lekarzy Rodzinnych (ALR) oraz Europejskie Towa-
rzystwo Gastroenterologii Dzieciecej, Hepatologii i Zywienia (ESPGHAN), zalecajg wyfacznie
karmienie mlekiem niemowlat przynajmniej do 6 miesigca zycia i kontynuowanie jego kar-
mienia wraz z odpowiednim rozszerzeniem diety do 2 lat. Ponadto po wprowadzaniu nowych
pokarmow naturalne karmienie powinno by¢ kontynuowane przez ok. 2 — 3 miesigce, jed-
nakze nie ma jasno okreslonych zasad, jak dtugo nalezy karmi¢ dziecko piersig — jest to in-
dywidualna decyzja kazdej matki i dziecka. Dodatkowo, prowadzone badania nie wykazaty
negatywnego wptywu na dzieci karmione piersig powyzej 3 roku zycia (Leotsinidis i in. 2005;
Stuebe 2009; Kim i Unger 2010; Mahdavi i in. 2010; Stuebe i Schwarz 2010; Laskowska i Ksig-
zyk 2011; Anatolitou 2012; PATH 2013; Salone i in. 2013; Tudehope 2013; Chung 2014; Jelen
i in. 2014; Kowalska i in. 2015; Leung i Yau 2015; Warth i in. 2016; Grzesik-Gasior i in. 2018;
Wu iin. 2018, Sinkiewicz-Darol i in. 2021).

Mleko kobiece jest koloidalnym roztworem, ktory moze miec rézny sktad (Somogyii Beck
1993; Prentice 1996; Anatolitou 2012; Tudehope 2013; Florea 2014; Kowalska i in. 2015;
Rhine i Bode 2018). Zalezy on od wielu czynnikdw, takich jak: stan zdrowia matki (Kamin-
ska-El-Hassan i in. 2017), miejsce jej zamieszkania (Wu i in. 2018), dtugos¢ cigzy (Tudehope
2013), wiek matki (Prentice 1996; Leotsinidis i in. 2005), odstepy miedzy karmieniami (Pren-
tice 1996), pora dnia, okres laktacji (Prentice 1996; Anatolitou 2012; Kaminska-El-Hassan
iin. 2017; Wu i in. 2018) i masa ciata noworodka (Leotsinidis i in. 2005). Na sktad mleka ko-
biecego majg wptyw réwniez srodowisko zewnetrzne (Shiiin. 2011), a nawet predyspozycje
genetyczne (Kaminska-El-Hassan i in. 2017).

Nalezy pamietac, ze okres laktacji dzieli sie na mleko przedporodowe, ktére moze wy-
dzielad sie juz od 16 tygodnia cigzy, siare (colostrum, mleko poczatkowe) produkowang przez
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pierwsze 3 — 4 dni po porodzie, mleko przejsciowe, ktdre pojawia sie miedzy 7 a 14 dniem po
porodzie i dojrzate mleko produkowane od 3 tygodnia po porodzie. W kazdym z tych czterech
okresow sktad mleka réwniez ulega zmianie (Prentice 1996; Shi i in. 2011; Tudehope 2013;
Florea 2014; Kowalskaiin. 2015).

Siara oraz mleko przejsciowe w porédwnaniu do mleka dojrzatego zawieraja wiecej:

biatka (Prentice 1996),

witaminy B, (Prentice 1996), B, (Braviiin. 2016),

witaminy A (Prentice 1996; Bravi i in. 2016),

witaminy D, E, K, kwasu foliowego (Tudehope 2013),

sodu (Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013; Florea 2014),

magnezu (Ballard i Morrow 2013),

chloru (Ballard i Morrow 2013; Tudehope 2013),

potasu (Florea 2014),

retinolu, (Wuiin. 2018),

karotenu (Annemiek i in. 1994),

immunoglobulin —w szczegdlnosci IgA (Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013;
Chung 2014; Florea 2014; Kowalska i in. 2015; Kaminska-El-Hassan i in. 2017;
Grzesik-Gasior i in. 2018),

a takze mniej weglowodandw (Prentice 1996; Laskowska i Ksigzyk 2011; Chung 2014;
Florea 2014) i cynku (Prentice 1996).

Siara posiada mniejszg wartos¢ energetyczng (56 kcal/100 ml) niz mleko dojrzate
(70 kcal/100 ml) (Kowalska i in. 2015). Biatko, ktdre zawarte jest w mleku matki, stanowi 0,9%
jego sktadu (Florea 2014; Grzesik-Gasior i in. 2018). Biatka te to gtdwnie:

wspomniane juz immunoglobuliny: IgA, IgM, IgD, IgE, IgG (Kowalska i in. 2015),
glikoproteiny (Florea 2014),

lizozym (Laskowska i Ksigzyk 2011; Florea 2014; Kowalska i in. 2015;

Peilaiin. 2016),

a-laktoalbuminy (Florea 2014),

serwatka (Wuiin. 2018),

kazeina (Florea 2014; Kowalskaiin. 2015),

laktoferyna, wigzaca zelazo (Prentice 1996; Laskowska i Ksigzyk 2011;

Ballard i Morrow 2013; Chung 2014; Florea 2014; Kowalska i in. 2015;
Grzesik-Gasioriin. 2018; Peilaiin. 2016).

Mleko matkizawiera rowniez substancje prebiotyczne —czynniki bifidogenne, ktére moga
stymulowad wzrost pozytecznych bakterii (Martin i in. 2003; Kaminska-El-Hassan i in. 2017).
Dodatkowo, mleko kobiece w swoim sktadzie zawiera:

enzymy (trawienne — lipaza, amylaza, peroksydaza) (Annemiek i in. 1994;
Prentice 1996; Anatolitou 2012; Tudehope 2013; Florea 2014),

hormony —tyroksyne, trojjodotyrozyne, kortyzol, progesteron, estrogeny
(Florea 2014),

czynniki wzrostu (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996; Wight 2001;
Anatolitou 2012; Tudehope 2013; Colen i in. 2014; Florea 2014),
interferony (Prentice 1996; Anatolitou 2012),
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e nukleotydy (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996; Anatolitou 2012; Ballard
i Morrow 2013; Bertino i in. 2013; Tudehope 2013; Kowalska i in. 2015;
Grzesik-Gasioriin. 2018),

e kwasy nukleinowe (Annemiek i in. 1994; Kowalska i in. 2015;
Grzesik-Gasioriin. 2018),

e kreatyne i kreatynine (Annemiek i in. 1994; Ballard i Morrow 2013;
Kowalska i in. 2015; Grzesik-Gasioriin. 2018),

* mocznik (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013;
Tudehope 2013; Kowalska i in. 2015; Grzesik-Gasior i in. 2018),

e aminokwasy (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013;
Tudehope 2013; Underwood 2013; Kowalska i in. 2015),

e aminocukry i aminoalkohole (Annemiek i in. 1994; Kowalska i in. 2015),

e cytokiny (Prentice 1996; Anatolitou 2012; Ballard i Morrow 2013; Tudehope 2013;
Salone iin. 2013; Underwood 2013; Kaminska-El-Hassan i in. 2017),

e poliaminy (Prentice 1996; Kowalska i in. 2015),

e peptydy (Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013; Tudehope 2013; Kowalska i in. 2015)

e miedz (Leotsinidisiin. 2005, Florea 2014, Wu i in. 2018),

e wapn, fosfor (Annemiek iin. 1994, Florea 2014, Wu i in. 2018),

e 7Zelazo, selen (Annemiek iin. 1994; Leotsinidis i in. 2005; Florea 2014; Wu i in. 2018),

e mangan, cynk, chrom (Leotsinidis i in. 2005; Florea 2014),

e fluor (Florea 2014; Wuiin. 2018),

¢ molibden (Annemiekiin. 1994; Florea 2014),

e nikiel, jod, siarke (Florea 2014),

* witaming B,, B, C(Ballard i Morrow 2013; Florea 2014; Kowalska i in. 2015),

e kwas pantotenowy, biotyne (Florea 2014; Kowalska i in. 2015),

e komorki macierzyste o wtasciwosciach pluripotencjalnych (Ballard i Morrow 2013;
Haiden i Ziegler 2016; Kaminska-El-Hassan i in. 2017),

e leukocyty (Ballard i Morrow 2013; Haiden i Ziegler 2016;
Kaminska-El-Hassan i in. 2017),

e komorki nabtonka (Ballard i Morrow 2013; Kaminska-El-Hassan i in. 2017).

Na szczegdlng uwage zastugujg oligosacharydy (Prentice 1996). Sg one bowiem opisywa-
ne mianem prebiotycznego ,,czynnika bifidus” — stymulujg wzrost Lactobacillus bifidus (Martin
iin. 2009; Laskowska i Ksigzyk 2011; Tudehope 2013; Florea 2014) oraz Lactobacilus acidophi-
lus (Kowalska i in. 2015; Kaminska-El-Hassan i in. 2017), ktdre petnig role substratu meta-
bolicznego dla pozadanych bakterii i ksztattujg sktad mikroflory jelitowej oraz chronig uktad
trawienny. Oligosacharydy bezposrednio zapobiegajg adhezji patogendéw do powierzchni
sluzéwki, co skutkuje obnizeniem ryzyka infekcji, a takze modulowaniem odpowiedzi komd-
rek nabtonkowych i odpornosciowych (Bertino i in. 2013). Oligosacharydy wraz z glikoprote-
inami zapobiegajg infekcjom zakaznym powodowanym przez popularne patogeny, takie jak:
Haemophilus influenzae (pateczka grypy), Streptococcus pneumoniae (dwoinka zapalenia ptuc),
Vibrio cholerae (przecinkowiec cholery), Escherichia coli (pateczka okreznicy), Giardia lamblia
(ogoniastek jelitowy), paciorkowce grupy B, gronkowce, rotawirusy czy wirus opryszczki po-
spolitej (Stuebe 2009; Stuebe i Schwarz 2010).



a2 E MLEKO KOBIECE

Ttuszcz w mleku kobiecym wynosi 6% i jest fatwo przyswajalng energia dla dziecka (Flo-
rea 2014). Ttuszcze stanowig ok 40 — 55% dziennego zapotrzebowania energetycznego dzieci
(Wuiin. 2018). Mleko kobiece zawiera w swoim sktadzie dtugotarncuchowe wielonienasyco-
ne kwasy ttuszczowe, ktdre odgrywaja wazna role w prawidtowym rozwoju siatkowki i ner-
wow (Prentice 1996; Anatolitou 2012; Coleniiin. 2014; Kowalskaiin. 2015; Grzesik-Gasior i in.
2018), a takze wolne kwasy ttuszczowe, triacyloglicerole, fosfolipidy i sterole — cholesterol
(Annemiek i in. 1994; Laskowska i Ksigzyk 2011; Florea 2014; Kowalska i in. 2015)

Do dtugotancuchowych wielonienasyconych kwasow ttuszczowych nalezg kwas dokoza-
heksaenowy (DHA) (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996; Ballard i Morrow 2013; Bzikowska
i in. 2016) i kwas arachidonowy (AA), ktdre tworzg struktury bton neuronowych i odgrywa-
ja kluczowa role w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego (Annemiek i in. 1994;
Prentice 1996). Najpopularniejszymi kwasami ttuszczowymi w trojglicerydach w mleku matki
sg kwas oleinowy, palmitynowy, linolenowy i linolowy (Annemiek i in. 1994; Prentice 1996;
Ballard i Morrow 2013).

U dzieci karmionych piersig zaobserwowano mniejszg czestosc¢ wystepowania sepsy w po-
rownaniu do dzieci karmionych w inny sposob (Wight 2001; Montjaux-Régisiin. 2011; Bertino
i in. 2013; Underwood 2013; Haiden i Ziegler 2016) i dysplazji oskrzelowo-ptucnej (Bertino
iin.2013) oraz zwiekszenie tolerancji karmienia (Montjaux-Régisiin. 2011; Bertinoiin. 2013).
Wykazany zostat takze korzystny efekt w postaci zmniejszenia czestosci alergii (w szczegdl-
nosci z objawami z uktadu oddechowego i atopowym zapaleniem skory) (Laskowska i Ksigzyk
2011; Anatolitou 2012; Eidelman 2012; Ihaiin. 2013; Tudehope 2013; Underwood 2013; Ko-
walska i in. 2015). Badania prowadzone na swiecie udowadniajg, ze karmienie piersig chroni
dzieci przed wadami zgryzu (w szczegdlnosci wady zebow mlecznych, ktdre z kolei sg czyn-
nikami wad zgryzu zebow statych) (Salone i in. 2013; Victora i in. 2016), wspomaga rozwaj
funkcji poznawczych (Wight 2001; Stuebe 2009; Laskowska i Ksigzyk 2011; Eidelman 2012;
Tudehope 2013; Colen i in. 2014; Kowalska i in. 2015; Hansen 2016; Victora i in. 2016; Brahm
i Valdés 2017; Koh 2017) i prawdopodobnie zmniejsza prawdopodobieristwo zachorowania
na otytos¢, nadwage i cukrzyce (szczegdlnie typu I) (Stuebe 2009; Anatolitou 2012; Eidelman
2012; Saloneiin. 2013; Coleniin. 2014; Kowalska iin. 2015; Brahm i Valdés 2017).

Zmniejszenie otytosci i nadwagi wigze sie z tym, ze dziecko karmione piersig szybciej
i tatwiej rozpoznaje uczucie sytosci, a mleko kobiece sprzyja szybszemu oprdznianiu zotgdka
i czestszemu wydalaniu (Tudehope 2013).

Dowiedziono, ze dzieci karmione piersig z mniejszym prawdopodobienstwem zachoru-
ja na biataczke dziecieca i innego typu nowotwory (Murphy 1999; Valaitis i in. 2000; Stuebe
2009; Stuebe i Schwarz 2010; Anatolitou 2012; Eidelman 2012; Salone i in. 2013; Colen i in.
2014; Florea 2014; Victoraiin. 2016; Brahm i Valdés 2017).

Karmienie piersig tagodzi przebieg biegunek, zapalenia ptuc i oskrzeli (Anatolitou 2012;
Eidelman 2012; Salone i in. 2013), a nawet zmniejsza wystepowanie infekcji drog oddecho-
wych, pokarmowych (Eidelman 2012; Salone i in. 2013) i moczowych (Wight 2001; Tudehope
2013; Florea 2014) u dzieci.

Przeprowadzane badania wykazuja tez znaczny spadek zachorowalnosci na astme przez
dzieci, ktére karmione byty mlekiem kobiecym (Murphy 1999; Stuebe 2009; Anatolitou 2012;
Florea 2014; Brahm i Valdés 2017), oraz obnizenie ryzyka zachorowania na ostre zapalenie
ucha srodkowego (Valaitis i in. 2000; Stuebe 2009; Stuebe i Schwarz 2010; Laskowska i Ksia-
zyk 2011; Eidelman 2012; Salone i in. 2013; Kowalska i in. 2015; Leung i Yau 2015).
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Szeroko rozwinietym zagadnieniem jest zmniejszenie czestosci wystepowania martwi-
czego zapalenia jelit (NEC) (Wight 2001; Stuebe 2009; Kim i Unger 2010; Stuebe i Schwarz
2010; Montjaux-Régis i in. 2011; Anatolitou 2012; Eidelman 2012; Bertino i in. 2013; Salo-
ne i in. 2013; Tudehope 2013; Underwood 2013; Leung i Yau 2015; Haiden i Ziegler 2016;
Brahm i Valdés 2017; Wesotowska i in. 2018), a takze smiertelnos¢ (rowniez w przypadku na-
gtej smierci tozeczkowej — SIDS) (Wight 2001; Stuebe 2009; Stuebe i Schwarz 2010; Anatoli-
tou 2012; Eidelman 2012; Salone i in. 2013; Tudehope 2013; Kowalska i in. 2015; Leung i Yau
2015; Brahm i Valdés 2017). Dzieki karmieniu piersig poprawiaja sie dtugoterminowe wyniki
neurokognitywne i sercowo — naczyniowe u wczesniakow (Tudehope 2013; Underwood 2013;
Leung i Yau 2015; Brahm i Valdés 2017), zmniejsza sie rowniez ryzyko choroby Lesniowskie-
go-Crohna (Murphy 1999; Laskowska i Ksigzyk 2011; Leung i Yau 2015) oraz celiakii (Laskow-
ska i Ksigzyk 2011; Eidelman 2012; Brahm i Valdés 2017). Stwierdzony zostat tez pozytywny
wptyw na cisnienie tetnicze oraz poziom cholesterolu we krwi. Dzieci karmione naturalnym
mlekiem majg obnizone ryzyko infekcji Helicobacter pylori (Laskowska i Ksigzyk 2011).

Mleko kobiece moze by¢ takze zrodtem zakazenia patogenami (gtdwnie, jesli dziecko nie
jest karmione bezposrednio z piersi), z powodu niewtasciwej higieny i postepowania ze sprze-
tem laktacyjnym (Tudehope 2013; Jeleniin. 2014).

Mleko matki moze zawiera¢ w swoim sktadzie nie tylko potrzebne i korzystnie wptywa-
jace na dziecko sktadniki, ale rowniez niekorzystne zanieczyszczenia, do ktérych naleza: kse-
nobiotyki, alergeny, wirusy (Prentice 1996), alkohol, narkotyki, leki (Somogyi i Beck 1993),
kofeina (Somogyi i Beck 1993; Prentice 1996), a nawet mikotoksyny — gtéwnie ochratoksyna
A (Mufioziin. 2010; Warth i in. 2016) i aflatoksyne M, (Mahdavi i in. 2010; Atasever iin. 2014;
Cherkani-Hassaniiin. 2016; Warth i in. 2016).

Innym zanieczyszczeniem wystepujgcym w mleku kobiecym moga byc toksyczne metale
(ciezkie) (Somogyi i Beck 1993; Leotsinidis i in. 2005, Stawarz i in. 2007). Metalem, ktory wy-
stepuje w mleku matki w najwyzszych stezeniach, jest cynk. Innymi szkodliwymi metalami
mogacym wystepowac w mleku kobiecym sg kadm, otéw i miedz. W duzej mierze ich zréd-
tem sg spozywane pokarmy (Stawarz iin. 2007).

Ponizszy schemat (rys. 7) przedstawia proces przedostawania sie mikotoksyn z zywnosci
spozywanej przez matke do organizmu karmionego dziecka.

Zywno$é o ;
[ Zanieczyszczona ] |:> [ Nglt’)a;f;l;di?gﬂ ] |:> [Moc:dk:rew maIk:i]
mikotoksynami

transfer
laktacyjny

Mocz/krew Narazenie .
niemowlat niemowlat Mleko matki

Rysunek 7. Schemat ilustrujacy narazenie matek i noworodkdéw na zywnos¢
skazong mikotoksynami (Warth iin. 2016)



BANKI MLEKA

7.1. Historia bankéw mleka

W 1980 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia i Fundusz Narodéw Zjednoczonych dla dzieci
wydaty wspdlnie oswiadczenie popierajace wykorzystanie mleka ludzkiego jako alternatyw-
nego pokarmu dla noworodkéw w przypadku, braku dostepu lub ograniczonej ilosci mleka
biologicznej matki (WHO/UNICEF 1980).

Banki mleka powstaty z inicjatywy ustanowienia instytucji majacych zajmowac sie gro-
madzeniem mleka matek i umozliwianiem podawania go wczesniakom i noworodkom, ktore
z réznych przyczyn nie moga by¢ karmione mlekiem swojej matki (np. brak koordynacji mie-
dzy ssaniem a odruchem potykania czy zty stan zdrowia). Kobiety w okresie laktacji dobro-
wolnie przekazuja nadwyzki swojego mleka tego typu placéwkom, czesto w zamian otrzymu-
jac bezptatne badanie mleka, konsultacje laktacyjne, ustugi i edukacje zdrowotng. Procedura
pobierania jest przeprowadzana z najwyzsza starannoscig i z przestrzeganiem zasad bez-
pieczenstwa, a kazda prébka poddawana jest Scistym testom, umozliwiajgcym jej wtasciwe
uzycie (DeMarchis i in. 2016; Haiden i Ziegler 2016; Grzesik-Gasior i in. 2018; Wesotowska
iin.2018).

Pierwsze banki mleka powstawaty juz na poczatku XX wieku, kiedy jednak WHO i UNICEF
w 1980 roku zaczety popularyzowac koncepcje bankow mleka, pojawity sie obawy dotyczace
mozliwosci rozprzestrzeniania sie wirusa HIV poprzez mleko matki, a to sktonito liczne organi-
zacje do zaprzestania swojej dziatalnosci (Haiden i Ziegler 2016). Rozwoj technik pasteryzacji
i standardéw epidemiologicznych zminimalizowat ryzyko przenoszenia i rozprzestrzeniania
sie chorob i infekcji. Obecnie w Europie dziata 280 aktywnych bankéw mlekai17 planowanych
(EMBA —dostep 27.10.2021 r.) m.in. 37 we Wtoszech, 36 we Francji, 28 w Szwecji, 15 w Niem-
czech, 7 w Szwajcarii (Moro 2018), 16 w Polsce (Fundacja Bank Mleka Kobiecego — dostep
31.01.2021 r.). Na catym swiecie natomiast dziata ponad 500 bankow mleka (tab. 11).

Kazdy bank mleka petni 6 podstawowych funkgji: rekrutuje odpowiednie dawczynie, zbie-
ra mleko, bada je pod katem czystosci mikrobiologicznej, pasteryzuje, analizuje, przechowuje
i dystrybuuje wsrod potrzebujacych dzieci (PATH 2013; DeMarchis i in. 2016; Haiden i Zie-
gler 2016; Grzesik-Gasior i in. 2018). Dawczynie nie otrzymujg wynagrodzenia za przekazanie
swojego mleka do dyspozycji bankow (Grzesik-Gasior i in. 2018), natomiast muszg przejsc
szereg bezptatnych badan, ktére potwierdzaja ich dobry stan zdrowia. Istotna jest historia
medyczna kobiet i ich styl zycia. Potencjalne dawczynie przechodza badania na obecnosc¢ wi-
rusa HIV, wirusowego zapalenia watroby typu B i C oraz kity (Wight 2001; Kim i Unger 2010;
PATH 2013; Bharadva i in. 2014; DeMarchis i in. 2016; Haiden i Ziegler 2016; Grzesik-Gasior
i in. 2018). W Polsce dawczynie badane s3 takze w kierunku CMV (Wesotowska i in. 2018).

Badania przeprowadzone we Francji wykazaty, ze typowa dawczynia jest kobieta w $red-
nim wieku rozrodczym. Prawie potowa dawczyn nie pracuje poza domem, a znaczna czesc



7.1. Historia bankow mleka I 45

pochodzi ze srodowisk zwigzanych ze zdrowiem (Azema i Callahan 2003). Kobiety, ktore chca
zostac¢ dawczyniami mleka najczesciej kieruja sie checiami altruistycznymi (Kim i Unger 2010;
Haiden i Ziegler 2016). Dawczynie podczas procesu rekrutacyjnego przechodza badania krwi
w kierunku chordb zakaznych, a ich mleko poddawane jest badaniom na czystos¢ mikrobio-
logiczna.

Istnieja jednak pewne obostrzenia, stosowane w roznych krajach, ktore wykluczaja bycie

dawczynia:

e regularne lub z rdzng czestoscia picie alkoholu, palenie papierosow, zazywanie
narkotykow (nawet w przesztosci) (PATH 2013; Barbarska i in. 2017;
Grzesik-Gasioriin. 2018),

e picie zbyt duzejilosci napojow kofeinowych (Grzesik-Gasior i in. 2018),

e prowadzenie diety weganskiej (z powodu niewystarczajacej ilosci witaminy B12
i kwasu foliowego) (PATH 2013),

e posiadanie wielu kolczykéw — pircing (PATH 2013),

e tatuaze lub makijaz permanentny wykonane w ciggu 6 miesiecy
(Grzesik-Gasioriin. 2018),

* niektore przewlekte choroby (Barbarska i in. 2017),

e biataczka (Kim i Unger 2010; Haiden i Ziegler 2016; Wesotowska i in. 2018),

* nosicielstwo lub aktywna postac¢ HIV, HBV, HCV (Kim i Unger 2010; PATH 2013;
Haiden i Ziegler 2016; Barbarska i in. 2017; Grzesik-Gasior i in. 2018;

Wesotowska i in. 2018),

e uprawianie seksu z wieloma partnerami (w szczegolnosci z osobg uzalezniong
od narkotykdow lub zakazona HIV) lub prostytucja (Grzesik-Gasior i in. 2018),

e zapalenie zotadka, jelit, sutka (Grzesik-Gasior i in. 2018),

e aktywne zakazenie wirusem opryszczki (Grzesik-Gasioriin. 2018;

Wesotowska i in. 2018),

e kita (Haiden i Ziegler 2016; Barbarska i in. 2017; Wesotowska i in. 2018),

e choroby skory (Grzesik-Gasioriin. 2018),

e szczepienie w ciggu ostatnich 4 tygodni (Grzesik-Gasioriin. 2018),

e stosowanie niektorych lekéw (PATH 2013) — cytotoksycznych, chemioterapeutykdw,
radioizotopow, immunosupresantow (Wesotowska i in. 2018), ziotowych
(Grzesik-Gasioriin. 2018),

e aktywna postac schorzen i chordb, w ktérych stosowane leki lub ich metabolity
moga przeniknac do mleka (Wesotowska i in. 2018),

e przebyte przeszczepy, dializy nerek, sztuczne zaptodnienia czy transfuzja krwi
(PATH 2013).

Po pozytywnym zakwalifikownaiu kobiety jako dawczyni bank mleka zapewnia profe-
sjonalny sprzet stuzacy do zbierania mleka oraz kompleksowe informacje dotyczace zasad
bezpieczenstwa i higieny, zbierania, gromadzenia, przechowywania, transportu i pobierania
mleka do banku mleka. Po odciggnieciu mleka probke przechowuje sie w zamrazalniku, do
momentu dostarczenia jej do banku mleka (Wight 2001; De Nisi i in. 2015; Haiden i Ziegler
2016; Grzesik-Gasioriin. 2018).

Ze wzgledu na ograniczone zasoby bankdéw mleka w pierwszej kolejnosci zgromadzone
mleko trafia do najbardziej potrzebujacej grupy dzieci, czyli do wczesniakdw lub chorych no-
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worodkow (Kim i Unger 2010; Leung i Yau 2015; Wesotowska i in. 2018). Gdy zapotrzebowa-
nie na mleko w tej grupie zostanie zaspokojone, nastepnymi w kolejnosci odbiorcami mleka
z bankéw mleka sa:

noworodki z chorobami przewodu pokarmowego, w szczegdlnosci z zaburzeniami
zotadkowo-jelitowymi (Wight 2001; Haiden i Ziegler 2016),

noworodki po przebytych operacjach gastroenterologicznych

(Haiden i Ziegler 2016; Wesotowska i in. 2018),

noworodki po zakorczeniu karmienia pozajelitowego lub z zaburzeniami wzrostu,
z rotawirusowym zapaleniem jelit oraz podczas chemioterapii

(Haiden i Ziegler 2016),

noworodki z zaburzeniami metabolicznymi, zwtaszcza aminokwasowymi
(Geraghty iin. 2005; Haiden i Ziegler 2016),

noworodki chorujace na hipoglikemie (Wesotowska i in. 2018),

dzieci, ktorych matki tymczasowo sg niezdolne do karmienia piersig —

np. w przypadku choroby, przyjmowania lekéw lub hospitalizowania

(Wight 2001; Bharadva i in. 2014; Haiden i Ziegler 2016),

noworodki lub starsze dzieci z ciezkimi alergiami lub nietolerancjami pokarmowymi
(Wight 2001; Geraghty iin. 2005),

dzieci adoptowane (Bharadva i in. 2014; Haiden i Ziegler 2016),

noworodki, ktorych matka zmarta natychmiast po porodzie lub w trakcie porodu
(Bharadvaiin. 2014).

Nie ma ustalonych standardowych zalecen ani wytycznych dotyczgcych wymagan miej-
sca do tworzenia banku mleka, aczkolwiek minimalne wymagania, zwigzane z wielkoscia

pomieszczenia to ok. 23 m?, aby wygodnie mogto pomiesci¢ sprzet wymagany do przecho-
wywania mleka oraz zapewni¢ optymalne warunki pracy pracownikdw — odpowiednie miej-
sce do przechowywania dokumentacji, obszar stuzacy do doradztwa laktacyjnego itp. Po-

nadto wazne jest zapewnienie prywatnosci kobiecie, ktdra odcigga pokarm. Stres dawczyn
pomaga obnizy¢ zapewnienie muzyki, telewizji czy miejsca do zabawy dla dzieci (Bharadva
iin. 2014).

Do podstawowego wyposazenia banku mleka w Polsce naleza:

zamrazarka ze statg kontrola temperatury — stuzy do przechowywania mleka
w temperaturze —20°C (Wesotowska i in. 2017b),

lodéwki — do przechowywania mleka, ktore nalezy rozmrozi¢ przed podaniem
odbiorcom (Bharadvaiin. 2014),

sprzet laktacyjny — laktatory (Bharadvaiin. 2014),

pojemniki do gromadzenia i przechowywania mleka (Bharadvaiin. 2014),
podgrzewacz do butelek (Wesotowska i in. 2017b),

komora laminarna (Wesotowska i in. 2017b),

pasteryzator mleka kobiecego (Wesotowska i in. 2017b),

analizator sktadu mleka kobiecego — jest pomocy w przypadku badania sktadu
mleka, szacowania wartosci kalorycznej i makroelementéw w mleku
(Wesotowska i in. 2017b).
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7.2. Banki mleka na swiecie

Pierwszy bank mleka powstat w Wiedniu (Austria) w 1909 roku, jako konsekwencja badan
prowadzonych przez Theodora Escherich’a, ktore wykazaty, ze bakterie jelitowe noworod-
kéw karmionych mlekiem z piersi roznig sie od bakterii noworodkéw karmionych w inny spo-
sob. W 1919 roku otwarty zostat drugi bank mleka na swiecie, w Bostonie (w Boston Floating
Hospital), (Kim i Unger 2010; Haiden i Ziegler 2016; Moro 2018). W Azji jako pierwszy powstat
bank mleka w Bombaju w roku 1989 (Bharadva i in. 2014).

W latach 60. XX wieku wysitki w zakresie dziatalnosci bankow mleka zmalaty z powo-
du rozwoju wysokiej jakosci preparatoéw zywieniowych dla niemowlat. Natomiast w latach
80. XX wieku z powodu odkrycia wirusa HIV i mozliwosci przenoszenia go przez mleko matki
wiele bankow mleka musiato zakonczy¢ swoja dziatalnos¢. Spowodowato to przeprowadza-
nie szczegotowych badan potencjalnych dawczyn mleka zgtaszajacych ched podzielenia sie
swoim pokarmem. Badania te byty jednak dosc¢ kosztochtonne, co byto kolejng przyczyna za-
mykania bankow mleka. Dzieki odpowiednim badaniom przesiewowym i zmianie standardow
postepowania w latach dwutysiecznych banki mleka ponownie zaczety pojawiac sie na rynku
Swiatowym. Wptyw na dziatanie bankow mleka majg rézne czynniki, takie jak: ekonomia, fi-
nanse, religia, kultura (Kim i Unger 2010; Haiden i Ziegler 2016).

Na szczescie na catym swiecie wzrasta zainteresowanie bankami mleka. Obecnie nowe
otwierane sg nawet w wielu krajach azjatyckich (Indie, Wietnam, Chiny czy Japonia) (Haiden
i Ziegler 2016).

7.3. Banki mleka w Polsce

Pierwszy bank mleka kobiecego w Polsce zostat otworzony w todzi w 1989 roku, jednak-
ze zostat zamkniety pod koniec lat 90 (Grzesik-Gasior i in. 2018), jak wiekszos¢ bankdw mleka
w tamtym okresie z powodu obawy o zakazenie wirusem HIV. W dniu 28 marca 2012 roku
dzieki zaangazowaniu ze strony Fundacji Banku Mleka Kobiecego zostat otworzony bank mle-
ka w Warszawie w Samodzielnym Publicznym Szpitalu Klinicznym im. prof. W. Ortowskiego.
Petnit role lokalng, tj. zbierat i przekazywat mleko wytacznie do szpitala, w ktdrym sie znaj-
dowat (Wesotowska i in. 2017a). Obecnie w Polsce funkcjonuje 16 bankéw mleka w: Toruniu,
Gdyni, Gdansku, Szczecinie, Poznaniu, Zielonej Gorze, todzi, Wroctawiu, Opolu, Krakowie,
Rudzie Slaskiej i Lublinie. W Rzeszowie i Warszawie znajduja sie po dwa banki (Fundacja Bank
Mleka Kobiecego — dostep 31.01.2021 r.).

Ich prace nadzorowane sg przez Fundacje Banku Mleka Kobiecego, ktora dziata w oparciu
o normy Europejskiego Stowarzyszenia Banku Mleka (EMBA) (Barbarska iin. 2017).

W tabeli 11 umieszczono kraje z liczba bankow mleka dziatajgcych na rok 2020. Nalezy
nadmieni¢, ze liczba ta wcigz wzrasta.
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Tabela 11. Banki Mleka na Swiecie (Haiden i Ziegler 2016; Grzesik-Gasior i in. 2018; Moro 2018)

Kraj Liczba dziatajgcych bankow mleka
Anglia (Europa) 14
Australia 4
Austria (Europa) 2
Belgia (Europa) 4
Belgia (Europa) 4
Butgaria (Europa) 1
Chiny (Azja) 12
Czechy (Europa) 4
Dania (Europa) 2
Estonia (Europa)

Filipiny (Azja)

Finlandia (Europa) 17
Francja (Europa) 36
Grecja (Europa) 2
Hiszpania (Europa) 8
Holandia (Europa) 1
Indie (Azja) 22
Iran (Azja)

Irlandia (Europa)

Kamerun (Afryka)

Kuwejt (Azja)

Meksyk (Ameryka Pétnocna) 17
Niemcy (Europa) 15
Norwegia (Europa) 12
Nowa Zelandia 1
Polska (Europa) 16
Potudniowa Afryka ok. 60
Potudniowa Ameryka 258
Portugalia (Europa) 1
Rosja (Europa) 1
Serbia (Europa) 3
Stowacja (Europa) 6
Szkocja (Europa) 1
Szwajcaria (Europa) 7
Szwecja (Europa) 28
Tajlandia (Azja) 1
Tajwan (Azja)

Wegry (Europa)

Wrtochy (Europa) 37
Wyspy Zielonego Przyladka (Afryka) 1
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7.4. Dziatanie bankow mileka

Banki Mleka stuza nie tylko do gromadzenia, przetwarzania i przechowywania nadwyzek
mleka kobiecego, ale stanowig niezastapione narzedzie do promocji karmienia piersig i sze-
rzenia kultury karmienia piersiag (Bertino i in. 2013; PATH 2013; Haiden i Ziegler 2016; Moro
2018).

W 2010 roku powotane zostato Europejskie Stowarzyszenie Bankow Mleka (EMBA), kto-
re ma na celu promowanie karmienia piersig i instytucji bankéw mleka. EMBA opracowuje
wytyczne europejskie w zakresie przetwarzania i wzbogacania mleka ludzkiego (Moro 2018).
Po pobraniu prébka mleka w banku analizowana jest pod katem ilosci kalorii oraz zawartosci
makrosktadnikow, tj. biatka, ttuszczu i weglowodanow. W tym celu wykorzystywany jest ana-
lizator sktadu mleka kobiecego. Analizuje on probki na podstawie transmisyjnej spektroskopii
w podczerwieni (Kowalska i in. 2015; Barbarska i in. 2017). Polskie Banki Mleka wykorzystujag
do badan analizator sktadu mleka kobiecego firmy Miris, ktdry umozliwia pomiar ttuszczu,
biatka, weglowodandw, energii i suchej masy. Do przeprowadzenia analizy wystarczy zale-
dwie 1 -3 ml mleka, a wynik mozna uzyskac po 60 sekundach (informacja producenta).

Dodatkowo kazda probka mleka podczas procesu rekrutacyjnego badana jest na obec-
nos¢ bakterii (gtdwnie gram — dodatnich), ktére mogty sie do niej przedostac z przewodu
piersiowego lub bezposrednio z powierzchni piersi (Grzesik-Gasior i in. 2018). Aktualne reko-
mendacje dopuszczaja (przed pasteryzacja) ogolng liczbe bakterii mniejszg niz 10° jtk. Mleko
pasteryzowane mozna przechowywac przez kilka miesiecy (maksymalnie 3) w temperaturze
—20°C, natomiast mleko do bezposredniego spozycia w 4°C przez 12 godzin. Mleko po paste-
ryzacji jest jatowe, natomiast rekomnedowane jest wykonanie testéw selekcyjnych w kierun-
ku Bacilus cereus, poniewaz jest to gatunek termooporny i moze tworzy¢ formy przetrwalni-
kowe (Wesotowska i in. 2018) Pasteryzacja mleka zostaje przeprowadzona w temperaturze
62,5°C przez 30 min. w pasteryzatorze, po czym mleko nastepnie jest gwattownie chtodzone
do temperatury 4°C — jest to metoda pasteryzacji Holder (Wesotowska i in. 2020). Mimo, ze
jest to najczesciej stosowana metoda obrdébki mleka to istnieje jeszcze kilka innych metod
konserwowania mleka kobiecego:

1. Wysokotemperaturowa, szybka pasteryzacja w temperaturze 72°C

przez 5 —15 sekund (Underwood 2013; Haiden i Ziegler 2016).

2. Potaczenie ciepta i ultradzwiekdw (Haiden i Ziegler 2016).

3. Wysokocisnieniowa obrobka (Haiden i Ziegler 2016).

Grzanie ohmowe (Haiden i Ziegler 2016).

Pasteryzacja jest niezbedna do inaktywacji wiekszosci wirusow i bakterii (do zapewnienia
czystosci biologicznej) (Kim i Unger 2010; Bertino i in. 2013; Peila i in. 2016), ale wptywa tez
na wtasciwosci odzywcze i immunologiczne mleka matki (Wight 2001).

Proces pasteryzacji nie powinien mie¢ wptywu na sktad mleka kobiecego, jednakze bada-
nia dowodzg, ze oprocz wymienionych juz sktadnikow zmniejsza sie w nim ilos¢ laktoferyny,
lizozymu, insulinopodobnych czynnikéw wzrostu, hepatocytdw, czynnikdw wzrostu, witamin
rozpuszczalnych w wodzie i lipaz lipoproteinowych, immunoglobulin IgA (Underwood 2013),
IgM (Peila i in. 2016), natomiast ilos¢ biatka, ttuszczy, oligosacharyddéw, dtugotancuchowych
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, gangliozyddw i witamin rozpuszczalnych w ttusz-
czach zawartych w mleku sie nie zmienia (Underwood 2013).
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Po pasteryzacji mleko zostaje zamrozone i przechowywane przez kilka miesiecy (czas
przechowywania pasteryzowanego mleka okreslajg lokalne wytyczne). W Stanach Zjedno-
czonych Ameryki Potnocnej banki mleka pobierajg optate za przetwarzanie mleka kobiecego,
w celu pokrycia kosztow jego zbierania i przechowywania. Zdarza sie, ze probki mleka pocho-
dzace od kilku dawczyn, sg ze soba potaczone, w celu optymalizacji sktadnikdw odzywczych.
(Haiden i Ziegler 2016).



MIKOTOKSYNY
W MLEKU

8.1. Bezpieczenstwo mleka w XXI wieku

W kobiecym mleku oprécz wspomnianych juz pozytywnych sktadnikow moga znajdowac
sie takie, ktore negatywnie wptywaja na organizm. Sa to miedzy innymi mikotoksyny. Dwie-
ma najczesciej wystepujacymi mikotoksynami w mleku kobiecym sg opisana juz ochratoksy-
na A oraz aflatoksyna M, .

Aflatoksyny moga by¢ produkowane przez trzy rodzaje grzybow z rodzaju Aspergillus.
Naleza do nich A. flavus, A. parasiticus i A. nomius. Przy czym A. flavus posiada zdolnos¢
do wytwarzania wytacznie aflatoksyny B, podczas gdy dwa pozostate gatunki aflatoksy-
ny B i G (Creppy 2002). Cztery gtdwne, naturalnie wystepujace aflatoksyny to AFB,, AFB,,
AFG,, AFG,, jednakze najwyzsze stezenia w zywnosci stwierdzono w przypadku B, (Sweeney
i Dobson 1998). AFB charakteryzuja sie niebiesky fluorescencjy, podczas gdy AFG zielo-
ng (Trucksess i Diaz-Amigo 2011). W mleku zwierzat i ludzi czasami wystepuja aflatoksyny
M, i M, ktére sg hydroksylowanymi metabolitami aflatoksyn odpowiednio B, i B, (Sweeney
i Dobson 1998, Creppy 2002). Aflatoksyny moga réwniez wystepowac w produktach pocho-
dzenia mlecznego, takich jak sery czy jogurty (Igbal i in. 2015).

Oprécz wspomnianego juz mleka i przetworéw mlecznych, produktami spozywczymi,
ktore moga zostac skazone aflatoksynami, sg orzeszki ziemne, maka kukurydziana, nasio-
na bawetny (Creppy 2002), sorgo, ziarna kakaowca, przyprawy i ryz (Trucksess i Diaz-Amigo
2011), kukurydza, pszenica, stonecznik, soja, przyprawy (np.: papryczki chili, pieprz czarny,
kolendra, kurkuma, imbir), migdaty, kokosy, orzechy brazylijskie, wtoskie i pistacje (Tirmen-
stein i Mangipudy 2014). Aflatoksyna moze byc rowniez obecna w mleku, jajach i miesie zwie-
rzat, ktdre sg karmione skazona pasza (Tirmenstein i Mangipudy 2014). W pozywieniu wyste-
puje gtownie w formie B, (AFB,), ktora w wyniku transformacji przeksztatca sie w organizmie
w mniej toksyczng forme — M, (AFM,), mogaca z kolei przedostawac sie do mleka kobiecego
(lhaiin. 2013). Aflatoksyna B, jest najbardziej toksyczng mikotoksyng dla ssakow, wywotuje
krwotoki, toksyczne zapalenie watroby i nowotwory watroby (Igbal i in. 2014b).

Aflatoksyny zostaty przez IARC zaklasyfikowane do grupy | (kancerogenne dla ludzi) (IARC
2002), a AFB, uznana jest za jeden z najsilniejszych hepatokancerogenéw moggcych wyste-
powac u ssakow (Creppy 2002). Dlatego tak wiele obaw budzi wystepowanie jej metabolitu
AFM_ nie tylko w produktach spozywczych, ale i w naturalnym pokarmie, jakim jest mleko
kobiece. W tabeli stanowigcej zatgcznik nr 1 przedstawiono dopuszczalne normy aflatoksyn
w wybranych produktach spozywczych, natomiast w tabeli 12 przyktady wynikow badan opi-
sujgce wystepowanie aflatoksyn w mleku kobiecym.

Aflatoksyny dziatajg rowniez immunosupresyjnie, mutagennie, teratogennie oraz powo-
duja uszkodzenia DNA i mutacje genow (Riahi-Zanjani i Balali-Mood 2013). Innymi objawami
sugerujacymi zatrucie aflatoksyna sg anoreksja, utrata masy ciata, zéttaczka, marskos¢ czy
sttuszczenie watroby (Tirmenstein i Mangipudy 2014).
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Tabela 12. Przyktady wynikéw badan opisujace wystepowanie aflatoksyn w mleku kobiecym

Mikotoksyna Kraj Wyniki Zrédto

AFM, Iran 85/85 (100%) Malekiiin. 2015
Wartosci pomiedzy 2 -10 ng/L

AFM, Iran 8/132 (6%) Ghiasian
Wartosci pomiedzy 7,1 -10,8 ng/L i Maghsood 2012

AFM, Serbia 6/10 (60%) Kosiin. 2014
Wartosci pomiedzy
0,006 -0,022 pg/kg

AFM, Etiopia 232/360 (64,4%) Esheteiin. 2020
Wartosci pomiedzy 0 —143,3 ppt

AFM, Maroko 43/82 (52.4%) Cherkani-Hassani
Wartosci pomiedzy 0-13,33 ng/L iin.2020a

AFM, Turcja 53/100 (53%) Muslu i Ozdemir
Wartosci pomiedzy 5,10 — 8,31 ng/L 2020

AFM, Iran 39/250 (15,6%) Jafariiin. 2017
Wartosci pomiedzy 11,07 — 39,25 ng/L

AFM, Bangladesz 32/62 (51,6%) Islamiin. 2021

Wartosci pomiedzy 4,00 — 6,66 pg/mL

8.2. Pasteryzacja a toksyny

W tabeli 13 przedstawione zostaty przyktadowe wyniki badan, ktdre opisuja wystepowa-
nie aflatoksyn w mleku pasteryzowanym. Wyniki te wykazuja, ze pasteryzacja nie wptywa na

poziom wystepowania aflatoksyn w mleku pasteryzowanym.

Tabela 13. Przyktady wynikéw badan opisujgce wystepowanie aflatoksyn
w mleku pasteryzowanym

Produkt Mikotoksyna  Kraj Wyniki Zrédto
Mleko krowie AFM, Iran 45/45 (100%) Riahi-Zanjani
pasteryzowane Wartosci pomiedzy i Balali-Mood 2013
8,8 - 64 ng/!
Mleko krowie AFM, [ran 20/20 (100%) Sarvar Taherabadi
pasteryzowane Wartosci pomiedzy iin. 2016
0,0024 - 0,131 pg/kg
Organiczne AFM, Brazylia 8/15 (53,33%) Sifuentes dos Santos
mleko krowie Wartosci pomiedzy iin.2016
pasteryzowane 0-0,061 pg/kg
Mleko krowie AFM, Brazylia 8/15 (53,33%) Sifuentes dos Santos

pasteryzowane

Wartosci pomiedzy
0-0,064 pg/kg

iin.2016




CEL BADAN

W cigqu kilku ostatnich lat zauwazalny jest wzrost zainteresowania oddziatywania miko-
toksyn na organizmy ludzi. Analiza istniejacych badan wykazata, ze wiele kwestii dotyczacych
mikotoksyn i ich wptywu na organizmy ludzi nie zostato opisanych. Stato sie to motywem do
przeprowadzenia badan opisanych w niniejszej pracy, ktora zaktadata kilka celow.

Gtéwnym z nich byto okreslenie czestosci i ilosci wystepowania ochratoksyny A w pty-
nach ustrojowych (mleko, mocz, surowica) kobiet zgtoszonych do badania, ktore sa w okresie

laktacji, oraz okreslenie czestosci wystepowania i ilosci zearalenonu w moczu tej samej grupy
badawczej.
Ponadto przedmiotem badan byto:

okreslenie korelacji wystepowania ochratoksyny A w ptynach ustrojowych (mleko,
mocz, surowica) a dietg prowadzona przez przebadane kobiety,

zbadanie korelacji wystepowania ochratoksyny A w zaleznosci od tandemowego
karmienia dzieci (karmienie w tym samym czasie dzieci w réznym wieku) oraz

w zaleznosci od podstawowych informacji okotoporodowych, ktére dotycza
dtugosci cigzy, wagi nowonarodzonego dziecka i wieku matki czy rodzaju karmienia
dziecka (pokarmem z piersi lub pokarmem odciggnietym),

okreslenie czystosci mikrobiologicznej mleka (niepasteryzowanego) kobiecego
dawczyn z banku mleka kobiecego w Toruniu,

okreslenie sktadu mleka kobiecego, a takze jego korelacji z wystepowaniem w nim
ochratoksyny A,

okreslenie wptywu pasteryzacji mleka kobiecego na wystepowanie w nim
ochratoksyny A.
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24 kwietnia 2018 roku Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toru-
niu, Collegium Medicum w Bydgoszczy wydata zgode o numerze KB323/2018 na prowadze-
nie badania ,Wykrycie i poréwnanie poziomu ochratoksyny A w ptynach ustrojowych (mleko,
mocz, krew) kobiet karmigcych piersig”. 25 czerwca 2019 roku ta sama Komisja Bioetyczna
wyrazita zgode na rozszerzenie zakresu prowadzonych badan o zwiekszenie grupy i tematu
badawczego. Rozszerzenie tematu badawczego wigzato sie z oznaczeniem poziomu skazenia
zearalenonem moczu kobiet biorgcych udziat w badaniu.

W okresie miedzy grudniem 2018 roku a listopadem 2019 roku przy wspotpracy z re-
gionalnym Bankiem Mleka Kobiecego dziatajgcym w Wojewddzkim Szpitalu Zespolonym
im. L. Rydygiera w Toruniu zebrane zostaty probki ptynéow ustrojowych (mleko, mocz i krew)
od wolontariuszek, ktére wykazaty chec udziatu w badaniu.

Grupe badawczg stanowito 60 kobiet w okresie laktacji — 19 z nich byto dawczyniami to-
runskiego Banku Mleka, natomiast 41 kobiet zostato zrekrutowanych tylko do tego badania.

Ponadto mleko (przed i po pasteryzacji) od 23 dawczyn zostato zbadane pod katem wy-
stepowania w nim ochratoksyny A.

Rysunek 8. Logo torunskiego Banku Mleka Kobiecego

10.1. Materiat

Materiatbadawczy sktadatsie z 60 probek mleka kobiecego, 60 prébek moczu oraz 60 pro-
bek krwi. Kazda z kobiet poddajgcych sie badaniom wypetnita ankiete dotyczacg ogdlnego
stanu jej zdrowia oraz stosowanej diety (Zatacznik 2).

W ankiecie zostaty uwzglednione pokarmy, ktore potencjalnie moga zawiera¢ OTA lub
ZEN i przystosowane sg do diety kobiet karmigcych piersia.
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Zdjecie 6. Probka moczu pobranego do badan  Zdjecie 7. Prébka mleka pobranego do badan

Zdjecie 8. Probka krwi pobranej do badan Zdjecie 9. Prébki surowicy otrzymanej
do badan

10.2. Metody
10.2.1. Odczynniki i sprzet

1. Probdwki BD Vacutainer® SST™ || Advance

2. Kolumienki powinowactwa immunologicznego OchraPrep —
R-Biopharm Rhéne LTD

3. Kolumienki powinowactwa immunologicznego ZearalaTest — Vicam

4. Acetonitryl — ACN (CAS 75-05-08) — Merck

5. Metanol - MeOH (CAS 67-56-1) — Merck

6. OTA-Merck

7. ZEN —Merck

8. Wodoroweglan sodu —NaHCO, (CAS 144-55-8) — Merck

9. Standard wewnetrzny **C-ZEN — Romer Labs

10. Standard wewnetrzny 2*C-OTA — Romer Labs

11. Glukoronidaza (CAS 9001-45-0) — Merck

12. Kwas octowy — CH,COOH (CAS 64-19-7)

13. PBSopH 74

14. Bufor octanowy o pH 4,8

15. Woda dejonizowana — Merck Simplicity

16. Szkto laboratoryjne i materiaty zuzywalne

17. Pojemniki na mocz
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18. Probowki typu falkon o pojemnosci 15 mli 50 ml
19. Podtoze MacConkey Agar z fioletem krystalicznym/podtoze Columbia Agar z 5%
krwi baraniej (nr katalogowy 2040, GRASO Biotech)
20. System HPLC (Merck Hitachi):
e pompa L-2130,
e piecdo kolumn L-2300,
e autosamplera L-2200,
e detektor fluorescencji L-2480,
e kolumna LiChrospher® 100 RP-18 (250 x 4 mm, 5 pm)
z prekolumna (4 x 4 mm, 5 pm)
21. Chromatograf — Shimadzu Nexera:
e pompa LC30AD,
e autosampler SIL30AC,
e piec CTO20AC,
e detektor —spektormetr masowy 5500 Qtrap (Sciex),
e kolumna chromatograficzna Kinetex C18 (100 x 2,1 mm 2,6 um)
22. Wytrzasarka laboratoryjna — Heidolph Reax Control
23. Wytrzasarka laboratoryjna — Heidolph Multi Reax
24. Wiréwka — Eppendorf Centrifuge 5430 R
25. Termoblok — Thermo Scientific Pierce Reacti Therm IIl #18823
26. Ptuczka ultradzwiekowa — Ultron
27. Inkubator — Heidolph Promax 1020
28. Pasteryzator Sterifeed S90
29. Analizator sktadu mleka kobiecego MIRIS

Zdjecie 10. Wytrzasarka laboratoryjna — Heidolph Multi Reax
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Zdjecie 11. Wiréwka — Eppendorf Centrifuge 5430 R

Zdjecie 12. Inkubator — Heidolph Promax 1020
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Zdjecie 13. Ptuczka ultradzwiekowa — Ultron

10.2.2. Sposob uzyskania probek do badan

Krew zylng od uczestniczek badania pobrano do Probdwek BD Vacutainer® SST™ [l Ad-
vance. Probowki te posiadaja zel, ktory podczas wirowania oddziela surowice od skrzepu krwi.
Zapobiega to jej zanieczyszczeniu przez oddzielone elementy komdrkowe. Po odwirowaniu
surowica byta gotowa do dalszych badan. Po pobraniu materiat zamrozono i przechowywano
w zamrazarce w temp. —20°C do dalszych analiz.

Zdjecie 14. Zdjecie wykonane podczas pobierania krwi do badan
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Od tych samych uczestniczek badania, podczas spontanicznej mikcji, pobrano do czy-
stych pojemnikéw mocz, ktory nastepnie zamrozono i przechowywano w temp. -20°C. Mleko
do badan uzyskano od uczestniczek poprzez oddanie go do czystych probowek typu falkon.
Materiat ten nastepnie zamrozono i przechowywano w temp. -20°C do dalszych analiz.

10.2.3. Metody oznaczania ochratoksyny A w mleku

Probki mleka odmrozono bezposrednio przed ekstrakcja. W pierwszej kolejnosci od-
wirowano je w wirowce przez 15 minut przy predkosci wirowania 7500 rpm. Po odwiro-
waniu 20 ml mleka przepuszczono przez kolumienke powinowactwa immunologicznego
OchraPrep (R-Biopharm Rhéne LTD). Po przejsciu probek przez kolumienki, przemyto je
20 ml wody dejonizowanej i osuszano powietrzem. Kolejnym krokiem byto wymycie OTA
przez 1,5 ml mieszaniny ACN:MeOH (3:2). W ostatnim etapie probki odparowano do sucha
w strumieniu azotu w 40°C. Bezposrednio przed poddaniem probek analizie przy zastoso-
waniu chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng (HPLC — FLD) rozpuszczono je
w 1 ml fazy ruchome;.

10.2.4. Metody oznaczania ochratoksyny A w moczu

10 ml moczu rozciericzono 10 ml 5% roztworu NaHCO,. Nastepnie probki wymieszano na
vortexie. Kolejnym krokiem byto przefiltrowanie roztworu przez filtr gtadki. 10 ml przefiltro-
wanego roztworu naniesiono na kolumienke powinowactwa immunologicznego OchraPrep
(R-Biopharm Rhéne LTD). Po przejsciu probek przez kolumienki przemyto je 10 ml wody desty-
lowanejiosuszono powietrzem. W nastepnym etapie OTA zostata eluowana przez 2 ml MeOH.
Ostatnim krokiem byto odparowanie mieszaniny w strumieniu azotu w temperaturze 40°C.
Bezposrednio przed poddaniem probek analizie przy zastosowaniu chromatografii cieczowe;j
z detekcja fluorescencyjng (HPLC — FLD) rozpuszczono je w 1 ml fazy ruchome;j.

10.2.5. Metody oznaczania ochratoksyny A w surowicy

Do 1 ml surowicy dodano 20 pl standardu wewnetrznego (**C-OTA) oraz 20 pl B-gluko-
ronidazy. Nastepnie probki inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Po zakorcze-
niu inkubacji do mieszaniny dodano 1 ml MeOH i 1,96 ml ACN. Kolejno roztwor wymiesza-
no na vortexie przez 2 minuty oraz odwirowany w wirdwce przez 10 minut przy predkosci
7000 rpm. 3 ml supernatantu przeniesiono do probdwki o pojemnosci 50 ml i odparowano
w strumieniu azotu. Po odparowaniu probki rozpuszczano w 1 ml MeOH, najpierw przez 3 mi-
nuty w ptuczce ultradzwiekowej, a nastepnie 5 minut na wytrzasarce. W kolejnym kroku do
roztworu dodano 25 ml PBS. Roztwdr przeniesiono ilosciowo na kolumienke powinowactwa
immunologicznego OchraPrep (R-Biopharm Rhone LTD). Po przejsciu prébki przez kolumien-
ke przemyto jg 20 ml wody destylowanej i osuszono powietrzem. OTA zostata wymyta przez
1,5 ml MeOH:CH,COOH (98:2) do 2 ml probowki. Nastepnie odparowano w strumieniu azotu
w 40°C. Bezposrednio przed analiza LC — MS/MS probki rozpuszczono w 150 pl mieszaniny
H,0:MeOH (7:3).
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Zdjecie 15. Kolumienki powinowactwa immunologicznego OchraPrep

10.2.6. Metody oznaczania zearalenonu i jego metabolitow w moczu

Do 5 ml moczu dodano 10 ml buforu octanowego o pH 4,8 i 100 pl B-glukonoronidazy.
Nastepnie probki inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Po zakonczonej inku-
bacji do roztworu dodano 20 pl wzorca wewnetrznego *C-ZEN o stezeniu 100 ng/ml. Kolej-
no catos¢ odwirowano w wirdwce przez 5 minut przy 5000 rpm. Odwirowany roztwor ilos-
ciowo przeniesiono na kolumienke powinowactwa immunologicznego ZearalaTest (Vicam).
Kolumienke przemyto 10 ml wody i osuszono powietrzem. Nastepnie eluowano przy uzy-
ciu 1,5 ml MeOH. Eluat odparowano do sucha w strumieniu azotu w temperaturze 40°C.
Bezposrednio przed analizg LC — MS/MS prébka zostata rozpuszczona w 0,5 ml mieszaniny
H,0:MeOH (8:2).
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Zdjecie 16. Oczyszczanie ekstraktu na kolumienkach powinowactwa immunologicznego

,.

Zdjecie 17. Odparowanie eluatu w strumieniu azotu
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10.2.7. Ocena czystosci mikrobiologicznej mleka kobiecego

Okoto 2 — 5 ml mleka pobierano bezposrednio z brodawki piersi kobiety do jatowego po-
jemnika, po wczesniejszym higienicznym umyciu i dezynfekgji rak. Pierwsze kilka mililitrow
jest odrzucane, po czym pobierana jest wtasciwa probka do posiewu mikrobiologicznego. Do-
puszczalne jest rowniez pobranie probki kilku mililitrow mleka laktatorem z probek o wigkszej
objetosci. W ten sposob pobrany materiat powinien trafi¢ do laboratorium mikrobiologiczne-
go w czasie nieprzekraczajgcym 2h.

Posiewy mleka dawczyn wykonywane sa w Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej Wo-
jewodzkiego Szpitala Zespolonego w Toruniu. Posiew wykonywany jest w warunkach komo-
ry laminarnej kalibrowana jednorazowa ezg o pojemnosci 10 pl na zestaw podtozy MacCon-
key Agar z fioletem krystalicznym/Columbia Agar z 5% krwi baraniej (nr katalogowy 2040,
GRASO Biotech). Na podtozu Columbia Agar wykonywano posiew ilosciowy, natomiast na
podtozu MacConkey metoda redukcyjng (izolacyjng). Po naniesieniu mleka na podtoza na-
stepuje inkubacja trwajgca 18 — 24 godziny lub w sytuacji, gdy nie ma wzrostu lub wzrost jest
niewielki inkubacja zostaje przedtuzona do 48 godzin w 36°C w warunkach tlenowych.

10.2.8. Metody identyfikacji mikrobiologicznej mleka kobiecego

Po wysiewie na odpowiednich podtozach, probki zostajg zbadane pod katem wystepo-
wania w nich drobnoustrojéw. Metodami identyfikacji bakterii w Banku Mleka Kobiecego
w Toruniu sa:

e identyfikacja serologiczna paciorkowcdw,

e test PYR (test paskowy do identyfikacji Enterococcus spp.),

e testzoptoching (identyfikacja Streptococcus),

e wykrywanie katalazy i koagulazy,

e hydroliza na podtozu z eskuling (identyfikacja Enterococcus),

e wykorzystanie podtozy chromogennych,

e barwienie metoda Grama,

e automatyczne metody do identyfikowania drobnoustrojow — BD Phoenix

e system do identyfikacji drobnoustrojow — Microgen ID-A

(identyfikacja tlenowych i fakultatywnie beztlenowych pateczek Gram-ujemnych)

10.2.9. Metoda pasteryzacji probek mleka

Probki mleka poddano procesowi pasteryzacji. Probki zostaty pasteryzowane w Banku
Mleka Kobiecego w Toruniu przy uzyciu metody holder w pasteryzatorze Sterifeed S90. Préb-
ki podgrzano do temperatury 62,5°C i inkubowano w tej temperaturze przez 30 minut, a na-
stepnie szybko chtodzono do temperatury 4°C. Nastepnie probki zamrazano.

10.2.10. Metody chromatograficzne analizy badanych probek

Ochratoksyne A w mleku i moczu oznaczono metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna.
System HPLC (Merck Hitachi) sktadat sie z pompy L-2130, pieca do kolumn L-2300, autosam-
plera L-2200, detektora fluorescencji L-2480 i kolumny LiChrospher® 100 RP-18 (250 x 4 mm,
5 um) z prekolumng (4 x 4 mm, 5 um), faza ruchoma: ACN : 2% CH,COOH (70:30), szybkosc
przeptywu: 1 ml/min, objetos¢ nastrzyku: 50pl.
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Do oznaczenia ochratoksyny A w surowicy krwi i zearalenonu w moczu wykorzystano
metode chromatografii cieczowej ze spektrometrem masowym (LC — MS/MS). Chromatogra-
fem wykorzystywanym w badaniach byt Shimadzu Nexera: pompa (LC30AD), autosampler
(SIL30AC), piec (CTO20AC), a takze detektor — spektormetr masowy 5500 Qtrap (Sciex). Ko-
lumna chromatograficzna: Kinetex C18 100 x 2,1 mm 2,6 um, fazy ruchome: A: 5m MACONH,
+0.1%AcOHw H,O; B: 5m MACONH, +0,1% AcOH w MeOH; szybkos¢ przeptywu: 0,3 ml/min,
objetos¢ nastrzyku 10 pl, temperatura pieca 40°C.

Tabele 14 i 15 przedstawiajg wartosci LOD (granica wykrywalnosci), LOQ (granica ozna-
czalnosci) i odzysk oznaczanych mikotoksyn.

Tabela 14. Wartosci LOD, LOQ i odzysku dla analiz OTA w ptynach ustrojowych

LOD LOQ Odzysk
OTA w mleku 0,002 ng/ml 0,007 ng/ml 93%
OTA w moczu 0,004 ng/ml 0,013 ng/ml 87%
OTA w surowicy 0,006 ng/ml 0,02 ng/ml 83%

Tabela 15. Wartosci LOD, LOQ i odzysku dla analiz ZEN i jego metabolitéw w moczu

LOD LOQ Odzysk
ZEN w moczu 0,006 ng/ml 0,020 ng/ml 95%
a-ZEL w moczu 0,012 ng/ml 0,040 ng/ml 98%
B-ZEL w moczu 0,015 ng/ml 0,050 ng/ml 96%
o-ZAL w moczu 0,012 ng/ml 0,040 ng/ml 100%
B-ZAL w moczu 0,018 ng/ml 0,060 ng/ml 96%
ZAN w moczu 0,009 ng/ml 0,030 ng/ml 98%

Zdjecie 18. System HPLC
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Zdjecie 19. Zestaw LC - MS/MS

10.2.11. Metoda analizy sktadu mleka kobiecego

Sktad mleka kobiecego zostat okreslony w Banku Mleka Kobiecego w Toruniu przy uzyciu
analizatora sktadu mleka kobiecego MIRIS. Na zdjeciu 12 przedstawiono analizator sktadu
mleka kobiecego wykorzystywany w Banku Mleka. Przed zbadaniem na analizatorze sktadu
mleka probki zostajg ogrzane i homogenizowane.

Zdjecie 20. Analizator sktadu mleka kobiecego



METODY STATYSTYCZNE
| WY NIKI

11.1. Ankieta do prowadzonych badan

Ankieta dotyczaca informacji o badanych kobietach oraz prowadzonej diecie stanowi za-
tacznik nr 2, natomiast w tabelach 16 i 17 przedstawiono odpowiedzi udzielane w ankiecie.

Tabela 16. Informacje dotyczace kobiet biorgcych udziat w badaniu

Pytanie

Odpowiedzi

Wiek badanej [Srednia]

31 lat

Miejsce zamieszkania

46 ankietowanych — miasto
14 ankietowanych — wies

Czynna zawodowo

35 ankietowanych —tak
22 ankietowane — nie
3 ankietowane — urlop macierzynski

Pte¢ karmionego dziecka

25 ankietowanych — dziewczynka
35 ankietowanych — chtopiec

Liczba dzieci [srednia] 2
Tydzien porodu [$rednia] 37
Masa urodzeniowa dziecka [srednia] 2965,6 g

Wiek dziecka w dniu badania

Miedzy 6 dni a 14 miesiecy

Karmienie w tandemie

55 ankietowanych — nie
5 ankietowanych — tak

Wiek drugiego karmionego dziecka [Srednia]

26,8 miesiecy

Czy inne dzieci byty karmione pokarmem
mamy (w przypadku drugiego
lub kolejnego dziecka)

31 ankietowanych —tak
1 ankietowana — nie

Czy dziecko karmione jest pokarmem
z piersi, odciggnietym, mieszanym?

39 ankietowanych — z piersi
10 ankietowanych — odciggniety
11 ankietowanych — pokarm mieszany

Czy ankietowana choruje
na choroby przewlekte?

16 ankietowanych —tak
43 ankietowane - nie
1 ankietowana — brak odpowiedzi

Spozywane leki

Ankietowane wymieniaty: Euthyrox, Euthyrox
25 mg, Euthyrox 50, Euthyrox N25, Euthyrox
75, Euthyrox 100, Rutinoscorbin, witamina D,
Femaltiker, Isoptin, Letrox 75 mg, Jodid

llos¢ spozywanych ptynow
w ciggu doby [Srednia]

2,3L
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Tabela 17. Informacje dotyczace diety prowadzonej przez badane kobiety

Produkt

Czestotliwosc spozywania
[liczba ankietowanych]

Pieczywo biate

Codziennie —36
Raz w tygodniu —18
Raz w miesigcu -3
Nigdy -3

Pieczywo ciemne

Codziennie — 28
Raz w tygodniu — 23
Raz w miesigcu -5
Nigdy — 4

Ptatki zbozowe

Codziennie—11
Raz w tygodniu — 22
Raz w miesigcu —22
Nigdy -5

Ptatki kukurydziane

Codziennie -2

Raz w tygodniu —12
Raz w miesigcu — 23
Nigdy —23

Podroby

Codziennie —3

Raz w tygodniu —15
Raz w miesigcu — 15
Nigdy — 27

Kawa mielona

Codziennie -18
Raz w tygodniu -7
Raz w miesigcu -7
Nigdy — 28

Kawa rozpuszczalna

Codziennie -8
Raz w tygodniu -9
Raz w miesigcu -8
Nigdy — 35

Kawa zielona

Codziennie -0
Raz w tygodniu -0
Raz w miesigcu -3
Nigdy — 57

Wino

Codziennie—0
Raz w tygodniu -0
Raz w miesigcu — 4
Nigdy — 56

Piwo

Codziennie -0
Raz w tygodniu -0
Raz w miesigcu -7
Nigdy —53

Sok z winogron

Codziennie -0
Raz w tygodniu -3
Raz w miesigcu—6
Nigdy - 51
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Gluten pszenny

Codziennie — 43
Raz w tygodniu -8
Raz w miesigcu -3
Nigdy -6

Czekolada

Codziennie —15
Raz w tygodniu —33
Raz w miesigcu —8
Nigdy — 4

Kakao

Codziennie -7

Raz w tygodniu - 23
Raz w miesigcu — 15
Nigdy — 15

Kasze

Codziennie -8

Raz w tygodniu - 33
Raz w miesigcu — 15
Nigdy — 4

Ryz

Codziennie -2

Raz w tygodniu — 42
Raz w miesigcu —12
Nigdy — &

Orzechy

Codziennie —12
Raz w tygodniu — 23
Raz w miesigcu —17
Nigdy — 8

Mleko krowie

Codziennie — 43
Raz w tygodniu —12
Raz w miesigcu—1
Nigdy — &

Ser z6tty

Codziennie — 36
Raz w tygodniu —13
Raz w miesigcu -6
Nigdy -5

Ser plesniowy

Codziennie -1

Raz w tygodniu —15
Raz w miesigcu—17
Nigdy — 27

Jaja kurze Codziennie — 20
Raz w tygodniu —38
Raz w miesigcu -0
Nigdy -2

Lukrecja Codziennie -0

Raz w tygodniu -0
Raz w miesigcu—1
Nigdy — 59

Suszone owoce winorosli

Codziennie -3

Raz w tygodniu —15
Raz w miesigcu — 25
Nigdy —17
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cd. tabeli 17

Przyprawy [wymieniane]

Codziennie — curry, czosnek, koperek, pieprz,
pieprz ziotowy, pieprz cayenne, cynamon,
sol, papryka stodka, papryka ostra, papryka
czerwona, ziota prowansalskie, lubczyk,
bazylia, oregano, kmin rzymski, kolendra,
mieta, imbir, majeranek, tymianek, kurkuma,
rozmaryn, chili, pietruszka, lis¢ laurowy, ziele
angielskie

(odpowiedzi tacznie 49 ankietowanych)

Raz w tygodniu — kurkuma, ziota
prowansalskie, cynamon, imbir, oregano,
bazylia, papryka ostra, papryka stodka,
papryka czerwona czosnek, tymianek, pieprz,
pieprz cayenne, sl himalajska, sdl, lis¢ laurowy,
gatka muszkatotowa, kozieradka, czarnuszka,
kumin, majeranek, bazylia

(odpowiedzi tgcznie 13 ankietowanych)

Raz w miesigcu — brak odpowiedzi

Nigdy — brak odpowiedzi

Suszone owoce [wymieniane]

Codziennie — morele, sliwki
(odpowiedzi 1 ankietowanej)

Raz w tygodniu — sliwki, zurawina, jabtka,
morele, daktyle, pestki dyni, stonecznik, figi,
rodzynki

(odpowiedzi tgcznie 16 ankietowanych)

Raz w miesigcu — sliwki, morele, daktyle,
zurawina, jabtka, rodzynki, banan, stonecznik,
wisnie, ananas, papaja, mango

(odpowiedzi tgcznie 19 ankietowanych)

Nigdy — 25

Rosliny straczkowe [wymieniane]

Codziennie — cieciorka, soczewica, fasola,
Ciecierzyca
(odpowiedzi tgcznie 2 ankietowanych)

Raz w tygodniu —ciecierzyca, soczewica, groch,
groszek zielony, cieciorka, fasola, fasola zielona
straczkowa, soja, kukurydza
(odpowiedzitgcznie 17 ankietowanych)

Raz w miesigcu — groch, groszek, fasola
szparagowa, fasola czerwona, fasola zielona,
bdb, ciecierzyca, soczewica, kukurydza
(odpowiedzitacznie 23 ankietowanych)

Nigdy — 19
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11.2. Okreslenie wptywu pasteryzacji mleka kobiecego na wystepowanie
w nim OTA

Do badan pobrano prébki mleka od 23 dawczyn z Banku Mleka Kobiecego w Toruniu. Kaz-
da prébka mleka zostata podzielona na dwie mniejsze probki — jedna z nich zostata poddana
procesowi pasteryzacji. Dzieki temu uzyskano 23 prébki mleka pasteryzowanego i 23 probki
mleka niepasteryzowanego. Wyniki wykazaty obecnos¢ OTA w 6 probkach (26,1%) mleka pa-
steryzowanego oraz w 8 probkach (34,8%) mleka niepasteryzowanego. Wszystkie wyniki byty
stosunkowo niewielkie i wynosity <0,007 ng/ml. Dodatkowo w Banku Mleka zostat zbadany
sktad odzywczy mleka. W tabeli 18 przedstawiono srednie wartosci sktadnikow odzywczych
w badanych probkach. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy wystepowaniem OTA w mleku
a jego pasteryzacj3.

Tabela 18. Srednie wartosci sktadnikéw odzywczych zawartych w mleku grupy badawczej

Biatko Biatko Sucha Wartos¢
Thuszcz . . Weglowodany
Parametr [4/200 mL] catkowite odzywcze [/100 mL] masa energetyczna
g [g/100mL] [g/100mL] ‘9 [g/100mL] [kcal/100 mL]
Srednia 2,92 1,24 0,98 761 12,12 63,48

11.3. Identyfikacja mikroorganizméw w mleku kobiecym

W Banku Mleka Kobiecego w Toruniu okreslony zostat poziom skazenia mikrobiologicz-
nego prébek mleka pochodzacych od wyznaczonych do badan dawczyn. Wsrdd grupy bada-
nej, 19 kobiet byto dawczyniami z banku mleka, dlatego ich mleko przed pasteryzacjg i przed
dalszg procedurg dawstwa, zostato zbadane pod katem czystosci mikrobiologicznej. Tabe-
la 19 przedstawia wyniki poszczegdlnych kobiet. Wyniki obrazujg, ze u 12 kobiet w mleku
obecny byt wiecej niz jeden patogen. 12 z badanych kobiet miato w mleku gatunki Strepto-
coccus (ktory moze powodowac zapalenie ptuc lub zapalenie ucha srodkowego) u 15 wykryto
koagulazo-ujemny Staphylococcus (powodujacych zakazenia gronkowcami), u trzech, gatunki
Staphylococcus, v jednej skazenie gatunkiem Neisseria (mogacej powodowac zakazenie rze-
z3czkq) oraz u kolejnej Streptococcus parasanguinis i Rothia mucilaginosa (mogacej powodo-
wac rozstrzenie oskrzeli).
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Tabela 19. Wyniki badania mikrobiologicznego dawczyn z banku mleka kobiecego

Lp. Identyfikacja mikroorganizméw w mleku kobiecym

1. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

2. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

3. Staphylococcus spp.

4, Koagulazo — ujemne Staphylococcus

5. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus
Neisseria spp.

6. Streptococcus spp.

Staphylococcus spp.
7. Streptococcus spp.
Staphylococcus spp.
8. Koagulazo — ujemne Staphylococcus

9. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

10. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

11. Koagulazo — ujemne Staphylococcus

12. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

13. Koagulazo — ujemne Staphylococcus

14. Koagulazo — ujemne Staphylococcus

15. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

16. Koagulazo — ujemne Staphylococcus

17. Streptococcus spp.
Streptococcus parasanguinis, Rothia mucilaginosa

18. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

19. Streptococcus spp.
Koagulazo — ujemne Staphylococcus

11.4. Zaleznos¢ wystepowania OTA w mleku kobiet bedacych
w okresie laktacji a sktadem badanego mleka

Jednym z celéw badan byto okreslenie zaleznosci wystepowania OTA w mleku kobiet
nalezacych do grupy badawczej a sktadem ich mleka. Zaleznosci stochastyczne pomiedzy
zawartoscig OTA a zawartoscig ttuszczu, biatka catkowitego, biatka odzywczego, weglowo-
dandw, suchej masy i wartoscig energetyczng opracowano w oparciu o wspotczynnik rang
Spearmana. Istotne zwigzki uznano na poziomie p = 0,05. Wykazano, ze istotna i pozytywna
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cje wystepowania OTA w mleku kobiecym a iloscig biatka odzywczego w tym mleku.

W tabeli 20 przedstawiono korelacje porzadku rang Spearmana wykorzystana do sta-
tystycznych wyliczen korelacji wystepowania OTA i sktadnikow odzywczych w mleku ko-

biecym.

Tabela 20. Korelacja porzadku rang Spearmana

Korelacja porzadku rang Spearmana

Zmienna (oznaczone wspotczynniki korelacji
sg istotne z p <0,05
OTA

ttuszcz [g/100 mL] -0,20

biatko catkowite [g/100 mL] 0,80

biatko odzywcze [g/100 mL] 0,63

weglowodany [g/100 mL] 0,32

sucha masa [g/100 mL] -0,20

wartos$¢ energetyczna [kcal/100 mL] -0,20

OTA 1,00

y =-0,0296 + 0,031 x
Korelacja: r =0,84

0,020

0,018

0,016

0,014

OTA

0,012

0,010 o

0,008

0,006

1,15 1,20 1,25

1,35 1,40 1,45 1,50 1,55

biatko catkow ite [g/100mi]

Wykres 1. Korelacja wystepowania OTA a iloscig biatka catkowitego w mleku kobiecym

I7’I

jest korelacja pomiedzy zawartoscig OTA i biatka catkowitego (r = 0,80) oraz pomiedzy OTA
i biatkiem odzywczym (r = 0,63). Na wykresie 1 przedstawiono korelacje wystepowania OTA
w mleku kobiecym a iloscig biatka catkowitego w tym mleku, natomiast na wykresie 2 korela-
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y =-0,011+0,022 *x
Korelacja: r = 0,57

0,020

0,018 e}

0,016

0,014 o

OTA

0,012

0,010 o]

0,008

o]

0,006
0,85 0,90 0,95 1,00 1,05 1,10 1,15 1,20 1,25

biatko odzyw cze [g/100mi]

Wykres 2. Korelacja wystepowania OTA a iloscig biatka odzywczego w mleku kobiecym

W tabeli 21 przedstawiono Srednie wartosci sktadnikow odzywczych w mleku grupy ba-
dawczej.

Tabela 21. Srednie wartosci sktadnikéw odzywczych zawartych w mleku grupy badawcze;j

Biatko Biatko Sucha Wartos¢
Ttuszcz . . Weglowodany
Parametr [9/100 mL] catkowite odzywcze [9/100 mL] masa energetyczna
g [g/100mL] [g/100mL] ‘I [g/100mL]  [keal/100 mL]
Srednia 3,73 1,28 1,03 7,79 13,02 71,85

11.5. Wystepowanie OTA w mleku, moczu i surowicy kobiet bedacych
w okresie laktacji

W tabelach 22 — 27 przedstawione zostaty ogdlne wyniki opisujace wystepowanie OTA
w ptynach ustrojowych badanych kobiet.

Tabela 22. Wystepowanie OTA w mleku kobiecym

Odchylenie
standardowe

[o]

4 0,0008 0 0,0180ng/ml 0 0,0033 ng/ml
(wszystkie
probki)
0,0123
(pozytywne
probki)

Liczba probek S’redniaﬁ Wartos¢ Wartos¢ Mediana
pozytywnych  [ng/ml] minimalna maksymalna [Me]
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Kobiety, ktorych mleku wykryto OTA, miaty 29, 35, 35 i 37 lat. Trzy z nich byty miesz-
kankami miasta, natomiast jedna bytg mieszkanka wsi. W tej grupie urodzito sie troje chtop-
cdw i jedna dziewczynka. Srednia masa urodzeniowa dzieci wynosita ok. 2567,5 g. Pordd na-
stapit Srednio w 35 tygodniu cigzy. Trzy z badanych kobiet karmity piersig, natomiast jedna
pokarmem odciggnietym. Jedna kobieta karmita tandemowo. Dla dwoch badanych byto to
czwarte dziecko, dla jednej drugie, natomiast jedna kobieta byta pierworddka. Trzy z kobiet
codziennie jadaty biate pieczywo, natomiast jedna pieczywo ciemne. Dwie z kobiet nie jadaty
suszonych owocow, natomiast codziennie jadaty kasze i ptatki zbozowe. Dwie kolejne kobiety
codziennie pity kawe mielona i jadaty czekolade. Jedna z kobiet, w ktorej mleku wykryto OTA
codziennie spozywata orzechy, mleko krowie i ser zotty.

Tabela 23. Wartosci OTA w poszczegdlnych probkach mleka

Nr prob OTA [ng/ml] Nr prob OTA [ng/ml]
1 nw 31 nw
2 0,01 32 nw
3 nw 33 nw
4 nw 34 nw
5 nw 35 nw
6 nw 36 nw
7 nw 37 nw
8 nw 38 nw
9 nw 39 nw
10 nw 40 nw
11 nw 41 nw
12 0,014 42 nw
13 nw 43 nw
14 nw 44 nw
15 nw 45 nw
16 nw 46 nw
17 nw 47 nw
18 nw 48 <0,007
19 nw 49 nw
20 nw 50 nw
21 nw 51 nw
22 nw 52 nw
23 nw 53 nw
24 nw 54 nw
25 nw 55 nw
26 nw 56 nw
27 nw 57 nw
28 nw 58 nw
29 0,018 59 nw
30 nw 60 nw

nw — nie wykryto
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Tabela 24. Wystepowanie OTA w moczu

Liczba probek
pozytywnych

Sredniax] Wartos¢
[ng/ml] minimalna

Wartos¢
maksymalna

Mediana

[Me]

Odchylenie
standardowe

[o]

40

0,0133 0
(wszystkie

probki)

0,0201
(pozytywne
probki)

0,1170 ng/ml

0,0130

0,0169

Kobiety, w ktdrych moczu, wykryto OTA, miaty srednio 31 lat. 28 z nich byto mieszkanka-

mi miast, natomiast 12 mieszkankami wsi. W tej grupie urodzito sie 23 chtopcow i 17 dziew-
czynek. Srednia masa urodzeniowa dzieci wynosita ok. 2937,38 g, a pordd nastapit w 36 tygo-
dniu cigzy. 28 kobiet karmito piersig, 6 pokarmem odciggnietym, a 6 pokarmem mieszanym
(piersig i odciggnietym). 4 kobiety karmity tandemowo. Dla dwdch kobiet byto to czwarte
dziecko, dla czterech trzecie, dla szesnastu drugie, podczas gdy osiemnascie byto pierwordd-
kami. Kobieta z najwyzszg zawartosciag OTA w moczu miata 35 lat, byta mieszkanka wsi, uro-

dzita pierwsze dziecko w 31 tygodniu cigzy — dziewczynke o masie 1570 g. Dziecko karmione
byto pokarmem odciggnietym. Kobieta codziennie spozywata biate pieczywo, gluten pszen-
ny i czekolade, pita takze kawe mielong. Raz w tygodniu kobieta zjadata ciemne pieczywo,
podroby, orzechy, mleko krowie, jaja, i suszone owoce winorosli.

Tabela 25. Wartosci OTA w poszczegdlnych probkach moczu

Nr préb OTA [ng/ml] Nr préb OTA [ng/ml]
1 0,030 31 0,024
2 0,042 32 0,019
3 0,026 33 <0,013
4 0,017 34 <0,013
5 <0,013 35 <0,013
6 0,016 36 0,014
7 0,028 37 <0,013
8 0,018 38 0,014
9 nw 39 nw

10 nw 40 nw

11 nw 41 nw

12 <0,013 42 <0,013
13 <0,013 43 <0,013
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cd. tabeli 25
14 <0,013 44 nw
15 0,016 45 nw
16 0,014 46 nw
17 0,034 47 <0,013
18 <0,013 48 <0,013
19 <0,013 49 nw
20 0,027 50 <0,013
21 0,024 51 nw
22 0,014 52 <0,013
23 0,024 53 <0,013
24 <0,013 54 nw
25 nw 55 nw
26 nw 56 nw
27 0,017 57 nw
28 0,016 58 nw
29 0,117 59 nw
30 nw 60 <0,013
nw — nie wykryto
Tabela 26. Wystepowanie OTA w surowicy
Liczba probek  $rednia Ixl Wartos¢ Wartos¢ Mediana Sot:::j);lfdn;:ve
pozytywnych [ng/ml] minimalna maksymalna [Me] [0]
60 0,3796 0,0820 ng/ml  0,8050 ng/ml 0,3520 0,1590

We krwi wszystkich kobiet poddanym badaniom wykryto OTA. Kobiety miaty $rednio
31 lat. 46 kobiet byto mieszkankami miasta, a 14 mieszkankami wsi. W grupie badawczej uro-
dzito sie 25 dziewczynek i 35 chtopcdw. Srednia masa urodzeniowa dzieci wynosita 2965,6 g,
a porod nastapit Srednio w 37 tygodniu cigzy. 39 kobiet karmito piersig, 10 pokarmem od-
ciaggnietym, a 11 w sposob mieszany. 5 kobiet karmito tandemowo. Dla dwdch kobiet byto
to czwarte dziecko, dla szesciu trzecie, dla dwudziestu czterech drugie, a dwadziescia osiem
byto pierworddkami. Kobieta, w ktorej surowicy poziom OTA byt najwyzszy, codziennie spo-
zywata biate pieczywo, ptatki zbozowe, mleko krowie i ser z6tty oraz raz w tygodniu pieczy-
wo ciemne, ptatki kukurydziane i jaja kurze.
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Tabela 27. Wartosci OTA w poszczegodlnych prébkach surowicy

Nr préb OTA [ng/ml] Nr préb OTA [ng/ml]
1 0,409 31 0,415
2 0,424 32 0,456
3 0,437 33 0,490
4 0,296 34 0,518
5 0,291 35 0,747
6 0,348 36 0,451
7 0,437 37 0,323
8 0,777 38 0,805
9 0,312 39 0,229
10 0,427 40 0,181
11 0,478 41 0,240
12 0,688 42 0,233
13 0,538 43 0,315
14 0,191 44 0,243
15 0,693 45 0,327
16 0,225 46 0,554
17 0,555 47 0,238
18 0,327 48 0,246
19 0,246 49 0,232
20 0,425 50 0,271
21 0,417 51 0,496
22 0,438 52 0,245
23 0,279 53 0,321
24 0,236 54 0,082
25 0,099 55 0,252
26 0,586 56 0,270
27 0,285 57 0,498
28 0,377 58 0,222
29 0,455 59 0,443
30 0,356 60 0,378

11.6. Wystepowanie OTA w mleku, moczu i surowicy kobiet bedacych
w okresie laktacji w zaleznosci od rodzaju
i czestosci spozywanego pokarmu
Aby zweryfikowad hipoteze zaktadajgcg zwigzek pomiedzy czestotliwoscig spozywania
okreslonych produktéw spozywczych a poziomem OTA w mleku, moczu i surowicy matki
przeprowadzono serie analiz korelacji rang Spearmana. Charakterystyke rozktadéw zmien-
nych niezaleznych biorgcych udziat w owej analizie zawarto na wykresach 3 - 8.
W wyniku analizy ustalono, ze wraz ze wzrostem czestotliwosci spozycia suszonych owo-
codw winoroslidochodzi do istotnego wzrostu poziomu OTA w mleku matki (rho = 0,28; p < 0,05).
Sita tej korelacji jest staba. Nastepnie wykazano, ze wraz ze wzrostem czestotliwosci spozycia
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piwa dochodzi do istotnego wzrostu poziomu OTA w moczu matki (rho = 0,36; p < 0,01). Sita tej
korelacji jest umiarkowana. Ustalono réwniez, ze do istotnego obnizenia poziomu OTA w su-
rowicy matki dochodzi wraz ze wzrostem czestotliwosci spozycia mleka krowiego (rho = -0,26;
p < 0,05) oraz przypraw (rho = -0,40; p < 0,01), przy czym sita pierwszej korelacji jest staba,
natomiast drugiej — umiarkowana. Ostatecznie wykazano, ze do istotnego wzrostu poziomu
OTA w surowicy matki dochodzi wraz ze wzrostem czestotliwosci spozycia suszonych owocow
(rho =0,26; p < 0,05) oraz roslin stragczkowych (rho = 0,31; p < 0,05), przy czym sita pierwszej ko-
relacji jest staba, natomiast drugiej — umiarkowana. Zestawienie otrzymanych wynikow przed-
stawia tabela 28. Graficzng prezentacje wynikdw zawarto na wykresie 9.

Tabela 28. Analiza korelacji rho Spearmana pomiedzy czestotliwoscig spozycia poszczegdlnych
produktow spozywczych a zawartoscia OTA w mleku, moczu i surowicy matki

Zmienna OTA w mleku matki OTA w moczu OTA w surowicy
[ng/ml] matki [ng/ml] matki [ng/ml]
Pieczywo biate 0,05 -0,12 -0,18
Pieczywo ciemne -0,07 0,02 0,24
Ptatki zbozowe 0,07 -0,03 0,12
Ptatki kukurydziane -0,20 0,04 -0,05
Podroby -0,12 -0,09 -0,11
Kawa mielona 0,05 -0,01 0,10
Kawa rozpuszczalna -0,22 -0,08 -0,12
Kawa zielona -0,06 0,08 0,09
Wino -0,07 0,13 0,01
Piwo -0,09 0,36%* 0,15
Sok z winogron -0,11 -0,05 -0,16
Gluten pszenny 0,00 0,13 0,10
Czekolada 0,09 0,18 0,17
Kakao -0,10 0,04 -0,18
Kasze 0,15 -0,05 -0,05
Ryz 0,06 0,05 -0,20
Orzechy 0,05 -0,02 0,12
Mleko krowie -0,15 -0,10 -0,26*
Ser z6tty -0,22 -0,14 -0,02
Ser plesniowy -0,08 0,00 -0,06
Jaja kurze -0,05 -0,07 -0,07
Lukrecja -0,03 0,00 0,16
Przyprawy -0,17 -0,04 -0,40%**
Suszone owoce winorosli 0,28* 0,03 0,23
Suszone owoce -0,06 -0,11 0,26%
Rosliny straczkowe 0,07 0,09 0,31*

*p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001
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Czestotliwosé spozycia Pieczywo biale Czestotliwosé spozycia Pieczywo ciemne
3= 3=
2- 2-
14 14
0- . 0- .
Czestotliwos¢é spozycia Platki zbozowe Czestotliwosé spozycia Ptatki kukurydziane
3 3= .
2= 2=
1 1
0- 0-
Czestotliwosc spozycia Podroby Czestotliwosc spozycia Kawa mielona
3= 3=
2= 2=
1 1
0- 0-

Wykres 3. Rozktad wartosci zmiennej ,czestotliwosc spozycia”: pieczywo biate,
pieczywo ciemne, ptatki zbozowe, ptatki kukurydziane, podroby, kawa mielona

Czestotliwosé spozycia Kawa rozpuszczalna Czestotliwosé spozycia Kawa zielona
3- 1.00- .
0.75-
2-
0.50-
14
0.25-
0- 0.00-

Czestotliwosc spozycia Wino Czestotliwosc spozycia Piwa
1.00- . 1.00- .
0.75 0.75
0.50 0.50
0.25- 0.25-

0.00- _— 0.00-
Czestotliwos¢ spozycia Sok z winogron Czestotliwosé spozycia Gluten pszenny
2.0~ . 3-
15-
2-
1.0- .
1-
0.5- .

0.0- _— 0- .

Wykres 4. Rozktad wartosci zmienej ,czestotliwosc spozycia:: kawa rozpuszczalna,
kawa zielona, wino, piwo, sok z winogron, gluten pszenny
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Czestotliwosé spozycia Czekolada Czestotliwosé spozycia Kakao

. 0- |

0
Czgslotliwosc spozycia Kasze Czgslotliwosc spozycia Ryz

3- 3-

2- 2-

1- 1=

0- 0-
Czestotliwoéé spozycia Orzechy Czestotliwoéé spozycia Mleko krowie

3- 3-

2- 2-

14 1=

0- 0- .

Wykres 5. Rozktad wartosci zmienej ,czestotliwos¢ spozycia”: czekolada, kakao, kasze, ryz,

3-

2.25-

2.00-

orzechy, mleko krowie

Czestotliwos¢ spozycia Ser zotty Czestotliwos¢ spozycia Ser plesniowy
3-
2-
14
. 0-
Czestotliwosc spozycia Jaja kurze Czestotliwosc spozycia Lukrecja
100- .
0.75-
0.50~-
0.25-
. 0.00-
Czestotliwosc spozycia Przyprawy Czestotliwosc spozycia Suszone owoce winorosli
—_— 3-

Wykres 6. Rozktad wartosci zmiennej ,czestotliwos¢ spozycia”: ser zotty, ser plesniowy,

jaja kurze, lukrecja, przyprawy, suszone owoce winorosli
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[

Wykres 8. Rozktad wartosci zmiennej ,czestotliwos¢ spozycia” roslin straczkowych:

Czestotliwos¢ spozycia Suszone owoce

25-

0-

0.5

0.0-

Wykres 7. Rozktad wartosci zmiennej ,czestotliwos¢ spozycia”:

Czestotliwosé spozycia Rosliny stragczkowe

.

20-

"

suszone owoce, rosliny straczkowe

Czestotliwos¢ spozycia Fasola
3-

Czestotliwosc spozycia Ciecierzyca i cieciorka
3- .

2- .

Czestotliwosc spozycia Soja
2.0- .

0.0~

Czestotliwos¢ spozycia Groszek
2.0-

0.5-

0.0-

Czestotliwosé spozycia Soczewica
3= .

0-

Czestotliwose spozycia Bob
1.00- .

0.75-
0.50-
0.25-

0.00-

fasola, groszek, ciecierzyca i cieciorka, soczewica, soja, bob
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OTA_w_moczu_matki_[ng/ml]-
OTA_w_mleku_matki_[ng/mi]-
Rosliny_strgczkowe-
Suszone_owoce-
Suszone_owoce_winarosli-
Przyprawy-
Lukrecja-
Jaja_kurze-
Ser_plesniowy-
Ser_zotty-

Mieko_krowie- Wsp. korelagji rho Spearmana

Orzechy- 1.0
Ryz- .

Kasze- o
Kakao- 0.0
Czekolada-
Gluten_pszenny- ' AR
Sok_z_winogron- 10
Piwo-
Wino-
Kawa_zielona-
Kawa_rozpuszczina-
Kawa_mielona-
Podroby -
Ptatki_kukurydziane-
Platki_zbozowe-
Pieczywo_ciemne-
Pieczywo_biate-[ll
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Wykres 9. Korelogram zmiennych czestotliwos¢ spozycia (poszczegolne produkty)
i zawartos¢ OTA w mleku, moczu i surowicy matki

Tabele 29 — 32 przedstawiajg statystyki opisowe oraz testy normalnosci rozktadu dla cze-
stosci spozycia poszczegolnych produktow dla p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 0,001
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11.7. Wystepowanie OTA w ptynach ustrojowych a podstawowe parametry
opisujace badane kobiety i ich dzieci karmione mlekiem

Inng zaleznoscig badang w pracy byta zaleznos¢ wystepowania OTA w ptynach ustrojo-
wych a podstawowymi parametrami opisujagcymi badane kobiety i ich dzieci karmione pier-
sig — wiek badanej kobiety, tydzien cigzy, kiedy nastapit pordd, masa urodzeniowa dziecka.

Tabela 33 przedstawia parametry opisujgce kobiety i ich dzieci, przy zatozeniu, ze do wyli-
czen wykorzystano dane podane przed 60 kobiet (wiek oraz masa urodzeniowa dziecka) oraz
59 danych dotyczacych tygodnia cigzy, w ktorym nastapit porod.

Tabela 33. Parametry opisujace kobiety i ich dzieci

Parametr
Min Max 0 [o] Me
Wiek badanej 22 41 31lat 4,71 32
Tydzien ciazy, 27 tc 42 tc 37 tc 4,43 39
w ktdrym nastapit porod
Masa urodzeniowa dziecka 750¢ 4480¢g 2965,6g 964,62 3195

W celu eksploracji danych stuzacych utworzeniu formuty modelu regres;ji liniowej pozwa-
lajgcego przewidywac poziom OTA w mleku, moczu lub osoczu matki przeprowadzono serie
analiz korelacji liniowej Pearsona. Charakterystyke rozktadéw zmiennych biorgcych udziat
w owej analizie zawarto na wykresach 10 —11.

W wyniku analizy ustalono istotne korelacje jedynie w przypadku zmiennej ,zawartos¢
OTA w surowicy matki (tab. 34). Okazato sie, ze wraz ze wzrostem poziomu zmiennej ,ty-
dzien, w ktorym nastgpit pordd” dochodzi do istotnego wzrostu poziomu zawartosci OTA
w surowicy matki (r = 0,30; p < 0,05). Ustalono roéwniez, ze karmienie odciggnietym pokar-
mem (versus karmienie piersig) zwigzane jest z istotnym obnizeniem poziomu OTA w surowi-
cy matki (r = -0,26; p < 0,05). Sita owych korelacji jest staba. Graficzna prezentacje wynikow
zawarto na wykresie 12.

Tabela 34. Analiza korelacji r Pearsona pomiedzy wiekiem matki, tygodniem,
w ktdrym nastagpit pordd, masg urodzeniowa dziecka, tandemowym karmieniem,
karmieniem odciggnietym pokarmem, karmieniem piersia i odciggnietym pokarmem,
a zawartoscig OTA w mleku, moczu i surowicy

Zmienna OTA w mleku OTA W moczu OTA w surowicy
matki [ng/ml] matki [ng/ml] matki [ng/ml]

Wiek matki 0,13 0,01 0,03

Tydzien porodu -0,11 -0,12 0,30*

Masa -0,11 -0,10 0,25

urodzeniowa dziecka [g]

Tandemowe karmienie 0,11 0,08 0,13

Karmienie odciggnietym 0,14 0,17 -0,26*

pokarmem

Karmienie piersia -0,12 -0,11 -0,03

i odciggnietym pokarmem

Grupa referencyjna dla karmienia odciagnietym pokarmem i karmienia piersig i odciggnietym pokarmem jest
karmienie piersia; *p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Wiek matki Tydzien, w ktérym nastapit poréd
40- |
40-
35-
35
30-
25- 30-
Masa urodzeniowa dziecka [g] Karmienie tandemowe
1.00- .
4000~
0.75-
3000-
0.50=
2000-
0.25-
1000
0.00-
Karmienie odciggnigtym pokarmem Karmienie piersig i odciggnietym pokarmem
1.00- . 100~ .
075- 0.75-
0.50- 0.50-
0.25- 0.26-
0.00- _—_— 0.00-

Wykres 10. Rozktad wartosci zmiennych: wiek matki, tydzien, w ktérym nastapit pordd,
masa urodzeniowa dziecka, tandemowe karmienie, karmienie odciaggnietym pokarmem,
karmienie piersia i odciggnietym pokarmem

Zawartos¢ mikotoksyny OTA w mileku matki [ng/ml] Zawartos¢ mikotoksyny OTA w moczu matki [ng/ml]
. 0.12- .
0.015-
. 0,09+
0.010- .

0.005- 0.03-
0.000- ———— 0.00-
Zawarto$¢ mikotoksyny OTA w surowicy matki [ng/mi]

08- :

06"

0.4-

02-

Wykres 11. Rozktad wartosci zmiennych: zawartos¢ mikotoksyny OTA w mleku,
moczu i surowicy matki
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Wsp. korelacji r Pearsona
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Wykres 12. Korelogram zmiennych wiek matki, tydzien, w ktérym nastapit porod,
masa urodzeniowa dziecka, tandemowe karmienie, karmienie odciggnietym pokarmem,
karmienie piersia i odciggnietym pokarmem, zawartos¢ OTA w mleku, moczu i surowicy matki
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Tabela 35 przedstawia Statystyki opisowe oraz testy normalnosci rozktadu dla zmien-
nych: wiek matki, tydzien, w ktdrym nastapit poréd, masa urodzeniowa dziecka, tandemowe
karmienie, karmienie odciaggnietym pokarmem, karmienie z piersii odciggnietym pokarmem,
zawartos¢ OTA w mleku, moczu i surowicy matki.

Model regresji przewidujacy poziom zawartosci OTA w surowicy matki

W celu weryfikacji hipotezy zaktadajacej, ze tydzien, w ktorym nastgpit porodd, oraz kar-
mienie odciggnietym pokarmem (versus karmienie piersig) sg istotnymi predyktorami po-
ziomu zawartosci OTA w surowicy matki, przeprowadzono wielozmiennowa analize regres;ji
liniowej. Analiza regresji wykazata istotne przewidywanie, F (2,57) = 3,38; p < 0,05. Analiza
wartosci wspdtczynnika R? wykazata, ze model regresyjny uwzglednionych zmiennych nie-
zaleznych (tydzien, w ktorym nastapit pordd, karmienie odciggnietym pokarmem) wyjasniat
okoto 11% (7% po skorygowaniu) zmiennosci wynikdw zmiennej ,zawartos¢ OTA w surowicy
matki [ng/ml]”. Wspotczynnik nieskorygowany i skorygowany wyjasnionej wariancji wyno-
sit odpowiednio: R? = 0,11, adj. R? = 0,07. llos¢ istotnych predyktorow w modelu wynosita: 0.
Analiza statystyk poszczegolnych predyktorow w modelu wykazata nastepujace rezultaty:
Wzrost wynikéw zmiennej ,tydzien, w ktdrym nastgpit porod” wiazat sie ze wzrostem po-
ziomu zawartosci OTA w surowicy matki [ng/ml], aczkolwiek uzyskany wynik byt nieistotny
statystycznie, B=0,23;t=1,58; p>0,05. Wzrost wynikow zmiennej ,karmienie odciggnietym
pokarmem wiazat sie ze spadkiem poziomu OTA w surowicy matki [ng/ml], aczkolwiek uzy-
skany wynik byt nieistotny statystycznie, B = -0,14; t =-0,97; p > 0,05. Analiza regresji nie wy-
kazata zadnych innych statystycznie istotnych wynikow. Rezultaty oszacowan testowanego
modelu przedstawia tabela 36.

Tabela 36. Wptyw zmiennych ,tydzien, w ktérym nastapit pordd”
i ,karmienie odciggnietym pokarmem na poziom OTA w surowicy matki [ng/ml]

Predyktory B SE t DPU GPU VIF
Stata 0 0,12 0 -0,25 0,25

Tydzien porodu 0,23 0,15 1,58 -0,06 0,52 1,35
Karmienie odciggnietym -0,14 0,15 -0,97 -0,43 0,15 1,35
pokarmem

Grupq referencyjng dla karmienia odciggnietym pokarmem jest karmienie piersig; *p < 0,05 **p < 0,01
*k*k
p<0,001

W celu weryfikacji zatozenia dotyczgcego homoskedastycznosci wariancji przeprowadzo-
no analize testem Breusha-Pagana. Analiza jego wynikow wykazata, ze zatozenie o homoske-
dastycznosci zostato spetnione (wariancja reszt byta rowna), y2 = 0,35; p > 0,05. Do wynikdw
analizy nalezy podchodzic z ostroznoscia ze wzgledu na brak spetnienia zatozenia o normal-
nosci rozktadéw zmiennych biorgcych udziat w analizie, a takze niespetnione (formalnie) za-
tozenie odnosnie normalnosci reszt modelu — rozktad wynikow reszt testowanego modelu
regresji bytistotnie rézny od teoretycznego rozktadu normalnego, S-W=0,93; p < 0,01. Oceny
wzrokowej normalnosci rozktadu reszt mozna dokonac analizujgc wzorzec wynikdw na wy-
kresie 13.
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Wykres 13. Rozktad sktadnika losowego (reszt) modelu regresji

11.8. Zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem ZEN i jego metabolitow
w moczu kobiet bedacych w okresie laktacji

Ponadto wyliczone zostaty zaleznosci pomiedzy wystepowaniem w moczu badanych ko-
biet ZEN i jego metabolitow a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL oraz ZAN. Zaleznosci stochastyczne po-
miedzy zawartoscig ZEN a jego metabolitami obliczono z wykorzystaniem wspotczynnika
korelacji prostej r — Pearsona. Istotne i pozytywne zaleznosci stwierdzono pomiedzy zawar-
toscig zearalenonu i: B-ZEL (r = 0,89), a-ZEL (r = 0,91), a-ZAL (r = 0,84) oraz ZAN (r = 0,79).
W tabeli 37 przedstawiono korelacje miedzy zmiennymi, ktérymi byty badane zwigzki o-ZEL,
B-ZEL, a-ZAL, ZAN oraz ZEN, natomiast w tabeli 38 ogdlne wartosci ZEN i jego metabolitow
w badanych prébkach. Wykresy 14 —17 przedstawiajg korelacje pomiedzy wystepowaniem
ZEN i jego metabolitow.

ZEN i jego metabolity byty obecne we wszystkich badanych prébkach moczu. War-
tos¢ ZEN wahata sie od <0,006 ng/ml (<LOD) do 0,48 ng/ml, a-ZEL od <0,012 ng/ml (<LOD)
do 0,668 ng/ml, B-ZEL od <0,015 ng/ml (<LOD) do 0,0441 ng/ml, a-ZAL od <0,012 ng/ml
(<LOD) do 0,08 ng/ml, a ZAN od 0,07 ng/ml (<LOD) do 0,055 ng/ml.

Tabela 37. Wartosci ZEN i jego metabolitéw w poszczegdlnych probkach moczu

Nr prob o-ZEL B-ZEL o-ZAL ZAN ZEN
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

1 0,220 0,172 0,050 0,027 0,294
2 0,012 0,015 0,012 0,009 0,035
3 0,668 0,293 0,080 0,055 0,482
4 0,040 0,050 0,012 0,009 0,052
5 0,040 0,050 0,012 0,009 0,069
6 0,066 0,069 0,040 0,030 0,132
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cd. tabeli 37
7 0,045 0,055 0,012 0,007 0,093
8 0,206 0,145 0,040 0,030 0,304
9 0,040 0,050 0,012 0,009 0,043
10 0,045 0,050 0,012 0,009 0,096
11 0,074 0,055 0,040 0,030 0,101
12 0,228 0,112 0,047 0,030 0,282
13 0,012 0,015 0,012 0,009 0,039
14 0,040 0,050 0,012 0,009 0,057
15 0,040 0,015 0,012 0,009 0,047
16 0,040 0,050 0,012 0,009 0,080
17 0,150 0,132 0,043 0,030 0,230
18 0,012 0,015 0,012 0,009 0,040
19 0,040 0,050 0,012 0,009 0,051
20 0,040 0,050 0,012 0,009 0,049
21 0,078 0,083 0,040 0,030 0,116
22 0,040 0,050 0,012 0,009 0,056
23 0,068 0,067 0,040 0,030 0,117
24 0,040 0,015 0,012 0,009 0,040
25 0,044 0,050 0,012 0,009 0,082
26 0,140 0,104 0,040 0,030 0,223
27 0,040 0,050 0,012 0,009 0,040
28 0,040 0,050 0,012 0,009 0,070
29 0,042 0,050 0,012 0,009 0,088
30 0,040 0,050 0,012 0,009 0,076
31 0,080 0,050 0,040 0,030 0,151
32 0,040 0,015 0,012 0,009 0,056
33 0,057 0,015 0,012 0,009 0,081
34 0,045 0,050 0,012 0,009 0,132
35 0,094 0,093 0,040 0,030 0,189
36 0,048 0,050 0,012 0,009 0,090
37 0,068 0,079 0,040 0,030 0,140
38 0,044 0,064 0,040 0,009 0,109
39 0,012 0,015 0,012 0,009 0,060
40 0,040 0,065 0,012 0,030 0,104
41 0,040 0,050 0,012 0,009 0,088
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cd. tabeli 37
42 0,047 0,050 0,012 0,030 0,083
43 0,100 0,111 0,040 0,030 0,166
4t 0,041 0,050 0,012 0,009 0,098
45 0,296 0,441 0,040 0,030 0,404
46 0,040 0,015 0,012 0,009 0,035
47 0,040 0,050 0,012 0,009 0,067
48 0,040 0,050 0,012 0,009 0,084
49 0,097 0,091 0,040 0,030 0,166
50 0,012 0,015 0,012 0,009 0,006
51 0,040 0,050 0,012 0,009 0,081
52 0,069 0,082 0,040 0,030 0,126
53 0,144 0,115 0,054 0,033 0,211
54 0,012 0,015 0,012 0,009 0,006
55 0,012 0,015 0,012 0,009 0,046
56 0,105 0,062 0,040 0,030 0,137
57 0,012 0,015 0,012 0,009 0,049
58 0,040 0,050 0,012 0,009 0,081
59 0,012 0,015 0,012 0,009 0,006
60 0,108 0,093 0,040 0,030 0,202

Tabela 38. Korelacja pomiedzy ZEN i jego metabolitami

Zmienna

Oznaczone wspotczynniki korelacji sg istotne z p < 0,05 N = 60

B-Zearalenol

a-Zearalenol

o-Zearalanol

Zearalanon

Zearalenon

0,8909

0,9074

0,8374

0,7940
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B-Zearalenol

a-Zearalenol

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25

0,20

y=0,031+1,22x
Korelacja: r = 0,89

0,7

Sl 0,0 0,1 0.2 0,3 04 0,5 0,6

Zearalenon

Wykres 14. Korelacja pomiedzy wystepowaniem ZEN i B-ZEL
w moczu kobiet poddanych badaniom

y=-0,0321+0,95 x
Korelacja:r= 0,91

0,6

05

04

03

02

0,1

0,0 0,1 0,2 03 0,4 05 0,6

Zearalenon

Wykres 15. Korelacja pomiedzy wystepowaniem ZEN i a-ZEL
w moczu kobiet poddanych badaniom
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a-Zearalanol

Zearalanone

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0,00

y=0,007 + 0,15 x
Korelacja: r=0,84

0,0 0,1 02 03 04 05 0,6

Zearalenon

Wykres 16. Korelacja pomiedzy wystepowaniem ZEN i a-ZAL
w moczu kobiet poddanych badaniom

y=0,006 + 0,097 x
Korelacja: r=0,79

0,06

0,05

0,04

Ll

0,03

Ll

0,02

Ll

0,0 0,1 0,2 03 04 05 06

Zearalenon

Wykres 17. Korelacja pomiedzy wystepowaniem ZEN i ZAN
w moczu kobiet poddanych badaniom



DYSKUSJA

Dostepne pismiennictwo w wiekszosci skupia sie na zagadnieniach zwigzanych z wystepo-
waniem ochratoksyny A i zearalenonu oraz ich metabolitow w poszczegdlnych tkankach za-
rowno ludzi, jak i zwierzat oraz w ptynach ustrojowych cztowieka. Nie brakuje réwniez ba-
dan dotyczacych wystepowania opisywanych mikotoksyn w zywnosci i paszach. Niestety
badania dotyczace zaleznosci wystepowania ochratoksyny A a danymi antropometrycznymi
czy spotecznymi sg prowadzone stosunkowo rzadko. Brakuje rowniez literatury dotyczacej
korelacji wystepowania ochratoksyny A w ptynach ustrojowych i tandemowym karmieniem
dzieci, a takze korelacji wystepowania ochratoksyny A a czystoscig mikrobiologiczng mleka,
co w znacznym stopniu utrudnia dyskusje. Brak jest rowniez badan okreslajgcych zwigzek po-
miedzy wystepowaniem ochratoksyny A w mleku a sktadem mleka kobiecego.

W niniejszej pracy wyniki badania wystepowania ochratoksyny A w surowicy krwi wy-
kazaty jej obecnos¢ na srednim poziomie wynoszacym 0,3796 ng/ml, zakres pomiedzy
0,082 ng/ml-0,805 ng/ml. Uzyskany wynik jest nizszy niz Srednie wystepowanie ochratoksy-
ny A w surowicy krwi na swiecie, ktore wynosi 700 pg/ml (0,7 ng/ml) (Martlbauer i in. 2009).
Zaledwie 3 probki zawieraty OTA na poziomie powyzej 0,7 ng/ml.

Fan i in. (2019) otrzymali wynik sredni wynik OTA w prébach osocza krwi wynosza-
cy 1,21 pg/l (1,21 ng/ml). OTA wystepowata w 27,7% prdobek w grupie 260 (149 mezczyzn
i 111 kobiet) osob zamieszkujgcych tereny wiejskie, w tym, w przypadku kobiet 26,1% probek
byto zanieczyszczonych OTA na Srednim poziomie 1,22 g/l (1,22 ng/ml) oraz 28,9% probek
w przypadku mezczyzn, z srednia 1,2 pg/l (1,2 ng/ml).

Palli i in. (1999) w swoim badaniu wykazali OTA w surowicy krwi na srednich pozio-
mach 0,64 ng/ml u mezczyzn i 0,5 ng/ml u kobiet. Grupa mezczyzn sktadata sie z 51 probek,
w tym 49 (96%) zanieczyszczonych OTA, z kolei grupa badawcza kobiet sktadata sie z 86 pro-
bek, wtym 83 zanieczyszczonych OTA (96,5%). W obu badaniach wyniki sg wyzsze niz wyniki
otrzymane w niniejszej pracy.

W swoich badaniach Postupolskiiin. (2006) wykazaliobecnos¢ OTA w 30 probkach (100%)
surowicy krwi na srednim poziomie 1,14 ng/ml, co jest wynikiem wyzszym niz uzyskany w ba-
daniach do niniejszej pracy.

Malir i in. (2013) otrzymali sredni poziom OTA w surowicy ciezarnych kobiet 0,15 pg/I
(0,15 ng/ml)—w zakresie od 0,1 do 0,35 ng/ml, co jest wynikiem nizszym niz uzyskane w niniej-
szej pracy. W badaniu Maliriin. (2013) wzieto udziat 100 kobiet w wieku pomiedzy 19 a 40 lat.
96% probek zanieczyszczonych byto przez OTA.

Arce-Ldpeziin. (2020) w swoich badaniach wykryli OTA w osoczu krwi na srednim pozio-
mie 2,87 + 2,16 ng/ml, przy analizie 438 probek (97,3% prébek pozytywnych).
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Wystepowanie ochratoksyny A w moczu jest czesto badane przez naukowcow z catego
swiata. Wyniki badan prowadzonych przez autorke wykazaty, ze srednia ilos¢ ochratoksyny
A w pozytywnych probkach moczu wynosita 0,0199 ng/ml, co jest niskim wynikiem w po-
rownaniu do wynikéw uzyskanych przez innych autoréw. Pena i in. (2006) w prowadzonych
badaniach wykazali ochratoksyne A w prébkach moczu na srednim poziomie 0,039 ng/ml
(mezczyzni), 0,037 ng/ml (kobiety). W 42 z 60 badanych probek wykryto OTA, przy czym ba-
danie wykazato znaczne réznice pomiedzy iloscig OTA u osob zamieszkujacych obszary en-
demiczne chorych na nefropatie (wartosci miedzy 0,005 — 0,604 ng/ml), a osobami zdrowymi
(0,005 do 0,043 ng/ml) oraz osobami niezamieszkujacymi obszaréw endemicznych (u takich
0sob nie wykryto OTA w moczu). Klapec i in. (2012) w swoich badanch wykazali, ze $redni
poziom OTA wynosit 0,09 + 0,21 ng/ml. W badaniu wzieto udziat 20 ciezarnych kobiet za-
mieszkujacych tereny wiejskie oraz 20 kobiet mieszkajacych w miastach. Wyniki wykazaty, ze
wyzsze poziomy OTA wystepowaty w moczu kobiet mieszkajacych w miastach (maksymlany
poziom 1,11 ng/ml), podczas gdy w moczu kobiet zamieszkujgcych tereny wiejskie maksy-
malny poziom wynosit 0,81 ng/ml.

Fan i in. (2019) w swoich badaniach wykazali sredni poziom OTA w probach moczu
0,362 pg/l (0,362 ng/ml) u 1,2% z 260 osob: 149 mezczyzn i 111 kobiet, w tym w 0,9% préb
moczu kobiet (Srednia 0,557 ng/ml) i 1,3% prob moczu mezczyzn (srednia 0,265 ng/ml).

Sredni poziom ochratoksyny A w pozytywnych prébkach mleka kobiecego w niniejszym
badaniu wynosit 0,0123 ng/ml, co jest wyzszym wynikiem niz ten uzyskany przez Postupol-
skiego i in. (2006) — $rednia 0,0056 ng/ml (w 5 z 13 prébek) i nizszy niz uzyskany przez Kamali
i in. (2017) 1,99+1,34 ng/ml (wszystkie z 84 badanych probek mleka byty zanieczyszczone
OTA, a badane byty mieszkankami miasta Jiroft, w ktérym panuje ciepta i wilgotna pogoda,
sprzyjajaca rozwojowi grzybow plesniowych).

Wynikibadan podobnych do prowadzonych w niniejszej pracy opublikowane zostaty przez
Cherkani-Hassani i in. 2020b. W okresach pomiedzy lutym i marcem oraz listopadem i grud-
niem 2017 roku zespdt badawczy Cherkani-Hassani i in. zebrat 82 probki siary (po 41 z dwdch
okresow) od matek karmigcych piersig ze szpitala potozniczego w Rabacie (Maroko) w ramach
badan przekrojowych CONTAMILK. Badania miaty na celu ocene poziomu zanieczyszczenia
w mleku kobiecym. Kobiety biorgce udziat w badaniu wypetnity ankiety, ktore zawieraty infor-
macje o czynnikach spoteczno-demograficznych: miejsce zamieszkania, wiek, wyksztatcenie,
danych antropometrycznych: waga przed i podczas cigzy, wzrost matki, pte¢, masa urodze-
niowa noworodka, a takze o danych klinicznych: stan zdrowia, pordd, wiek cigzowy, porod,
historia laktacji. Ponadto wolontariuszki wypetniaty kwestionariusze dotyczace ich nawykow
zywieniowych. Kwestionariusz ten zawierat produkty, ktére potencjalnie moga zostac zanie-
czyszczone ochratoksyna A, tzn. ryz, kukurydza, jeczmien, pszenica i ich pochodne, mieso,
ryby, owoce morza, mleko i produkty mleczne, zywnosc w puszkach, rosliny straczkowe, su-
szone owoce, przyprawy, olej, kawa, herbata, napoje bezalkoholowe. W ankiecie uwzgled-
niono takze czestotliwosci spozywania okreslonych pokarmow: codziennie, czesto (dwa razy
w tygodniu lub czesciej), sporadycznie (raz w tygodniu lub krocej) i nigdy.

W badaniach prowadzonych przez Cherkani-Hassani i in. (2020b) i w badaniach wtasnych
mozna zaobserwowac kilka porownywalnych czynnikéw, ktore zostaty przedstawione w ta-
beli 39.
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Tabela 39. Pordownanie cech w badaniach Cherkani-Hassaniiin. 2020b i w niniejszej pracy

Cecha poréwnywalna

Badania prowadzone przez
Cherkani-Hassani i in. 2020b

Badania prowadzone
W niniejszej pracy (wtasne)

Liczba zbadanych prébek

82

60

Wiek matek

18 — 44 lata

22-411at

Miejsce zamieszkania

Tereny miejskie: 57 matek
Tereny wiejskie: 22 matki
Tereny przemystowe: 3 matki

Tereny miejskie: 46
Tereny wiejskie: 14

Status zawodowy matki

Pracujaca: 11
Niepracujaca: 71

Pracujaca: 35

Niepracujaca

(lub przebywajaca na urlopie
macierzynskim): 25

Przebyte porody

Pierworddki: 36

Pierworddki: 28

Wielorodki: 46 Wielorodki: 32

Dziewczynka: 31 Dziewczynka: 25
Pte¢ karmionego dziecka Chtopiec: 48 Chtopiec: 35

Bliznieta: 3

<2500g: 7 <2500 g: 17

Masa urodzeniowa dziecka

2500-3000g:17
3000-4000 g: 55
>40004g: 6

2500-30004g:9
3000-4000g: 26
>4000g: 8

W badaniach przeprowadzonych w Maroku 45 z 82 (wartos¢ maksymalna 10,04 ng/ml)
przebadanych probek okazato sie zanieczyszczonych OTA, a w badaniach wtasnych 4 z 60 pro-
bek (wartos¢ maksymalna 0,018 ng/ml). Cherkani-Hassani i in. (2020b) wykazali, ze poziom
ochratoksyny A w mleku kobiecym byt zalezny od czestotliwosci spozywania roslin stragczko-
wych, suszonych owocow i produktéw mlecznych. W wynikach badan wtasnych czestotliwos¢
spozywania suszonych owocow winorosli wptywata znaczaco na poziom ochratoksyny A
w mleku kobiecym.

Kilka lat wczesniej we Wtoszech przeprowadzone zostaty podobne badania obejmujace
wptyw diety kobiet karmigcych piersig na poziom ochratoksyny A w ich mleku. Grupe ba-
dawczg stanowity 82 kobiety. W 61 probkach wykryto ochratoksyne A o maksymalnym po-
ziomie 405 ng/L. Wyniki wykazaty, ze kobiety, ktdre spozywaty czesciej pieczywo, wyroby
cukiernicze oraz wedliny miaty wyzsze poziomy ochratoksyny A w mleku (Galvano iin. 2008).
Zblizone wyniki badan opublikowane zostaty w 2004 roku przez Turconi i in., ktérzy badali
wptyw diety na poziom ochratoksyny w mleku kobiecym mieszkanek Wtoch. Ten zespdt ba-
dawczy wykazat, ze ochratoksyna A wystepowata w 198 z 231 probek mleka o maksymalnej
wartosci 57 ng/L, przy czym znaczacy statystycznie wptyw na poziom ochratoksyny A miato
spozywanie pieczywa.

Afshar i in. (2013) opublikowali wyniki badan przeprowadzonych w Iranie. Badaniu pod-
dano 136 kobiet, 5 probek zawierato ochratoksyne o maksymalnym poziomie 16,42 ng/L
(przy analizie ELISA) oraz 2 prébki z poziomem maksymalnym 140 ng/L (przy analizie HPLC).
Badane kobiety byty w wieku od 16 do 39 lat, 124 kobiety nie pracowaty, 12 byto aktywnych
zawodowo. 90 kobiet byto pierworddkami, natomiast 46 urodzity drugie lub trzecie dziecko.
70 noworodkow byto ptci meskiej, a 66 zenskiej.
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Badania dotyczace wptywu prowadzonej diety na wystepowanie ochratoksyny A byty
prowadzone juz w 2001 roku w Norwegii przez Skaug i in. 17 z 80 przebadanych probek za-
wierato ochratoksyne A o maksymalnym poziomie 182 ng/L. Kobiety z najbardziej skazonym
przez ochratoksyne A mlekiem spozywaty wiecej ciast, przetworow miesnych, ptatkow zbo-
zowych (ptatkdw kukurydzianych, owsianych, musli) i serow.

Navas i in. (2005) roku przeprowadzili badania wystepowania ochratoksyny A w mleku
kobiecym w stosunku do nawykow zywieniowych kobiet, jednakze zbyt mata ilos¢ pozytyw-
nych probek — 2 z 50 uniemozliwita zbadanie korelacji zwigzanej z wystepowaniem ochratok-
syny A a prowadzona dieta.

W roku 2010 Biasucci i in. (Wtochy) opublikowali wyniki badania, ktoére dotyczyto ko-
relacji wystepowania ochratoksyny A a nawykami zywieniowymi kobiet w okresie laktacji.
W 45 z 57 badanych prébek mleka wykryto ochratoksyne A, z maksymalnym poziomem po-
wyzej 75,1 ng/L. Na podstawie danych zebranych w ankiecie dotyczacej zywienia kobiet auto-
rzy wykazali znaczaca korelacje pomiedzy wystepowaniem ochratoksyny A w mleku a dietg
prowadzong przez matki. Dieta ta obejmowata stodycze, oleje z nasion i napoje bezalkoholo-
we (bez uwzgledniania sokow owocowych), a autorzy wykazali, ze spozywanie ryb byto od-
wrotnie skorelowane z poziomem ochratoksyny A w mleku.

Oprocz badania wptywu diety na wystepowanie ochratoksyny A w mleku badacze z ca-
tego Swiata zajmuja sie badaniem wptywu tej diety na wystepowanie ochratoksyny A w mo-
czu. Tego typu badanie zostato przeprowadzone w Bangladeszu w 2016 roku przez Ali i in.,
co wiecej, w badaniu wziety udziat kobiety ciezarne pomiedzy 18 a 36 rokiem zycia. Wyniki
badan wykazaty obecnos¢ ochratoksyny A w 50 z 54 probek moczu, przy czym zauwazono,
ze wystepowanie wyzszego stezenia ochratoksyny A byto skorelowane z czestszym spozy-
waniem ryzu (na podstawie przeprowadzonej ankiety dotyczacej diety). Dodatkowo w ba-
daniu wykazano, ze wyzsze poziomy ochratoksyny A byty obecne w probkach moczu kobiet
zamieszkujacych przedmiescia.

Z kolei Gilbert i in. w 2001 roku w Wielkiej Brytanii zaobserwowali znaczace powiagzania
miedzy prowadzong dietg a wystepowaniem ochratoksyny A w moczu 50 zbadanych wolon-
tariuszy, jednakze korelacja ta nie nadawata sie do zastosowania w praktyce. Wsrod tej gru-
py badawczej 46 probek zostato zanieczyszczonych ochratoksyng A o maksymalnej warto-
$ci 0,058 ng/ml. Wyniki te pomimo nizszej wartosci maksymalnej ochratoksyny A w moczu
sg podobne do badan wtasnych, w ktorych nie zostaty wykazane powigzania miedzy dieta
a obecnoscig ochratoksyny A w moczu badanych kobiet.

Innego typu badanie przeprowadzit Aliiin. (2017). Pobrano kilka prébek od dwdch wolon-
tariuszy. Przeprowadzono rowniez ankiete dotyczgca ich nawykow zywieniowych — badany,
ktory jadat wieksze ilosci produktow, potencjalnie zanieczyszczonych ochratoksyng A — pie-
czywo, ptatki sniadaniowe, kawa —miat nizsze poziomy ochratoksyny A zaréwno w osoczu jak
i we krwi. Co wiecej, u wolontariuszy zbadano poziom tej mikotoksyny w osoczu. Okazato sie,
ze anality okreslone w osoczu byty wyzsze niz w moczu. Moze miec to zwigzek z powinowa-
ctwem ochratoksyny A do albuminy, ktora stanowi jeden ze sktadnikow krwi.

Ochratoksyna A w surowicy i osoczu jest analizowana przez wielu autorow. Jedno z badan
dotyczyto zaleznosci wystepowania ochratoksyny A a dietg wolontariuszy, ktérzy poddaja
sie badaniom. Czesta grupa badawczg okazuja sie kobiety bedace w cigzy. Tego typu badania
byty prowadzone przez Biasucci i in. we Wtoszech w 2010 roku. Wedtug uzyskanych wynikow
129 ze 130 probek surowicy byto zanieczyszczonych ochratoksyng A w granicach pomiedzy
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84 — 4,835 ng/L. Na podstawie przeprowadzonej ankiety dotyczacej spozywanej zywnosci
autorzy okreslili istotng korelacje miedzy wystepowaniem ochratoksyny A w surowicy a spo-
zywaniem stodyczy (zwtaszcza zawierajacych czekolade i kakao) i czerwonego wina.

W badaniach prowadzonych przez Thuvanderiin. (2001) wykazano silng korelacje wyste-
powania ochratoksyny A we krwi kobiet, ciemnego pieczywa i piwa oraz stabszg dla szynki,
przekasek kukurydzianych i chrupkiego pieczywa ciemnego. W badaniu wzieto udziat 166 ko-
biet bedgcych dawczyniamiz banku krwi, we wszystkich probkach wykazano obecnosc ochra-
toksyny A.

Wspomniane juz wczesniej badania Gilberta i in. (2001) obejmowaty rowniez okreslenie
korelacji pomiedzy ochratoksyng A w osoczu i dietg. Zespot badawczy Gilberta nie byt w sta-
nie okresli¢ znaczacej korelacji. Ochratoksyna A zostata oznaczona we wszystkich 50 bada-
nych prébkach (w pracy wtasnej w 60 probkach).

Wystepowanie zearalenonu i jego metabolitdow w moczu jest przyktadem szeroko opisa-
nym w pismiennictwie. Podobnie jest w przypadku zwigzku wspdtwystepowania zearaleno-
nu i jego metabolitow. Jednymi z takich badan zajmowali sie badacze ze Szwecji. Wallin i in.
(2015) opublikowali wyniki badania, w ktorym na 252 probki moczu 92 zawierato zearale-
non, srednia wynosita 0,09 + 0,07 ng/ml. Dodatkowo, w tym samym badaniu okreslono po-
ziom a-zearalenolu; w grupie badawczej 53 probki byty nim skazone, przy czym srednia wy-
nosita 0,13 + 0,26 ng/ml. Sredni poziom B-zearalenolu w 45 pozytywnych prébkach wynidst
0,10 + 0,19 ng/ml. W badaniach wtasnych, wystepowanie zearalenonu i jego metabolitéw
w 60 prébkach moczu wahato sie w podobnych granicach, tj. Srednie stezenie zearalenonu
w badanych probkach moczu wynosito 0,112 + 0,09 ng/ml (57 probek pozytywnych, 3 poni-
zej LOD), a-zearalenolu 0,074 ng/ml + 0,09 ng/ml (30 probek pozytywnych, 9 ponizej LOD
i 21 ponizej LOQ), a B-zearalenolu 0,067 +0,06 ng/ml (22 préobki pozytywne, 14 ponizej LOD
i 24 ponizej LOQ).

Z kolei badania prowadzone w Nigerii przez Ezekiel i in. (2014) wykazaty obecnos¢ zea-
ralenonu w zaledwie jednej ze 120 probek moczu. Jego wartos¢ wynosita 0,3pg/L. W innym
kraju afrykanskim — Kamerunie (2013) w grupie 145 badanych chorujacych na HIV zaledwie
4 prébki zawieraty zearalenon o Sredniej wartosci 0,22 pg/L. Przebadano rowniez 30 oséb nie-
chorujacych na HIV. Te probki nie byty skazone zearalenonem. W grupie chorujgcych na HIV
w 2 probkach wykryto a-zearalenol, w grupie oséb zdrowych metabolit ten nie byt obecny
(Abiaiin. 2013).

W innych badaniach prowadzonych w 2018 roku w Nigerii, z 120 przebadanych prébek
moczu wykazano obecnosc zearalenonu w 98 z nich, na poziomie od 0,03 do 19,99 ng/ml. Po-
ziom oznaczonego w 5 prébkach a-zearalenolu wahat sie miedzy 0,52 a 2,52 ng/ml, a 7 probek
zawierato B-zearalenol w granicach od 0,06 do 2,74 ng/ml (Sarkanj i in. 2018). Byty to wyniki
znacznie wyzsze niz uzyskane przez autorke.

W Nigerii zostaty przeprowadzone takze badania, ktore dotyczyty wystepowania miko-
toksyn (w tym zearalenonu i jego metabolitow) w moczu niemowlat karmionych wytgcznie
piersig i niemowlat karmionych nie tylko pokarmem z piersi. W grupie niemowlat karmionych
wytgcznie piersig znajdowato sie 23 dzieci. 13 z nich miato obecny w swoim moczu zearale-
non w granicach miedzy 17 a 784 ng/L, 7 badanych B-zearalenol, ktérego wartosc wahata sie
od 8 do 648 ng/L, natomiast zadna badana probka nie zawierata a-zearalenolu. W grupie nie-
mowlat niekarmionych wytgcznie pokarmem z piersi poziom zearalenonu byt wyzszy i wynosit
13-678 ng/L w 35 z 42 probek poddanych badaniom. B-zearalenol obecny byt w 6 probkach,
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na poziomie nizszym niz w poprzedniej grupie, tj.: 14— 68 ng/L. Dzieci niekarmione wytacznie
piersia charakteryzowaty sie wystepowaniem a-zearalenonu w 7 prébkach, na poziomie wa-
hajacym sie miedzy 5 a 55 ng/L (Ezekiel i in. 2020).

Inne wyniki badan przeprowadzonych w Afryce Potudniowej otrzymali w 2013 roku
Shephardiin., ktorzy przebadali mocz od 54 kobiet. W moczu wszystkich badanych wykryto
zearalenon o wartosciach pomiedzy 0,012 a 11,2 ng/ml, 50 probek zawierato z a-zearalenol
w granicach od 0,006 do 13,2 ng/ml oraz 41 prébek zawierato B-zearalenol, ktorego wartosci
wahaty sie pomiedzy 0,010 a 21,1 ng/ml.

Tak jak w poprzednim badaniu wyniki te byty wyzsze niz otrzymane w badaniach
wtasnych.

Wystepowanie zearalenonu i jego metabolitdw w organizmach ludzi jest zalezne od wielu
czynnikow. Grupa badawcza z Niemiec prébowata okresli¢ poziom zanieczyszczenia zearale-
nonem i jego metabolitami moczu w zaleznosci od miejsca pracy badanych oséb. Do badan
wybrano pracownikéw mtynow, na co dzien majacymi do czynienia ze sktadnikami, ktore po-
tencjalnie moga byc skazone przez mikotoksyny, tj. zyto, pszenicai orkisz. Jako grupe kontrol-
ng wybrano mezczyzn, pracujacych w biurach lub w laboratoriach. Grupe pracownikdéw mtyna
stanowito 12 mezczyzn i 5 kobiet, podczas gdy grupe kontrolng 13 wolontariuszy. Zearalenon
wykryto we wszystkich przebadanych probkach moczu. Wsréd mezczyzn pracujacych w mty-
nie jego poziom wahat sie pomiedzy 4 a 100 ng/L, w grupie kobiet w tym samym miejscu pracy
poziom ten byt nieco nizszy i wynosit od 6 do 78 ng/L. W grupie kontrolnej natomiast poziom
zearalenonu wynosit 7 — 90 ng/L. a-zearalenol u mezczyzn pracujacych w mtynie zostat wy-
kryty w & probkach, z maksymalnym poziomem 40 ng/L, podczas gdy B-zearalenol w 2 préb-
kach, z maksymalnym poziomem 37 ng/L. U kobiet a-zearalenol nie zostat wykryty w zadne;j
probce, natomiast B-zearalenol w jednej, na poziomie 21 ng/L. W grupie kontrolnej natomiast
a-zearalenol wystepowat w 6 probkach, z maksymalnym poziomem 75 ng/L, a B-zearalenol
w 3 probkach, z maksymalnym poziomem 21 ng/L. Autorzy doszli do wniosku, ze narazenie
zawodowe na wystepowanie zearalenonu i jego metabolitéw w organizmach ludzi jest sto-
sunkowo niskie w tym konkretnym, badanym miejscy pracy (Féllmanniin. 2016).

Mocz 52 ochotnikdw (26 mezczyzn i 26 kobiet) zostat zbadany podczas badan prowadzo-
nych na Potudniu Wtoch. Zaréwno zearalenon, jak i a-zearalenol zostaty wykryte we wszyst-
kich zbadanych probkach, z kolei -zearalenol w 51. Maksymalny poziom zearalenonu wynosit
0,120 ng/ml, a-zearalenolu 0,176 ng/ml, a B-zearalenolu 0,135 ng/ml. Autorzy przeprowadzili
analize wspotwystepowania réznych mikotoksyn wykazujac, ze zearalenon wystepowat wraz
z deoksyniwalenolem, fumonizynami, aflatoksynami i ochratoksyng A (Solfrizzo i in. 2014).

Srednia ilo$¢ zearalenonu w moczu badanym przez autorke wynosita 0,112 ng/ml,
a-zearalenolu 0,074 ng/ml, a B-zearalenolu 0,067 ng/ml. Ali i Degen (2018) przeprowadzili
badanie, ktére wykazaty, ze Sredni poziom zearalenonu w moczu wynosit 0,10+0,05 ng/ml,
a-zearalenolu 0,16+0,07 ng/ml, a B-zeralenolu 0,05+0,04 ng/ml.



VWNIOSKI

Poréwnujac dane pochodzace od réznych autoréw wraz z danymi przedstawionymi w niniej-
szej pracy mozna sformutowac nastepujace wnioski:

e Stezenie ochratoksyny A w mleku, moczu i surowicy oraz zearalenonu
i jego metabolitow w moczu kobiet poddanym badaniom nie jest wysokie.
Mleko jest bezpieczne w stosowaniu terapii zywieniowe;.

e W pordwnaniu do wynikdw badan publikowanych przez innych naukowcow
wyniki badan autorki nie odbiegaja od nich w stopniu znaczacym.

e Trudno oszacowac korelacje wystepowania ochratoksyny A w organizmach
ludzi a danymi antropometrycznymi, spotecznymi, tandemowym karmieniem,
zanieczyszczeniami mikrobiologicznymi i sktadem mleka,
poniewaz brakuje danych poréwnawczych w tym temacie.

e W niniejszych badaniach istnieje zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem OTA
w mleku a iloscig biatka catkowitego oraz biatka odzywczego w tym mleku.

e Proces pasteryzacji nie wptywa na wystepowanie OTA w mleku kobiecym.

Pomimo tego, badania dotyczace wystepowania ochratoksyny A oraz zearalenonu i jego
metabolitow w organizmach ludzi sg niezwykle wazne, nie tylko ze wzgledu na ich nieko-
rzystne dziatanie, ale rowniez z uwagi na fakt, ze w przypadku mleka, moga by¢ wraz z nim
transferowane do organizmow dzieci. Te z kolei ze wzgledu na nizszg mase trudniej usuwaja
toksyny ze swoich organizmow. W rezultacie juz od najmtodszych lat moga zostac narazone
na ekspozycje i odczuwac negatywne skutki dziatania mikotoksyn. W niniejszej pracy bada-
no kobiety, ktdre moga byc (lub tez sg) dawczyniami mleka kobiecego. Mleko to moze trafi¢
do najbardziej potrzebujacych dzieci, czesto chorych, dlatego nie powinno sie ich dodatkowo
narazac na spozywanie zanieczyszczonego pokarmu. Badania prowadzone w tej pracy jasno
pokazuja, ze odpowiednio dobrana dieta moze wptynaé na obecnos¢ lub brak ochratoksy-
ny A w mleku kobiecym, nie wykazujg natomiast wptywu prowadzonej diety na obecnos¢
ochratoksyny A w moczu i surowicy krwi. W badaniach wykazano réwniez, ze ochratoksyna A
byta obecna w probkach mleka, ktore w swoim sktadzie zawierato wyzsze poziomy biatka
(catkowitego i odzywczego). Jest to zwigzane z faktem, iz ochratoksyna A charakteryzuje sie
wysokim powinowactwem do albumin.

W prowadzonych badaniach zearalenonijego metabolity obecne byty wtasciwie we wszyst-
kich probkach moczu, ich poziom byt niski, jednakze to sygnalizuje, ze pokarmy, ktdre spozy-
wamy, na co dzien sa w wiekszym lub mniejszym stopniu skazone mikotoksynami.

Dalsze badania dotyczace wystepowania mikotoksyn w organizmach ludzi moga przy-
czynic¢ sie do okreslenia zbilansowanej diety, eliminujacej potencjalne zrédto dodatkowych
zanieczyszczen mikotoksynami lub metod eliminowania ich z pozywienia na etapie obrobki.
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Przedstawiona praca zawiera doktadne zestawienie danych dotyczacych dwadch czesto
spotykanych mikotoksyn — nefrotoksycznej ochratoksyny A i mikoestrogenu zearalenonu.
Rozdziaty poswiecone kazdej z tych mikotoksyn opisuja ich budowe, cechy charakterystycz-
ne, wystepowanie, metabolizm, toksokinetyke i toksyczny wptyw na organizmy zaréwno lu-
dzi jak i zwierzat. Opisu i dalszych badan wymagaja zagadnienia dotyczgce wptywu poszcze-
golnych cech takich jak: prowadzona dieta, tandemowe karmienie piersig, dane antropome-
tryczne i spoteczne, profil mikrobiologiczny czy sktad mleka kobiecego oraz ich wptyw na
obecnos¢ mikotoksyn w badanych organizmach, czego czesciowo podjeta sie autorka pracy.
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ZAL ACZNIKI

ZALACZNIK 1. Dopuszczalne normy aflatoksyn w wybranych
produktach spozywczych (Rozporzadzenie Komisji (WE)
nr 1881/2006, 165/2010 oraz 1058/2012)

Najwyzsza dopuszczalna wartos¢ [pug/kg]

Produkt
B SumaB, B, G,iG, M

1 1

Orzechy arachidowe (orzeszki ziemne)

i inne nasiona oleiste, ktore maja by¢
sortowane lub poddane innej fizycznej
obrobce przed spozyciem przez ludzi

lub uzyciem, jako sktadnik w srodkach
spozywczych z wyjatkiem orzechow
arachidowych (orzeszkow ziemnych)

i innych nasion oleistych przeznaczonych
do ttoczenia oleju w celu produkg;ji
rafinowanego oleju roslinnego

Migdaty, pistacje i pestki moreli, ktore

maja byc¢ sortowane lub poddane innej

fizycznej obrdobce przed spozyciem 12 15 —
przez ludzi lub uzyciem, jako sktadnik

w srodkach spozywczych

Orzechy arachidowe (orzeszki ziemne)

i inne nasiona oleiste oraz produkty

z nich przetworzone, przeznaczone

do bezposredniego spozycia przez ludzi
lub uzycia, jako sktadniki w srodkach
spozywczych, z wyjatkiem surowego
oleju roslinnego przeznaczonego do
rafinacji — rafinowanego oleju roslinnego

Suszone owoce, inne niz suszone

figi, przeznaczone do sortowania lub

poddawania innej fizycznej obrébce przed 5 10 —
spozyciem przez ludzi lub uzyciem, jako

sktadniki w srodkach spozywczych

Suszone owoce, inne niz suszone figi,

oraz produkty z nich przetworzone

przeznaczone do bezposredniego 2 4 —
spozycia przez ludzi lub uzycia, jako

sktadniki w srodkach spozywczych
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Suszone figi

10

Nastepujace gatunki przypraw:

— Capsicum spp. (pochodzace z tego
gatunku suszone owoce, cate lub
mielone, w tym papryka chili, mielone
chili, pieprz kajenski i papryka)

- Piper spp. (pochodzace z niego owoce,
w tym biaty i czarny pieprz)

— Miyristica fragrans (gatka
muszkatotowa)

- Zingiber officinale (imbir)

— Curcuma longa (kurkuma)

Mieszanki przypraw zawierajace jedng lub

wiecej wyzej wspomnianych przypraw

10

Przetworzona zywnos¢ na bazie zbéz
oraz zywnos¢ dla niemowlat i matych
dzieci

0,1

Surowe mleko, mleko poddane obrdbce
cieplnej i mleko stuzgce do wytwarzania
produktow na bazie mleka

0,050

Preparaty do poczatkowego zywienia
niemowlat i preparaty do dalszego
zywienia niemowlat, w tym mleko
poczatkowe i mleko nastepne

0,025

Dietetyczna zywnos¢ specjalnego
przeznaczenia medycznego przeznaczona
specjalnie dla niemowlat

0,1

0,025
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ZALACIZNIK 2. Ankieta dotyczaca informacji o badanych kobietach i prowadzonej
przez nie diecie, zgoda na udziat w badaniu, informacja o badaniu

ANKIETA

Odpowiedzi prosze zaznaczac w kotku.

Data Urodzenia: . . ..ot

Miejsce zamieszkania
Czy pracuje Pani zawodowo?
Jakiej ptci jest karmione dziecko?

Czy jest to Pani pierwsze dziecko?

MIASTO
TAK
Dziewczynka

TAK

NIE
Chtopiec

NIE

Wiek cigzowy dziecka w dniu porodu (Hbd) . ......... ..o

Aktualny wiek dziecka (Mi€SIigce) . ... ... ..ot e

Czy karmi Pani w tandemie?

Wiek starszego dziecka karmionego piersig (msc) ...

Czy poprzednie dzieci rdwniez byty karmione piersig?
Czy karmi Pani piersig czy pokarmem odciggnietym?
Czy choruje Pani na jakas$ chorobe przewlekta?

Czy przyjmuje Pani systematycznie leki?

TAK

NIE

Jeslitak, tojakie? . ... ..

lle ml/litrow ptyndw dziennie Pani przyjmuje? . ......... .
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Prosze okresli¢ jak czesto spozywa Pani ponizej podane pokarmy/napoje.

Codziennie

Raz w tygodniu
Raz w miesigcu
Nigdy

Pieczywo biate

Pieczywo ciemne

Ptatki sniadaniowe

Podroby

Kawa/Kawa rozpuszczalna

Kawa zielona

Wino

Piwo

Sok z winogron

Gluten pszenny

Czekolada

Kakao

Kasze

Ryz

Orzechy

Mleko krowie

Ser zo6tty

Ser plesniowy

Jaja kurze

Lukrecja

Przyprawy (Prosze wymienic jakie)

Suszone owoce (Prosze wymienic jakie)

Rosliny straczkowe (Prosze wymienic jakie)
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ZGODA NA UDZIAL W BADANIU

pt. ,Wykrycie i porownanie poziomu ochratoksyny A w ptynach ustrojowych
(mleko, mocz, krew) kobiet karmigcych piersig”

Wyrazam zgode na udziat w badaniu majacym na celu wykrycie i okreslenie zawartosci ochra-
toksyny A w ptynach ustrojowych- mleku, moczu i krwi oraz oznaczenie jej wartosci. Wyra-
zam zgode na pobranie materiatu (mleka, moczu i krwi) oraz na jego badanie. Oswiadczam,
ze zostatam poinformowana o celu zamierzonych badan i sposobie ich przeprowadzenia oraz
ze moge odmodwic zgody na udziat w badaniach lub cofnac ja w kazdej chwili bez jakichkol-
wiek konsekwencji lub zmiany sposobu leczenia.

Zostatam réwniez poinformowana o mozliwosci zadawania pytan prowadzacym badania.

Wyrazam petng i Swiadoma zgode na udziat w badaniu oraz wykorzystanie materiatu ba-
danego do innych badan naukowych oraz na udostepnienie i przetwarzanie danych osobo-
wych, za wyjatkiem publikacji danych personalnych.

W zwigzku z tym, zgodnie z art. 13 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
2016/679 z dnia 27 kwietnia 2016 r. w sprawie ochrony 0sob fizycznych w zwigzku z przetwa-
rzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia
dyrektywy 95/46/WE, informujemy, Ze:

1) administratorem Pani danych osobowych jest Uniwersytet Kazimierza Wielkiego

z siedzibg przy ul. Chodkiewicza 30, 85-064 Bydgoszcz,

2) administrator danych osobowych powotat Inspektora Ochrony Danych
nadzorujacego prawidtowosc przetwarzania danych osobowych, z ktéorym mozna
skontaktowac sie za posrednictwem adresu e-mail: iod @ukw.edu.pl,

3) Panidane przetwarzane sg w celu umozliwienia administratorowi
przeprowadzenia badan ptynow ustrojowych

4) Podstawa przetwarzania danych jest udzielona wczesniej przez Panig zgoda,
ktorg moze Pani odwota¢ w dowolnym momencie,

5) nie zamierzamy przekazywac Pani danych osobowych innym podmiotom,
jak réwniez nie zamierzamy przekazywac Pani danych do panstw trzecich
(tj. niebedacych cztonkami UE) lub organizacji miedzynarodowych,

6) Panidane beda przechowywane do czasu odwotania przez Paniag zgody
na ich przetwarzanie,

7) ma Pani prawo zadania od administratora danych dostepu do swoich danych
osobowych, ich sprostowania oraz prawo zgdania zaprzestania przetwarzania
danych,
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8) ma Pani prawo wniesienia skargi do organu nadzorczego; organem nadzorczym jest
Prezes Urzedu Ochrony Danych Osobowych,

9) podanie przez Paniag danych jest dobrowolne,

10) nie zamierzamy na podstawie Pani danych realizowac zautomatyzowanego
podejmowania decyzji ani profilowania.

Miejscowosc i data Podpis

INFORMACJA O BADANIU

Celem badania jest wykrycie i porownanie zawartosci ochratoksyny A w mleku, krwi i mo-
czu pobranych od kobiet karmigcych piersig. Badania opieraja sie na analizie materiatu bio-
logicznego- prébek mleka kobiecego, prébek moczu i prébek krwi. Wyniki analizy pozwolg
na okreslenie korelacji wystepowania ochratoksyny A w ptynach ustrojowych oraz na opra-
cowanie zalecen dietetycznych dla kobiet w cigzy i karmigcych piersig. Badanie nie wigze sie
z dodatkowym ryzykiem dla osoby badanej. Badana osoba w kazdej chwili moze zrezygno-
wac z dalszych badan.

Miejscowosc i data Podpis



