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pt. Ochratoksyna A w mleku, moczu i surowicy krwi oraz zearalenon
w moczu kobiet bedacych w okresie laktacji
Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Dziedziny Nauk Scistych i Przyrodniczych
Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy z dnia 23.11.2022 r.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wykonana zostata w Katedra Fizjologii i
Toksykologii Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w
Bydgoszczy, pod opiekg naukowg Promotora dr. hab. Magdaleny Twaruzek, profesora uczelni.

Do oceny dotaczony zostal napisany w jezyku polskim stanowigcy opracowanie-
maszynopis bedgcy podstawa do ubiegania sie o stopien doktora nauk.

Przedstawiony do oceny manuskrypt, wraz z pismiennictwem liczy 125 stron oraz 5
zalgcznikow. Wyniki przedstawione zostaly graficznie w postaci 39 tabel, 20 fotografii, 8
rysunkow i 17 wykresow.

Zawiera nastgpujace rozdzialy :Wykaz skrotow, Wstep, Grzyby plesniowe i mikotoksyny,
Ochratoksyna A, Zearalenon, Aktualne mozliwosci wykrywania OTA i ZEN w zywnosci,
Mleko kobiece, Banki mleka, Mikotoksyny w mleku, Cel badan, Materiat i metody, Metody

statystyczne 1 wyniki, Dyskusja i wnioski oraz liczne pozycje pi$miennictwa w wiekszosci
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anglojezyczne z ostatniej dekady, co swiadczy o znajomosci najnowszych osiggnigé
$wiatowych z zakresu toksykologii mikotoksyn. Dodatkowo Doktorantka cytuje prace Katedry
Fizjologii i Toksykologii, co $wiadczy o Jej znajomosci tematyki badawczej w jednostce
prowadzacej. W bazie bibliometrycznej Scopus jest 3 razy indeksowana z wspotautorami z
Katedry (jako pierwszy autor) z 66 cytowaniami.

W 4 pierwszych rozdzialach Doktorantka wprowadza nas w tematyke dwoch
mikotoksyn zearalenonu i ochratoksyny A, do$¢ powszechnie wystepujgcych w $rodowisku.
Omawia miedzy innymi ich wystepowanie, toksokinetyke, wplyw na zdrowie ludzi i zwierzat.
Nastepnie przedstawia wyniki prowadzonych badan, ktore skupialy si¢ na wystepowaniu
ochratoksyny A w mleku, moczu i surowicy krwi, a takze zearalenonu w moczu kobiet
bedacych w okresie laktacji, w tym dawczyn z Banku Mleka Kobiecego. Zdaniem recenzenta
dobor badan nad ochratoksyng A i zearalenonem jest godny podkre$lenia, albowiem ich
dzialanie, karcenogenno$¢, nefrotoksyczno$é, genotoksyczno$é, mutagennosé¢ i
neurotoksyczno$¢ wraz z immunopresyjnym dzialaniem oraz silne dzialanie estrogenowe
zearalenonu obecnego w organizmach kobiet w okresie laktacji moze byé zaczatkiem
dysfunkcji uktadu rozrodczego u noworodkéw. W rozdziatach 3 1 4 Autorka szczegdtowo
opisuje absorbcje, wydalanie i metabolizm obu mikotoksyn oraz mechanizmy ich dziatania.

W rozdziale 5 Doktorantka opisuje aktualne mozliwoéci wykrywania mikotoksyn w
zywnosci. Wspolczesnie w laboratoriach, wraz z rozwojem technologii dominujacg metoda
detekcji jest chromatografia. Do wykrywania Ochratoksyny A stosowana jest gléwnie technika
HPLC z wykorzystaniem detektorow z fluorescencja, ktore charakteryzujg si¢ wysoka
czuloscig. Metoda ta moze by¢ rowniez wykorzystana do analiz zearalenonu.

W rozdziale 6 pt. Mleko kobiece Autorka szeroko opisuje mleko kobiece jako
najzdrowsza forme zywienia nowo narodzonych dzieci, ktore zawiera peten skfad bialka,
thuszczy, oligisacharydow, dlugotancuchowych kwaséw thuszezowych, gangliozydéw, witamin
rozpuszczalnych w tluszczach i innych biologicznie aktywnych skiadnikow niezbgdnych do
rozwoju noworodka. W rozdziale 7 przedstawia histori¢ bankéw i wymienia giownych
beneficjentéw korzystajacych z kobiecego mleka z bankéw mleka.

Badania prowadzone przez Doktorantke zostaly wykonane przy wspéipracy z
Regionalnym Bankiem Mleka Kobiecego w Toruniu. Bank Mleka Kobiecego zostat otworzony
28 maja 2013 roku z inicjatywy Samorzadu Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego,
Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu oraz Fundacji Bank Mleka
Kobiecego w ramach realizacji Programu Promocji Karmienia Piersig pt.: ,Mamy mleko dla

wezesniaka w wojewddztwie kujawsko-pomorskim”. Zdaniem recenzenta na szczegélng
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uwage zastugujg badania mikotoksyn w mleku opisane w rozdziale 8. Autorka opisata, ze
szczegoblne niebezpieczenstwo moze stwarza¢ mleko dostarczane noworodkom (szczegolnie
wezesniakom lub w przypadku bezmlecznoéci u mam) z bankéw mleka. Kazda karmigca
kobieta na zasadzie dobrowolnos$ci moze przekaza¢ nadmiar swojego mleka do banku.
Dawczynie przechodzg podczas procesu rekrutacyjnego badania krwi w kierunku chor6b
zakaznych. Mleko poddawane jest badaniom mikrobiologicznym.

Doktorantka w swojej pracy za glowny cel (rozdzial 9) postawila sobie okreslenie
czestodci i ilodci wystgpowania ochratoksyny A w plynach ustrojowych (mleko, mocz,
surowica) kobiet w okresie laktacji, ktore zglosily si¢ do badania, oraz okreélenie czgstosci
wystepowania i iloci zearalenonu w moczu tej samej grupy badawczej.

Jako cele dodatkowe Autorka wymienia:

+ zbadanie zaleznosci pomiedzy wystepowaniem ochratoksyny A w plynach
ustrojowych (mleko, mocz, surowica) a rodzajem diety przestrzeganej przez badane kobiety,

« zbadanie korelacji wystepowania ochratoksyny A w przypadku tandemowego
karmienia dzieci (karmienie w tym samym czasie dzieci w réznym wieku) oraz w zaleznosci
od podstawowych informacji okoloporodowych, ktére dotycza diugosci cigzy, wagi
nowonarodzonego dziecka i wieku matki czy rodzaju karmienia dziecka (pokarmem z piersi
lub pokarmem odciggnietym), (ten punkt jest nie do konca zrozumialy. Prosz¢ o blizsze
informacje i wyjasnienie takiej celowosci analiz.)

+ zbadanie czystoci mikrobiologicznej mleka (niepasteryzowanego) kobiecego
dawczyn z banku mleka kobiecego w Toruniu,

+ zbadanie sktadu mleka kobiecego, a takze jego korelacji z wystgpowaniem w nim
ochratoksyny A,

« zbadanie wplywu pasteryzacji mleka kobiecego na wystgpowanie w nim ochratoksyny
A.

Wszystkie badania zostaly przeprowadzone za zgoda Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy, o numerze
KB323/2018. Material badawczy stanowito z 60 prébek mleka kobiecego, 60 probek moczu
oraz 60 probek krwi.

W pracy doktorskiej Doktorantka opisala metodyke oznaczania ochratoksyny A w
mleku, moczu i surowicy oraz oznaczania zearalenonu i jego metabolitow w moczu.
Dodatkowo wykonata oceng czystosci mikrobiologicznej mleka oraz badania pod katem
wystepowania drobnoustrojéw — skazenia drobnoustrojami. Ochratoksyng A w mleku i moczu

oznaczono metodg HPLC z detekcjg fluorescencyjna, natomiast ochratoksyng A w surowicy
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krwi i zearalenon w moczu metodg chromatografii cieczowej ze spektrometrem masowym.
Sk}ad mleka kobiecego analizowano w Banku mleka za pomoca analizatora sktadu mleka.

Zaleznosci stochastyczne pomiedzy zawartoscig ochratoksyny A, a zawarto$cia
thuszczu, biatka catkowitego, biatka odzywczego, weglowodanow, suchej masy i wartoscig
energetyczng opracowano w oparciu o wspdlczynnik rang Spearmana. Zwigzki uznano za
istotne statystycznie na poziomie p = 0,05. Istotng i pozytywng korelacj¢ wykazano pomigdzy
zawartoscig ochratoksyny A i biatka catkowitego oraz pomigdzy ochratoksyng A i biatkiem
odzywczym. Ochratoksyne A wykryto w mleku tylko u 4 kobiet bedacych w laktacji (liczba
probek mleka — 30), natomiast w moczu u 24. U wszystkich kobiet poddanych badaniom
wykryto ochratoksyng A we krwi.

Doktorantka w pracy badala réwniez zalezno$¢ wystgpowania ochratoksyny A w
ptynach ustrojowych od podstawowych parametrow opisujacych badane kobiety i ich dzieci
karmione piersiag — wiek badanej kobiety, tydzien cigzy, kiedy nastgpit poréd, masa
urodzeniowa dziecka. W tym celu Doktorantka przeprowadzita seri¢ analiz korelacji liniowe;j
Pearsona. Wykazata istotne korelacje jedynie w przypadku zmiennej ,,zawartos¢ ochratoksyny
A w surowicy matki”. Wraz ze wzrostem poziomu zmiennej ,,tydzien, w ktérym nastgpit por6d”
dochodzito do istotnego wzrostu poziomu zawartosci ochratoksyny A w surowicy matki.
Wykazata rowniez, ze karmienie odciggnietym pokarmem (w porownaniu do karmienie piersig)
zwigzane jest z istotnym obnizeniem poziomu ochratoksyny A w surowicy matki.(Prositbym
réwniez o interpretacje wyniku, ze karmienie odciagnigtym pokarmem (w pordwnaniu do
karmienie piersig) zwigzane jest z istotnym obnizeniem poziomu ochratoksyny A w surowicy
matki. Co moze byé przyczyng mniejszego poziomu ochratoksyny A w surowicy przy
karmieniu odciggnietym pokarmem?

W celu weryfikacji hipotezy zaktadajacej, ze tydzien, w ktérym nastapil poréd, oraz
karmienie odciagnietym pokarmem (versus karmienie piersig) sg istotnymi prognostykami
poziomu zawartodci ochratoksyny A w surowicy matki, przeprowadzono wielozmiennowa
analize regresji liniowej. Analiza statystyk poszczegolnych prognostykéw w modelu wykazata
nastepujace rezultaty: Wzrost wynikow zmiennej ,tydzien, w ktérym nastgpit poréd” wigzat
si¢ ze wzrostem poziomu zawartosci ochratoksyny A w surowicy matki, aczkolwiek uzyskany
wynik byt nieistotny statystycznie. Wzrost wynikow zmiennej ,karmienie odciggnigtym
pokarmem” wigzat si¢ ze spadkiem poziomu ochratoksyny w surowicy matki, aczkolwiek
uzyskany wynik by? nieistotny statystycznie.

Doktorantka dokonata tez analizy zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem W moczu

badanych kobiet zearalenonu (ZEN) i jego metabolitow: « zearalenolu (a-ZEL), B zearalenolu
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(B-ZEL), 0. zearalanolu (a-ZAL) oraz zearalanonu (ZAN). Zaleznosci stochastyczne pomigdzy
zawarto$cig zearalenonu (ZEN), a jego metabolitami obliczone zostaly z wykorzystaniem
wspolczynnika korelacji prostej r — Pearsona. Doktorantka wykazata istotne i pozytywne
zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig zearalenonu i: B-ZEL, a-ZEL, a-ZAL oraz ZAN. Zearalenon
(ZEN) i jego metabolity byly obecne we wszystkich badanych prébkach moczu.

Autorka wykazata rowniez wpltyw odpowiednio dobranej diety na obecnos¢ lub brak
ochratoksyny A w mleku kobiecym. Nie wykazala zaleznosci pomigdzy dieta, a obecnoscia
ochratoksyny A w moczu i surowicy krwi.

Zaprezentowane wyniki nabierajg szczegdlnego znaczenia w ostatnich czasach w
zwigzku z globalizacjg upraw roslinnych, do$é¢ dlugim przechowywanie zb6z, niekoniecznie w
najlepszych warunkach. Wszystko to sklada si¢ na wzmozenie aktywnosci grzybow
mikotoksynotwoérezych, a tym samym coraz wigeksze zanieczyszczenie produktéw roslinnych
— szczegolnie kukurydzy, a nastepnie przetwordéw nabialowych i migsnych od zwierzat
karmionych takg pasza. Mozna przewidzie¢, ze w najblizszym czasie problem ten wystapi na
Ukrainie, ktéra produkuje 20 % s$wiatowej produkcji zb6z, a zaréwno przechowywanie, jak i
transpotr produktéw rolnych jest obecnie wydtuzony i uposledzony.

Ochratoksyny sg absorbowane we wszystkich odcinkach uktadu pokarmowego i
pojawiajg si¢ bardzo szybko w ukladzie krwiono$nym, nastgpnie transportowane przez zyle
wrotng w koncu trafiajg do kanalikow nerkowych, gdzie podlegajg filtracji 1 wydalane sg z
moczem. Cze$é ochratoksyny A w obszarze dwunastnicy jest trawiona przez
karboksypeptydaze. Szkodliwy dla organizmu jest bardzo dtugi okres pottrwania u czlowieka,
wynoszacy okoto 35 dni.

Druga mikotoksyna, ktora stanowila obiekt Doktorantki to zearalenon. Jest to
niesterydowa estrogenowa mikotoksyna produkowana przez grzyby z rodziny Fusarium. Jej
charakterystyczng cechg jest mechanizm dziatania poprzez receptory estrogenowe, co z jedne]
strony moze stanowi¢ substytut estrogenowy, a z drugiej wywolywa¢ hiperestrogenemig i
catkowite rozregulowanie rozrodu zwierzat i ludzi. Pojawiajace si¢ coraz czgsciej sygnaty o
wystepowaniu tej mikotoksyny na niezebranych kolbach kukurydzy i kiosach zboz
potwierdzajg przypuszczenia o rozchwianiu sezonowosci rozrodu, migdzy innymi u dzikow.
Dodatkowo spozywanie takiego pokarmu przez karmigce matki — od ludzi po zwierzgta — moze
skutkowa¢ wzbudzaniem molekularnych funkcji uktadu rozrodczego, jak i rowniez poprzez
aktywacje receptoréw estrogenowych wzbudza¢ hormonozalezne nowotworzenie. Zdaniem

recenzenta oprocz przedstawienia stusznych i udowodnionych wnioskéw, nalezatoby




wzbogaci¢ o jeszcze jeden wniosek, ze mleka uzywane do karmienia noworodkéw i dzieci
powinno by¢ szczegbtowo badane w kierunku obecnosci zearalenonu.

Jednoczesnie z obowigzku recenzenta prositbym o uszczegélowienie, a jednoczesnie
wyjasnienie jaki byl cel badania zaleznosci wystepowania ochratoksyny A w plynach
ustrojowych od podstawowych parametréw opisujacych badane kobiety i ich dzieci karmione
piersig — wiek badanej kobiety, tydzien ciazy, kiedy nastapit pordd, masa urodzeniowa dziecka.
Wedlug recenzenta ten cel badawczy jest niezbyt jasny. Nalezatoby to wyjasni¢ i potgczyé z
metabolizmem ochratoksyny A, tym bardziej, ze producentem ochratoksyny sa szczepy
grzybow, a nie czynna synteza w organizmie ludzkim.

Czy ochratoksyna ma dtuzszy czas przetrwania w gruczole mlekowym? Autorka uzyta
sformutowania: Ustalono réwniez, ze karmienie odciggnietym pokarmem (versus karmienie
piersiq) zwigzane jest z istotnym obnizeniem poziomu OTA w surowicy matki. Co moze by¢
przyczyng mniejszego poziomu ochratoksyny A w surowicy? Karmienie odciaggnietym
mlekiem dotyczy noworodka, a nie matki. Jaki ma to zwigzek z poziomem ochratoksyny w
surowicy matki?

Reasumujac, przedstawione do recenzji opracowanie stanowi istotny i oryginalny wkiad
do nauki i poznania zagrozen wigczonych w produkcje pasz jak i zywnosci dla ludzi i Zwierzat.
Czyni to zaprezentowany cykl badan niezwykle warto§ciowym i wiele wnoszacym nie tyko w
zakresie aplikacyjnym ale i prozdrowotnym.

W ocenianym opracowaniu Doktorantka wykazata sig¢ dobrym opanowaniem warsztatu
badawczego, zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscia pi§miennictwa z
zakresu tematyki prowadzonych badan. Na szczegélne podkreslenie zastuguje moim zdaniem
doskonaly wybdr tematyki bedacy szeroko pojetg problematyka badawczej jednostki
prowadzacej, w szczegolnosci Pani Profesor Promotorki oraz Kierownika Katedry Fizjologii i
Toksykologii Pana Profesora Jana Grajewskiego. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy
doktorskiej mozna przypuszczaé, ze Doktorantka posiada wazne w pracy badawczej cechy,

takie jak pracowitos$é, solidnos¢ i dociekliwosé.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Karoliny Ropejko pt.
Ochratoksyna A w mleku, moczu i surowicy krwi oraz zearalenon w moczu kobiet
bedacych w okresie laktacji w opinii recenzenta speinia wszystkie wymagania — okreslone w

art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst
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jednolity: Dz. U. z 2021 r. poz. 478 ze zm.) — stawiane pracom doktorskim. W zwiazku z
powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dziedziny Nauk Scistych i Przyrodniczych

Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy o dopuszczenie do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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