WARSZAWSKI
» UNIWERSYTET
MEDYCZNY

ZAKLEAD BIOLOGII MEDYCZNEJ

dr hab. Aleksandra Wesotowska

Pracownia Badan nad Mlekiem Kobiecym i Laktacjg
Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Litewska 14/16

00-575 Warszawa

Warszawa, 24.01.2023

Recenzja Rozprawy Dokitorskiej

Tytul: Ochratoksyna A w mleku, moczu i surowicy krwi oraz zearalenon w moczu kobiet
bedacych w okresie laktacji

Autor: mgr Karolina Ropejko
Promotor: dr hab. Magdalena Twaruzek, prof. uczelni
Zakres tematyczny i zawartos¢ Rozprawy

Rozprawa doktorska autorstwa mgr Karoliny Ropejko dotyczy niezwykle waznego
tematu biomonitoringu mikotoksyn z wykorzystaniem mleka kobiecego oraz innych
ptynoéw ustrojowych kobiet w okresie okotoporodowym. Mikotoksyny to wtorne
metabolity grzybow plesnowych wytwarzane przez rodzaj Aspergillus, Penicillium, czy
Fusarium; ktore sa jedna z gldownych naturalnie wystepujacych klas toksyn
wykrywanych w zywnosci przeznaczonej dla ludzi pochodzenia zwierzecego oraz
ro$linnego. Jako biomarkery wybrano ochratoksyne A (OTA ) oraz zearalenon (ZEN) i
jego metabolity. Praca porusza zagadnienia oceny zawartosci tych zwiazkow w mleku,
surowicy krwi i moczu kobiet w okresie laktacji. Podjgcie tej tematyki ma ogromne
znaczenie ze wzgledu na to, ze mleko kobiece ktore jest pierwszym i optymalnym
pokarmem dla ludzkiego noworodka, moze by¢ tez zrodlem toksycznych substancji
pochodzacych z zywnosci lub ze Srodowiska. Czgs¢ uczestniczek przeprowadzonego

badania stanowig honorowe dawczynie pokarmu kobiecego, ktore nie tylko karmia




piersig wlasne potomstwo, ale takze oddajg mieko do banku mleka na uzytek dzieci
potrzebujacych. Kontrola jakosci i bezpieczenstwa pokarmu kobiecego w tym
kontekscie nabiera dodatkowego znaczenia, gdyz biorcami mleka z banku mleka jest
grupa bardzo wrazliwych pacjentéw - noworodki urodzone przedwczesnie, wymagajace
dtugiego leczenia. Rutynowe procedury rekrutacji dawczyn do banku mleka kobiecego
obejmujg wprawdzie wywiad epidemiologiczny oraz analize warunkow i stylu zycia,

ale nie przeprowadza si¢ rutynowo pogiebionego wywiadu zywieniowego.

W przedstawionej pracy zastosowano natomiast wobec wszystkich uczestniczek
autorski kwestionariusz ankiety w ktorym uwzglednione zostaly pokarmy i produkty
lub ich skladowe, ktore potencjalnie mogg by¢ zanieczyszczone przez mikotoksyny.
Dzigki temu bylo mozliwe okreslenie korelacji wyst¢powania ochratoksyny A w
moczu, surowicy krwi i mleku z dietg stosowang przez uczestniczki, co obok okreslenia
czgstosci 1 zawartosci obu badanych mikotoksyn w plynach ustrojowych, postawiono za
gtéwny cel pracy. Nawigzana wspolpraca z Regionalnym Bankiem Mleka w Toruniu
pozwolila na realizacje celi szczegolowych takich jak ocena wplywu na zawartosé
toksyn w mleku czystosci mikrobiologicznej pokarmu, zbadanie efektu pasteryzacji
oraz czynnikow matczynych (sposob zywienia dziecka, cechy demograficzne). Nadaje

to wynikom pracy dodatkowy walor praktyczny.

Przedstawiona do recenzji praca liczy 93 strony (pomijajac strony zawierajace
podzigkowania, spis tresci, spisy rysunkow, wykresow, zdjec oraz bibliografie).
Rozprawa ma uklad typowy dla prac doswiadczalnych. Rozpoczyna si¢
kilkustronicowym wstepem, po ktérym w kolejnych dwoch rozdziatach szczegotowo
opisano charakterystyke chemiczng i wystgpowanie badanych zwiazkéw w zywnosci.
Jak rowniez sposoby wyliczenia dawek spozycia tych toksyn wraz z pozywieniem. oraz
normy spozycia. Opisano tez mechanizm dziatania OTA i ZEN, toksokinetyke oraz
toksycznos¢ dla ludzi i zwierzat wraz z etiologia i obrazem klinicznym wywolywanych
chorob. Krotki, aczkolwiek bardzo wazny, rozdziat poswigcono aktualnym technikom
analitycznym umozliwiajacym wykrywanie mikotoksyn w zywnosci. Osobne dwa
rozdzialy dotycza charakterystki mleka kobiecego w kontekscie sktadu odzywczego
oraz korzysci prozdrowotnych wynikajacych z karmienia piersia ( rozdziat 6) oraz
dzialalnosci bankéw mleka ( rozdziat 7). Kolejny rozdzial, poprzedzajgcy

sformutowany cel badan, poswigcono omoéwieniu stanu wiedzy dotyczacego




bezpieczenstwa mieka, w tym pokarmu kobiecego, pod katem zanieczyszczenia
ochratoksyng A oraz aflatoksyng M1. Nastepny rozdzial rozprawy pt. Materiat
badawczy 1 metody zawiera wykaz odczynnikéw i sprz¢tu oraz opis metod oznaczania
badanych zwigzkéw. Opisano tez doktadnie sposob pobierania i przechowywania
materiatu biologicznego uzytego do oznaczen, z wyjatkiem metod pobierania i
przechowywanie mleka kobiecego ktore zostaly potraktowane bardzo skrotowo. Ta
czes¢ pracy zostata bogato zilustrowana 20 zdjeciami dajacymi poglad uzytego sprzetu
laboratoryjnego, zawiera tez tabelg z wartosciami LOD oraz LOQ i odzysku
oznaczanych zwiazkéw w plynach ustrojowych. W opisie metodyki pracy zawarto tez
istotng informacje o pozytywnej opinii Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy w zwiazku
prowadzonym badaniem co jest kluczowe ze wzgledu na jego charakter i udzial matek

matych dzieci karmiacych piersia.

Wyniki pracy przedstawiono na 33 stronach w przejrzysty sposob utatwiajacy
czytelnikowi ich interpretacje. Statystki opisowe oraz testy normalnosci rozktadu dla
poszczegolnych zmiennych niezaleznych takich tak czgstosci spozycia produktow czy
czynniki matczyne zebrano w kilku odrgbnych tabelach. Wyniki przeprowadzonych
analiz regresji liniowej za pomoca utworzonych modeli zilustrowano korelogramami
zbiorczymi zmiennych oraz wykresami ilustrujgcymi tylko poszczeg6lne zaleznoscei.
W toku dyskusji otrzymane wyniki autorka zestawila do dostgpnych danych
literaturowych podkreslajac pewne ograniczenia zwigzane z brakiem innych badan
poréwnujacych zaleznos¢ wystepowania toksycznych zwiazkéw w ptynach ustrojowych
kobiet w okresie laktacji od czynnikéw matczynych i demograficznych. Wskazano tez
na brak danych eksperymentalnych dotyczacych wplywu procedur i wytycznych
stosowanych w bankach mieka na zawartos¢ mikotoksyn (pasteryzacja, czystos¢
mikrobiologiczna). Mozna to jednak potraktowac jako dowdd unikatowosci

recenzowane] pracy. Rozprawe koncza poprawnie sformutowane wnioski.




Istotne i oryginaine elementy Rozprawy
Do istotnych elementéw badania decydujacych o jego duzej wartosci naukowej i

praktycznej zaliczam:

1. Szeroki zakres badania pod katem analizy zawartosci ochratoksyny A w trzech
rodzajach ptynéw ustrojowych takich jak mocz, surowica krwi oraz mleko
kobiece oraz zearalenonu i jego metabolitow w moczu.

2. Wykorzystanie potencjatu analitycznego oraz zaplecza klinicznego banku mleka
kobiecego do uzupelnienia badania o charakterze biomonitoringu mleka o nowe
dane ktore potencjalnie moga mie¢ znaczenie dla wystapienia biomarkerow.

3. Wykorzystanie kwestionariusza ankiety pozwalajgcego ocenic czestosé spozycia

pokarmow ktore mogg by¢ zrodiem badanych zanieczyszczen
Uwagi krytyczne

W czesci teoretycznej rozprawy autorka piszac o korzysciach karmienia piersig przytacza
wiele badan potwierdzajacych korzysci zdrowotne zywienia naturalnego wezesniakow
ktore sg bardzo szczegoélna grupa noworodkow. Wsrod cytowanych w rozdziale
6 publikacji dotyczacych mleka kobiecego wiele dotyczy zywienia pasteryzowanym
miekiem z banku mleka, ktorego dzialania nie powinno si¢ zréownywac do efektow
zwigzanych z kamieniem mlekiem wprost z piersi. Duza cze$¢ przywotanych w tym
fragmencie publikacji ma charakter opinii eksperckich lub przegladéw literatury.
Tymczasem pomini¢to publikacje o charakterze przegladow systematycznych i
metaanaliz z wieloosrodkowych badan populacyjnych ktore stoja najwyzej w hierarchii
dowodéw naukowych. To na ich na podstawie formulowane sg zalecenia dotyczace
interwencji w obszarze zdrowia publicznego, w tym karmienia piersia.
Pewnym niedociagnigciem pracy jest brak informacji o liczebnosci populacji
przewidzianej do udzialu w badaniu wraz ze wskazaniem ilu uczestniczkom
zaproponowano udzial, ale nie wyrazity one zgody. Biorac pod uwage wyniki prac innych
autorow wskazujace na stosunkowo rzadkie wystgpowanie badanych zanieczyszczen w
mleku kobiecym, Zle dobrana préba badana nie pozwolitaby zbada¢ zalozonych
zaleznodci. Duzym ulatwieniem dla czytelnika bylby tez diagram ilustrujacy przebieg
rekrutacji pacjentek, na ktorym mozna by tatwo podsumowac, ile probek i jakiego rodzaju
poddano ostatecznie analizie i w ilu przypadkach material i dokumentacja pozyskana od

uczestniczek byta kompletna (prébka moczu, krwi i mleka oraz ankieta dotyczaca diety).




Badana populacja wydaje si¢ by¢ dos¢ niejednorodna - dawczynie pokarmu kobiecego
ktore stanowia 34% grupy badanej to, specyficzna pod wieloma wzgledami grupa kobiet,
ktéra moze znacznie rozni¢ si¢ zwyczajami zywieniowymi jak rowniez praktykami
karmienia piersig od pozostatych uczestniczek badania. Szczegolnie w kontekscie analizy
mleka moze mie¢ znaczenie, to ze dawczynie mleka to kobiety, ktore rutynowo odciagaja
mleko do banku, wobec tego dobrze znajg zaro6wno techniki odciagania pokarmu jak i
zasady higieny i sposob postgpowania z odciagnigtym mlekiem. Brakuje informacji czy

jakies wytyczne w tej kwestii przekazano pozostalym pacjentom.

Jednoczesnie cheialam pokreslié, ze zarowno eksperymentalne metody analityczne, jak i
diagnostyczne metody identyfikacji bakterii oraz badania skladu mleka stosowane
rutynowo w banku mleka, zostaty prawidlowo dobrane do osiagnigcia zalozonych celow

naukowych.

W pracy nie znalaztam tez szczegotowych informacji o ustalonym protokole zbierania
mleka ktory definiowalby nie tylko objetos¢ probki, ale takze etap laktacji w ktdorym
prowadzona jest zbiorka oraz pory dnia w ktorej probka zostata odciagnieta. Nie
okreslono, czy mleko bylo pobierane r¢ka czy tez za pomoca laktatora (elektrycznego
czy recznego), czy bylo od razu mrozone po pobraniu, i czy bylo przechowywyane w
domowych zamrazarkach przed przekazaniem do badan, jakie byly warunki transportu
probek do docelowych laboratoriow, gdzie odbywaly si¢ poszczegolne oznaczenia, z
jakiej pory dnia pochodzito mleko do badan. Wszystkie te szczegdly moga mie¢ wplyw
na uzyskane wyniki, szczegolnie te odnoszgce si¢ do mleka. Brak powtarzalnych
schematow zbierania materiatu jest jedng z gléwnych przeszkod w pordéwnaniu
otrzymanych wynikow pomigdzy badaniami i utrudnia sformulowanie bardziej
og6lnych wnioskow na temat bezpieczenstwa mleka. Ma to szczegdlnie znaczenie w
kontekscie wiedzy, o tym ze np. stosunek st¢zenia ochratoksyny A w mleku do stgzenia
w surowicy (ratio M/P) jest rozny w zaleznosci od etapu laktacji i objetosci mleka.
Szkoda, ze autorka nie podjeta analizy tego wskaznika w przypadku probek mleka w
ktorych wykryto zanieczyszczenia OTA w mleku, i w surowicy, i nie odniosta wynikow
do fazy laktacji z ktorej pochodzila probka (w ankiecie dia uczestniczek znajduje sie
pytanie o aktualny wiek dziecka ktéry pozwala wyliczy¢ tydzien laktacji).
Najistotniejsze jednak oczywiscie byloby ocena narazenia dzieci na spozycie

mikotoksyn wraz z mlekiem matki, to jednak wymagaloby informacji o objetosci




spozywanego przez dziecko pokarmu w czasie, kiedy pokarm oddawany byt do analizy.
W pracy wykazano wplyw rodzaju i czgstosci spozycia wybranych produktow
spozywczych, na zawartos¢ ochratoksyny A w moczu i surowicy krwi ale
zaobserwowane korelacje byly stabe lub umiarkowane. W kolejnych badaniach
nalezaloby moze uzyé zwalidowanego kwestionariusza czestosci spozycia pokarmow
FFQ ( ang. Food Frequency Questionnaires ) ktory umozliwia wykrycie rowniez
nieoczywistych zaleznosci.

Podejmujgc tak wazne z punktu widzenia zdrowia publicznego tematy jak
biomonitoring z wykorzystaniem plynow ustrojowych kobiet w okresie
okoloporodowym, zawsze trzeba miec tez na wzglgdzie dobro matki i karmionego
piersig dziecka. Przedstawiona do recenzji praca z pewnoscia jest punktem wyjscia do
szerszej dyskusji na ten temat. Zastanawia wigc w jaki sposob i czy w ogole,
przekazano informacje o wynikach uczestniczkom badania w przypadku wykrycia
zanieczyszczenia OTA w mleku.

Uwagi redakcyjne

Rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie i estetycznie pod katem skladu tekstu.
z wykorzystaniem kolorowych zdj¢¢ i schematéw. Natknetam sie na kilka drobnych
bledow i niezrgcznosci stylistycznych jak np. ,, prowadzona dieta™ , ,,najpopularniejsze
kwasy” ktdre nie majg wplywu na merytoryczng oceng pracy. Na schemacie nr 7
ilustrujgcym narazenie matek i noworodkéw na zywnosé skazong mikotoksynami
znajduje si¢ informacja, ktora moze sugerowac, ze transfer laktacyjny dotyczy

przenikania toksyn z moczu do mleka, co wprowadza czytelnika w blad.

Whioski koncowe

Pani Karolina Ropejko wykazala si¢ szeroka wiedzg z zakresu planowania i
przeprowadzenia badan z wykorzystaniem probek pochodzacych od szczegdlnej grupy
uczestniczek jaka sa kobiety w okresie laktacji. Sposob prezentacji wynikoéw dowodzi
takze ze posiadla umiejetnos¢ opracowania bogatego materiatu biologicznego i
statystycznej analizy danych. Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne sa
racze]j zachetg do dyskusji na temat bezpieczenstwa mieka kobiecego i nowych wyzwan
zwigzanych z promocja karmienia piersig, i w niewielkim stopniu obnizaja bardzo

wysokg warto$¢ merytoryczng rozprawy.




Stwierdzam, Ze rozprawa p.t.: ,, Ochratoksyna A w mleku, moczu i surowicy krwi
ora zearalenon w moczu kobiet bedacych w okresie laktacji ., speinia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnosze wiec o dopuszczenie jej do
publicznej obrony i kontynuowanie czynnosci w ramach przewodu doktorskiego Pani

mgr Karoliny Ropejko.
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