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RECENZJA

dysertacji doktorskiej Pani lek. wet. Katarzyny Barbary Cieplinskiej pt. ,,Ocena
gentoksycznosci i mikrobiomu jelitowego u niedojrzatych ptciowo loszek narazonych na niskie
dawki zearalenonu” wykonanej w Katedrze Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz
Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem naukowym prof. dr
hab. Magdaleny Gajeckiej oraz: dr n. wet. Michata Dabrowskiego

Podstawe formalng recenzji stanowi pismo z dnia 25 marca 2021 r. (WMW-DZ.6312.5.2021)
zgodne z uchwatg Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko —
Mazurskiego w Olsztynie podjeta w dniu 19 marca 2021 .

Mikotoksyny od lat s3 uwazane za istotny problem w toksykologii. Pomimo tego, ze rzadko
dochodzi do ostrych zatrué¢ mikotoksynami, to ich obecno$¢ w zywnosci i paszach moze miec
negatywny wptyw na status zdrowotny zaréwno ludzi jak i zwierzat. Dotychczas odkryto ponad
450 roznych zwigzkow okreslonych wspdlnym mianem mikotoksyn, czyli substancji trujgcych
wytwarzanych przez grzyby. Jednak z tak duzej liczby powazng role w codziennym zyciu roslin,
zwierzat i ludzi odgrywa jedynie kilka. Do najbardziej niebezpiecznych z toksykologicznego
punktu widzenia nalezg aflatoksyny, ochratoksyny, trichoteceny (deoksyniwalenol (DON),
niwalenol (NIV), toksyna T-2 oraz toksyna HT-2), fumonizyny i zearalenon (ZEN). Warto w tym
miejscu podkresli¢, ze regulacje prawne chronigce przed szkodliwym dziataniem tych
mikotoksyn sg mocno zréznicowane dla ludzi i zwierzat. Maksymalne dopuszczalne poziomy
mikotoksyn w zywnosci czy dopuszczalne dzienne pobrania dla ludzi s3 wystarczajgco
udokumentowane. Natomiast w przypadku u zwierzat sg tylko tymczasowe orientacyjne
zalecenia Komisji Europejskiej (2016 r.).

Bardzo powainy problem, szczegélnie w warunkach klimatu chtodnego i umiarkowanego,
stanowig mikotoksyny wytwarzane przez grzyby plesniowe nalezace do rodzaju Fusarium, a
wsrdd nich zearalenon. Zwigzek ten wykazuje dziatanie estrogenne wywotujgc zaburzenia w
cyklu rozrodczym. Moze on prowadzi¢ do zmniejszenia masy ciata ptodéw, poronien,
bezptodnosci, a nawet uszkodzen organdéw ptciowych. Odziatywanie zearalenonu na stan
zdrowia zwierzat a w szczegdlnosci najbardziej wrazliwej na jego dziatanie trzody chlewnej jest
obszarem wiedzy umiarkowanie rozpoznanym i przebadanym. Jednym 2z wiodacych



Swiatowych osrodkéw naukowych w tym zakresie jest Katedra Prewencji Weterynaryjnej i
Higieny Pasz Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska omawia mato znane zagadnienia wptywu
niskich dawek zearalenonu na uktad pokarmowy loszek w aspekcie jego genotoksycznosci w
poszczegdlnych odcinkach jelit oraz okresleniu czasowej zmiennosci w jakosciowym i
ilosciowym sktadzie mikroflory jelitowej (flory bakteryjnej i mykologicznej) prowadzacej czesto
do dysbiozy jelitowej, stad wybdr tematu oceniam jako bardzo trafny i nowatorski.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z 2 jednotematycznych oryginalnych artykutéw
naukowych opublikowanych w miedzynarodowym czasopismie w latach 2018 —2019.

1. Cieplinska K, Gajecka M, Nowak A, Dabrowski M, Zielonka t, Gajecki MT. The
gentoxicity of caecal water in gilts exposed to low doses of zearalenone. Toxins 2018,
10(9):350; doi: 10.3390/toxins10090350. IF = 3.273; pkt MNiSW = 35.

2. Cieplinska K, Gajecka M, Dabrowski M, Rykaczewska A, Lisieska-Zotnierczyk S,
Bulinska M, Zielonka t, Gajecki MT. Time-Dependent Changes in the Intestinal
Microbiome of Gilts Exposed to Low Zearalenone Doses. Toxins 2019, 11(5):296. doi:
10.3390/toxins11050296. IF = 3.895; pkt MNiSW = 100.

Wiaczone do cyklu publikacyjnego prace sa opracowaniami wieloautorskimi w ktérych
Doktorantka jest pierwszym autorem, a jej wktad w przygotowaniu prac oceniono na 55%.
Artykuty zostaty opublikowane w renomowanym czasopismie ujetym na liscie Journal Citation
Reports (JCR). Sumaryczny czynnik wptywu (IF) wynosi 7.168, a taczna liczba punktéw dla
czasopisma z bazy MNiSW wynosi 135. Zataczone prace sg artykutami doswiadczalnymi
zawierajacymi wyniki badan wtasnych. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze stanowi to dodatkowa
bardzo pozytywng recenzje zaréwno tematyki jak i przeprowadzonych badan. Warto
zaznaczyé, ze spetniajgcy wymog jednotematycznosci cykl 2 prac obejmujacy w sumie 38 stron
maszynopisu komputerowego jest zdecydowanie wystarczajacy, poniewaz uwzglednia
zagadnienia poswiecone tematyce bioaktywnos$éi ZEN u niedojrzatych piciowo loszek i
wyczerpuje wszystkie postawione w dysertacji doktorskiej cele. Koncepcja pracy doktorskiej
jest dobrze przemyslana obejmujac aspekty poznawcze jaki i posrednie zastosowanie
praktyczne we wczesnym wyrywaniu czynnikéw ryzyka w postaci raka wybranych odcinkéw
jelit, piersi lub macicy.

Rozprawa na stopien doktora nauk weterynaryjnych zostata napisana przez lek. wet.
Katarzyne Cieplinska na 54 stronach maszynopisu komputerowego wliczajac w to streszczenie
w jezyku polskim i angielskim i wykaz 99 pozycji pisSmiennictwa. W tekscie pracy w rozdziale
materiat i metody znajduje sie 1 tabela, a wynikach badan wystepuje takze 1 tabela oraz 11
rycin. Ponadto w pracy zamieszczono 2 prace oryginalne opublikowane w renomowanym
miedzynarodowym czasopi$mie naukowym ,Toxins” z wysokim Impact Factor siegajacym
blisko 4 (IF — 3.895). Jest to zwiezle i logicznie ujeta rozprawa. Strona graficzna i edytorska
zostata wykonana starannie. Praca ma charakter interdyscyplinarny z uwagi na fakt, ze dotyka
zarowno zagadnien toksykologicznych, badan bakteriologicznych i molekularnych jak i
biocenozy przewodu pokarmowego, wykorzystujac przy tym réznorodne techniki badawcze.



We wstepie pracy Doktorantka przedstawia zagadnienia dotyczace narazenia niskimi dawkami
zearalenonu w jej niezmodyfikowanej formie. Opisuje zmiennos¢ fizjologiczng poszczegdlnych
odcinkéw przewodu pokarmowego zwracajac szczegélng uwage na procesy wchtaniania,
kumulacji i biotransformacji mikotoksyn. Autorka zgtebia temat zwigzany z niepewnoscia
wynikajacg z narazenia matymi dawkami ZEN, ktére bezposrednio zalezng od wielkosci dawki
i czasu narazenia. Trudne do przewidzenia reakcje oboczne s3 wynikiem tzw. efektu
kompensacji czyli przedtuzajgcego sie narazenia substancja macierzystg ZEN. Zagadnienie
opisujagce wspodtzalezno$¢ miedzy dawka i czasem narazenia oraz reakcja organizmu na
utrzymujaca sie kumulacje ZEN sa mato poznane. Z tego powodu Doktorantka postanawia
przeprowadzi¢ badania ktorych celem jest ocena bioaktywnosci ZEN polegajacym na
okreséleniu zaleznosci pomiedzy wielkoscig dawki zearalenonu podawanej per os w trzech
terminach narazenia do potencjatu niszczenia DNA czyli tzw. czasowej zmiennosci
gentoksycznosci caecal water oraz oceny mikrobiologicznej wybranych odcinkéw ukfadu
pokarmowego niedojrzatych ptciowo loszek.

W podrozdziale ,Genotoksycznosc CW” Doktorantka wyraznie podkresla, ze badania nad
gentoksycznoscig w obrebie przewodu pokarmowego swin majg duze znaczenie poznawcze w
aspekcie wczesnego wykrywania uszkodzern DNA, ktére moga wywotywaé mutacje w
komérkach somatycznych, czesto prowadzac do transformacji ztosliwej w tym wystagpieniu
zmian nowotworowych. Autorka pracy do oceny gentoksycznosci wybrata test kometowy,
ktéry jest najczesciej stosowang technika do wczesnego wykrywania uszkodzern DNA i
potencjalnych skutkéw mutagennych w prébkach tresci jelit z okreslonego odcinka przewodu
pokarmowego.

W kolejnym podrozdziale dotyczacym ,Mikrobioty jelitowej” doktorantka opisuje zaleznosci
pomiedzy prawidtowa dietg u loszek a obecnoscig substancji niepozadanych jaka jest ZEN,
wskazujac, ze obecnosé zearalenonu moze by¢ przyczyng dysbiozy jelitowej prowadzac do
zmian skfadu flory saprofitycznej i pojawienie sie niekorzystnych drobnoustrojow
chorobotwoérczych.

Te ostanie zagadnienia byty zasadniczym celem badan doktorantki. Cze$¢ eksperymentalna
pracy wykonana zostata na 60 klinicznie zdrowych niedojrzatych piciowo loszkach o
poczatkowej masie ciata (m.c.) okoto 14 -16 kg (w wieku okoto 6-7 tygodni). Zwierzeta
podzielono na 3 grupy doswiadczalne po 15 loszek na kazdg grupe eksperymentalna. Loszki
otrzymywaly per os pasze zawierajacg po 5, 10 i 15 pg ZEN/kg m.c., a samicom kontrolnym
podawano kapsutki zelowe wypetnione pasza bez mikotoksyny. Doktorantka przeprowadzita
analize toksykologiczng pasz przed rozpoczeciem doswiadczenia, badania sekcyjne polegajace
na pobraniu podwigzanych wycinkow jelit w 7, 21 i 42 dniu narazenia ZEN oraz badania
genotoksycznosci tresci jelit z wykorzystaniem linii komdrkowej nabtonka nerki swinki i testu
kometowego. Ponadto autorka pracy wykonata badanie bakteriologiczne mikroflory jelitowej
(bakterii i grzybdw) wykorzystujac do identyfikacji biochemicznej system VITEK 2. Doktadne
opisywanie przebiegu doswiadczen jest w recenzji zbednym balastem. Wyrazam opinie, ze
zostaty one dobrze zaplanowane i wykonane.

W wyniku przeprowadzenia testu kometowego autorka pracy potwierdzita ogdlny trend
polegajacy na procentowym wzroscie uszkodzerh DNA we wszystkich terminach narazenia, ze
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szczegbdlnym uwzglednieniem grupy ZEN 10 (40% + 7,5%) i ZEN 15 (45,6% * 7,4%) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej C i grupy ZEN5 (odpowiednio 19,8% i 24,1%) w 7 dniu
narazenia. Doktorantka stwierdzita wyrazne odstepstwo w grupie ZEN 10 w 42 dniu narazenia,
gdzie wartosci gentoksycznosci znacznie odbiegaty od pozostatych terminéw czasowych. W
pozostatych terminach narazenia tj. 21 i 42 dzier wartosci gentoksycznosci dla wspomnianych
grup ZEN réwniez miaty miejsce choé¢ w mniejszym nasileniu. Analizujgc poszczegdlne grupy
doswiadczalne Doktorantka wyrazita poglad o istotnym wzroscie gentoksycznosci w tresci jelit
w réznych terminach narazenia, co w praktyce moze oznacza¢, ze tego typu badania s
niezwykle istotne z punktu widzenia cztowieka, wigzac sie z ryzykiem wystgpienia raka
wybranych odcinkéw jelit, piersi, macicy i innych docelowych narzadéw estrogenno-
wrazliwych. Obecno$¢ zearelanonu w organizmie cztowieka zwigksza prawdopodobienstwo
hiperestrogenizmu, a w konsekwenciji inicjacji wzrostu nowotwordw zfosliwych i tagodnych. U
zwierzat, a w szczegdlnosci u trzody chlewnej ocena zmiennosci mikrobioty jelitowej podczas
narazenia niskimi dawkami ZEN wedtug Doktorantki umozliwia $ledzenie zmian w skfadzie
jakosciowym i ilosciowym bakterii i grzybdw. Szczegélnie interesujacy jest fakt, na co autorka
pracy kilkukrotnie zwraca uwage, ze utrzymujaca sie mikotoksykoza zearalenonowa jest
stanem sprzyjajagcym namnazaniu sie drobnoustrojoéw z gatunku Clostridium difficile. Wedtug
Doktorantki z racji zmian dysbiotycznych wywotanych przez wspomniany szczep bakteryjny
oraz w wyniku narazenia niskimi dawkami ZEN w jelicie slepym moze dochodzi¢ do stanu
zapalnego jelit ujawniajgcych sie w stanach subklinicznych, co w konsekwencji prowadzi do
znacznych strat ekonomicznych w hodowli swin.

Otrzymane w pracy doktorskiej wyniki badan maja niezaprzeczalng wartos¢ naukowa.
Stanowig istotny wktad w toksykologie weterynaryjna, znaczaco rozszerzajac naszg wiedze nt.
stymulujgcego i prewencyjnego wptywu niskich dawek ZEN na miode rozwijajace sie loszki.
Doktorantka wykazata, ze podawanie ZEN w niskich dawkach ufatwia mtodym loszkom w
procesie dojrzewania pfciowego 1z racji wystepujacego u nich fizjologicznego
hypoestrogenizmu, a takze maja dziatanie podobne do zakazanych obecnie antybiotykowych
stymulatoréw wzrostu, co z kolei korzystnie wptywa na produkcje trzody chlewnej.

Doktorantka trafnie dobrata literature zaréwno Swiatowa jak i krajowa a jej dobdr pod
wzgledem tematycznym i merytorycznym uwazam za trafiony. Podsumowanie rozprawy
doktorskiej i ostrozne wnioskowanie dobrze swiadczy o dojrzatosci badawczej Doktorantki.

Zauwazone w trakcie czytania drobne potkniecia jezykowe oraz nie fortunne sformutowania
zostaty zaznaczone w tekscie pracy i nie umniejszaja jej wartosci. Na pochwate zastuguje
imponujaca ilos¢ rycin ktére w znaczacy sposob utatwiajg czytajagcemu interpretacje wynikow
badan. W polskiej wersji jezykowej rozprawy doktorskiej na stronie 24 wymienione w tekscie
ryc. 3A i 3B omytkowo nie zostaty zamieszczone w opracowaniu. Brakuje rowniez wykazu
skrotow, ktéry w znaczacy sposéb ufatwiajg czytajagcemu zrozumienie tekstu. W podrozdziale
4.2. dotyczacego ,Zmiennosci mikrobioty jelitowej rozdziatu , Dyskusja” na stronie 41 brakuje
opisu do skrétu ,,SPCA”.

Oceniajac przeprowadzone badania, rzeczowa interpretacje wynikdw, koricowe wnioski w
formie podsumowania uwazam, ze stanowig one logiczng catos¢. Wymienione w recenz;ji
uwagi nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra oceniam wysoko. Otrzymane w pracy doktorskiej
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wyniki badan majg duza warto$¢ poznawczg i praktyczng. Autorka pracy doktorskiej lek. wet.
Katarzyna Ciepliriska dobrze opanowata rézne techniki laboratoryjne i umiejetnie realizowata
badania okreslone w temacie.

Podsumowujgc wyrazam opinie, ze recenzowana rozprawa doktorska lek. wet. Katarzyny
Cieplinskiej pt. ,Ocena gentoksycznosci i mikrobiomu jelitowego u niedojrzatych ptciowo
loszek narazonych na niskie dawki zearalenonu” w petni odpowiada warunkom okreslanym
wg przepisdw ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki. (Dz.U. z 2017 r., poz. 1789), w zwiazku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30
sierpnia 2018 r., poz. 1669 ze zm.)

Z petng odpowiedzialnoscig przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warmirisko — Mazurskiego w Olsztynie wniosek o dopuszczenie lek. wet.
Katarzyny Barbary Cieplinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na fakt, ze przedstawiona do oceny praca stanowi istotny wktad w mato poznany
obszar wiedzy toksykologicznej wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie o wyrdznienie pracy doktorskiej lek. wet.
Katarzyny Barbary Cieplinskiej stosowng nagroda.

Putawy, dnia 14.05.2021 .

dr hab. Jacek Zmudzki, prof. instytutu



