Putawy, 26 maja 2017 r.
Dr hab. Teresa Szczesna, prof. nadzw.
Instytut Ogrodnictwa, Zakfad Pszczelnictwa
24-100 Putawy, ul. Kazimierska 2

Recenzja pracy doktorskiej mgr Tomasza Kiljanka
"Wielosktadnikowa metoda oznaczania pestycydéw w diagnostyce zatrué

pszczot”

wykonanej w Zakfadzie Farmakologii i Toksykologii Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego
— Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach, pod kierunkiem naukowym promotora -
dr hab. Alicji Niewiadomskiej, prof. nadzw. i promotora pomocniczego - dr hab. Piotra
Jedziniaka, prof. nadzw.

Podstawa formalng wykonania niniejszej recenzji jest uchwata Rady Naukowej Paristwowego
Instytutu Weterynaryjnego — Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach podjeta w
dniu 26 czerwca 2013 r. powotujgca mojg osobe w sktad Komisji ds. przeprowadzenia
postepowania w przewodzie doktorskim mgr Tomasza Kiljanka i powierzajaca mi funkcje
recenzenta.

Prowadzone w ostatnich latach badania potwierdzajg, Ze jedng z wielu przyczyn
zwiekszonych upadkéw rodzin pszczelich, okreslanych czesto jako tzw. syndrom masowego
giniecia rodzin pszczelich (CCD, ang. Clony Collapse Disorder) w czasie sezonu
pszczelarskiego, s zatrucia pszcz6t na skutek masowego w ostatnim czasie stosowania w
rolnictwie chemicznych $rodkéw ochrony ro$lin. Zatrucia te wystepuja zazwyczaj na wiosng |
latem, kiedy prowadzone s3 wzmozone zabiegi agrotechniczne. Najczgéciej do zatrucia
pszczot dochodzi poprzez niewtasciwe uzycie srodkéw ochrony roélin i w czasie stosowania
na uprawach, gdzie znajduje sie wigksza ilo$¢ kwitnacych chwastéw oblatywanych przez
pszczoty. Ogromne zagrozenie dla pszczot upatruje sie w $rodkach ochrony roslin najnowszej
generacji, nalezacych do insektycydow dziatajacych uktadowo, szczegéinie z grupy
neonikotynoidéw. Dtugotrwatego oddziatywania dawek subletalnych tych zwigzkéw na
pszczoty moze by¢ gtéwnym badz dodatkowym czynnikiem zwiekszonej $miertelnosci rodzin
pszczelich. Srodki ochrony roslin mogg powodowac nie tylko tragiczne w skutkach zatrucia
pszczot, ale réwniez przedostawac sie do produktéw pszczelich. Wybor tematu rozprawy
doktorskiej przedtozonej do recenzji uwazam zatem za trafny i niezwykle istotny. Miesci sig
on w gtéwnym nurcie badari érodkéw ochrony roslin w kontekscie ich szkodliwosci dla
owadoéw zapylajacych i oceny ryzyka ich stosowania dla pszczét, jak réwniez w celu ochrony
zdrowia konsumentéw miodu i innych produktéw pszczelich.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl trzech
opublikowanych w latach 2016-2017 prac naukowych, na ktdry skfadajg sig: jedna praca
przegladowa oraz dwie prace oryginalne (wykaz ponizej), poprzedzone obszernym
opracowaniem wprowadzajgcym.

Wykaz publikacji sktadajacych sie na rozprawe doktorska:



1. Kiljanek T., Niewiadomska A., Posyniak A., 2016, Pesticide poisoning of honeybee: a
review of symptoms, incident classification, and cause of poisoning. Journal of Apicultural
Science, 60(2), 5-24. DOI: 10.1515/JAS-2016-0024 - praca przegladowa (20 pkt. MNiSW;
IF=0,571)

2. Kiljanek T., Niewiadomska A., Semeniuk S., Gawet M., Borzecka M., Posyniak A., 2016,
Multi-residue method for the determination of pesticides and pesticide metabolites in
honeybees by liquid and gas chromatography coupled with tandem mass spectometry —
honeybee poisoning incidents, Journal of Chromatography A 1435, 100-114. DOI:
10.1016/j.chroma.2016.01.045 - praca do$wiadczalna (40 pkt. MNiSW; IF=3,926).

3. Kiljanek T., Niewiadomska A., Gawet M., Semeniuk S., Borzecka M., Posyniak A.,
Pohorecka K., 2017, Multiple pesticide residues in live and poisoned honeybees —
preliminary exposure assessment. Chemosphere 175, 36-44. DOI:
10.1016/j.chemosphere.2017.02.028 - praca do$wiadczalna (35 pkt. MNiSW; IF=3,698).

Wszystkie prace wchodzacych w sktad przedtozonej rozprawy ukazaty sie w jezyku
angielskim w renomowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports (Journal of
Apicultural Science, Journal of Chromatography A i Chemosphere). Na podkreslenie zastuguja
ilosciowe wskazniki charakteryzujace publikacje wchodzace w sktad monotematycznego
cyklu. taczny Impact Factor (IF) wg. Journal Citation Reports edycja z 2015 r. wymienionych
prac wynosi 8,195, a suma punktow zgodnie z wykazem MNiSW z 2016 roku - 95.

Zaprezentowane w pracy doktorskiej badania stanowig wyodrebniong i samodzielng cze$¢
prowadzonych w Zaktadzie Farmakologii i Toksykologii w latach 2014 — 2015 badan. Do pracy
dotaczono stosowne oswiadczenia wspétautorow publikacji, ktére jednoznacznie wskazuja
na dominujgcy udziat Doktoranta w zebraniu pi$miennictwa i przygotowaniu publikacji
przegladowej (wktad wtasny doktoranta stanowi 85%) oraz w opracowaniu koncepcji badar,
wykonaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu uzyskanych wynikéw badan, w tym
metody analitycznej i przedstawieniu w formie 2 publikacji doswiadczalnych (wktad wiasny
doktoranta stanowi odpowiednio 70 i 65%). We wszystkich pracach Doktorant jest
pierwszym autorem, a zarazem autorem korespondencyjnym, co potwierdza jego kluczowa
role w opracowaniu naukowym tych prac.

Do cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy Doktorant dotaczyt opracowanie
wprowadzajace przedstawione w formie 32-stronicowego maszynopisu, poprzedzone listg
wchodzacych w zakres dysertacji publikacji oraz wykazem zastosowanych w pracy skrétéw.
Opracowanie to skfada sig ze wstepu, w ktérym Doktorant przedstawit zasadno$¢ podjetej
tematyki badawczej, zwiezle sprecyzowanego celu i zakresu pracy oraz opisu materiatu
badawczego i metodyki, w tym opisu poszczegdinych etapéw opracowanej metody
analitycznej, a takze syntetycznego omdwienia uzyskanych wynikéw oraz wnioskéw
koricowych. Opracowanie zawiera réwniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
bibliografie zawierajagcg wykaz 42 pozycji literaturowych zacytowanych w tekscie
opracowania.

Cel pracy (Rozdziat 2 opracowania) zostat sformutowany przez Doktoranta poprawnie, jest
jasny i nie budzi zastrzezen. Byto nim ,,...opracowanie kompleksowej wielopozostatosciowej
metody oznaczania pestycyddw w pszczotach, ktéra obejmowataby mozliwie najszerszy
zakres substancji aktywnych $rodkéw ochrony roslin oraz lekéw warroabdjczych



stosowanych obecnie w Polsce. Ponadto celem pracy byta ocena narazenia rodzin pszczelich
hodowanych w krajowych pasiekach na pestycydy oraz analiza zagrozeh wynikajacych z tego
narazenia”. W sformufowaniu drugieqo postawioneqo przez Doktoranta celu mam jedynie
drobng uwage. Bardziej poprawnym _sformutowaniem  ,hodowanych w_krajowych
pasiekach” uzytym przez Doktoranta _w_odniesieniu do rodzin pszczelich, byfoby
sformutowanie ,,utrzymywanych w krajowych pasiekach”.

Zakres pracy jest bardzo szeroki i obejmuje wiele aspektéw dotyczacych zatru¢ pszczot
pestycydami (praca 1), w tym mozliwosci wykrywania pozostatosci pestycydéw w pszczotach
z uwzglednieniem stosowanych metod analitycznych oraz opracowanie metody oznaczania
substancji aktywnych $rodkéw ochrony roslin w pszczotach (praca 2), a takze wykorzystania
wynikéw analiz szerokiego materiatu badawczego (okoto 400 probek pszczét zatrutych
érodkami ochrony roslin oraz prébek pszczét zywych z badari monitoringowych) w ocenie
narazenia pszcz6t na pestycydy (praca 2i 3).

Publikacje stanowigce rozprawe doktorskg uktadajg sie w logiczng catos¢, co zostato
odzwierciedlone w opracowaniu wprowadzajgcym. We wstepie tego opracowania Doktorant
uzasadnit celowos$¢ podjetych badani opisujac zjawisko masowego giniecia rodzin pszczelich
(CCD, ang. Colony Collapse Disorder) oraz przeprowadzajac szeroka analize problemu zatruc
pszczét érodkami ochrony roélin, jako jednego z gtéwnych czynnikéw wptywajacych na
ostabienie stanu zdrowia rodzin pszczelich, zwtaszcza w okresie wiosenno-letnim.
Zagadnienia zatru¢ pszcz6t pestycydami przedstawione w pracy przegladowej 1 (Rozdziat 1.1
opracowania), uwzgledniajg mechanizmy dziatania gtéwnych grup insektycydéw na owady
oraz objawy i klasyfikacje zatrué, opisujg takze stosowane obecnie systemy monitoringu
zatru¢ pszczét oraz dotychczasowe sposoby interpretacji uzyskanych wynikow badan
pozostatoéci pestycydéw w zatrutych owadach. W pracy Doktorant zwrdcit uwage na
problem toksycznosci mieszanin réznych grup pestycydéw, wskazujgc na mozliwy ich
synergizm w oddziatywaniu na pszczoty. Podkreslit réwniez ogromng role badar pozostatosci
érodkdw ochrony roélin w pszczotach w monitoringu zatru¢ pszczét, jako istotnego elementu
strategii ochrony zapylaczy. Wskazat takze na brak jednoznacznych kryteridéw, ktore
pozwalatyby oceni¢, czy wyniki badan diagnostycznych mogg wskazywac na wystgpienie
toksycznoéci ostrej u narazonych pszczét. Tym samym Doktorant potwierdzit znajomos¢
tematu i celowo$é wykonanych w pracy badan.

Przeglad metod oznaczania pestycyddw w pszczotach zostat przedstawiony w pracy
doswiadczalnej 2 (Rozdziat 1.2 opracowania). W pracy tej Doktorant zwrdcit m.in. uwage, ze
stosowane w ostatnim czasie metody analityczne wykorzystujace techniki chromatografii
gazowej i chromatografii cieczowej sprzezone z tandemowg spektrometrig mas (GC-MS/MS,
LC-MS/MS) daja co prawda mozliwosci oznaczania szerokiego zakresu pestycydow w
pszczotach oraz w produktach pszczelich (miodzie, pytku), nie sg jednak w stanie oznaczy¢
mozliwie szerokiego zakresu pestycyddw, zatwierdzonych obecnie do stosowania w Unii
Europejskiej. Takie mozliwosci daje jedynie potaczenie tych dwdch technik
chromatograficznych, co byto podstawg do opracowania przez Doktoranta nowej
wielosktadnikowej metody oznaczania pestycydoéw w pszczotach.

Wstep opracowania wprowadzajacego zostat uzupetniony o dane dotyczace dotychczas
publikowanych wynikéw badan prébek zatrutych pszczét, przede wszystkim zwigzkami
owadobdjczymi oraz w niewielkim stopniu grzybobdéjczymi i chwastobdjczymi (Rozdziat 1.3
opracowania, praca 1).



W czeséci metodycznej opracowania (Rozdziat 3 opracowania, praca 2 i 3) Doktorant opisat
materiat na ktéorym wykonat badania oraz sposob postepowania analitycznego na etapie
opracowywania metody analitycznej, tacznie z jej walidacja. Przeprowadzit réwniez badania
pozostatosci pestycyddw na szerokim materiale badawczym, ktéry stanowity prébki
martwych (74) i zywych pszczot (343) pozyskane w latach 2014-2015 w ramach realizacji
zadania pt. ,Monitorowanie stanu zdrowotnego i strat rodzin pszczelich w krajowych
pasiekach”, bedacego czescig Programu Wieloletniego PIWet-PIB 2014-2018 pt. ,,Ochrona
zdrowia zwierzgt i zdrowia publicznego”. Wyniki badan pestycydéw w prébkach martwych
pszczot zostaty opublikowane w pracy 2. Postuzyty one Doktorantowi do przeprowadzenia w
pracy 3 analizy toksykologicznej pozostatosci pestycyddw w martwych i Zywych pszczotach.
Uwazam, ze w pracy 3 nalezato jedynie powota¢ sie na prace 2 w czesci dotyczgcej materiatu
badawczego, a nie powtarzaé sie, jak to uczynit Doktorant. Poprosze zatem o wyjasnienie
takieqo ujecia redakcyjnego.

W syntetycznym oméwieniu wynikéw (Rozdziat 4.1 opracowania, praca 2) Doktorant
przedstawit opracoWana w swoich badaniach metode oznaczania pestycydéw oraz ich
metabolitéw w prébkach pszczét. Modyfikacja i zoptymalizowanie techniki QUEChERS na
etapie przygotowania probki do analiz byta jednym z najistotniejszych elementéw na etapie
opracowania metody. Réwnolegte wykorzystanie techniki GC-MS/MS i LC-MS/MS umozliwia
oznaczenie mozliwie szerokiego spektrum - 200 zwigzkéw, z ktoérych 195 jest aktualnie
zatwierdzonych do stosowania w UE jako substancje aktywne $rodkéw ochrony roslin oraz
ich metabolitéw z grupy insektycydéw m.in. z grupy fungicydéw, herbicydéw, regulatoréw
wzrostu, akarycydéw i innych. Opracowang procedure badawczg poddano walidacji zgodnie
z wytycznymi przewodnika SANCX0/12571/2013 oraz, jak pisze Doktorant w opracowaniu
wprowadzajgcym, po dodatkowej walidacji przeprowadzonej dla 226 pestycydéw w miodzie,
weryfikacji w miedzynarodowych badaniach biegtosci, co pozwolito na jej akredytacje przez
Polskie Centrum Akredytacji w odniesieniu do wymagan normy PN-EN ISO/IEC 17025. W tym
miejscu nasuwa sie pewna wgtpliwosé, ktéra wymaga wyjasnienia, czy akredytacia metody
dotyczyta oznaczania pestycydéw w miodzie, czy w pszczotach, poniewaz nie jest to dla mnie
do korica jednoznaczne.

Wykryte opracowang metoda pozostafosci pestycyddw w prébkach martwych i zywych
pszcz6t (Rozdziat 4.2 opracowania, praca 2 i 3) wskazujg na obecnos¢ tacznie 81 réznych
zwigzkéw, ktére wykazujg 30 réznych mechanizméw dziatania. Jest to jak dotgd najbardziej
wszechstronny obraz narazania pszczét na pestycydy zaobserwowany po raz pierwszy w
pasiekach naszego kraju, co niewatpliwie potwierdza ogromne znaczenie podjetych przez
Doktoranta badan w wyjasnieniu przyczyn spadkéw rodzin pszczelich w krajowych
pasiekach.

W ocenie narazania pszcz6t na pestycydy (Rozdziat 4.3 opracowania, praca 2 i 3), Doktorant
wykazat, ze martwe pszczoty byly narazone fgcznie na 57 pestycydéw oraz metabolitow, w
tym 21 insektycydéw i ich metabolitow, 20 fungicydéw, 12 herbicyddéw, 2 akarycydy oraz 2
metabolity lekéw warroabdjczych. Z kolei zywe pszczoty byty narazone fjcznie na 48
pestycydéw, w tym 9 insektycyddw i ich metabolitéw, 27 fungicydéw, 4 herbicydy, 2
akarycydy oraz 6 lekéw warroabdjczych i ich metabolitéw. Substancjami najczesciej
powodujgcymi zatrucia pszcz6t w Polsce byly trzy substancje: chloropiryfos, dimetoat i
klotianidyna. W analizie zagrozen narazania pszcz6t na pestycydy wykonanej na podstawie
wynikéw badari ich pozostatosci w martwych oraz zywych pszczotach Doktorant potwierdzit
synergistyczny wptyw systemicznych fungicyddw na wzrost toksycznosci insektycydow.




Doktorant podjat sie réwniez (Rozdziat 4.4 opracowania, praca 3) toksykologicznej
interpretacji wynikow badan pozostatosci pestycydow w prébkach martwych pszczét
pozyskanych w ramach diagnostyki zatru¢ oraz w probkach zywych pszczét z badan
monitoringowych. Interpretacja uzyskanych danych zostata przeprowadzona na podstawie
tzw. wspoétczynnika zagrozenia (HQ, ang. Hazard Quotient) wykorzystywanego do oceny
ryzyka stosowania $rodka ochrony roslin na etapie jego rejestracji. Wspétczynnik ten
umozliwia ocene sumy pozostatosci wykrytych w pszczotach, nie uwzgledniajac jednak - ze
wzgledu na brak wystarczajgcych badan - ich synergistycznego dziatania. Wartos¢ HQ 50
wyliczona przez Doktoranta dla grupy pszczoét zywych i martwych, przy zatozeniu naturalnej
Smiertelnosci przyjetej przez EFSA na poziomie 5,3%, moze by¢ przyjeta jako wartos¢
graniczna rownoznaczna z zatruciem pszczot. Doktorant tym samym potwierdzit przydatnosé
wspotczynnika zagrozenia HQ w diagnostyce zatru¢ pszczét srodkami ochrony roslin, ktéry
moze stanowi¢ wstepne kryterium w ocenie wynikow badan diagnostycznych.

Na podstawie wynikéw czeéci dos$wiadczalnej pracy doktorskiej Doktorant wysnut wtasciwe
wnioski (Rozdziat 5 opracowania, praca 2 i 3), ktére potwierdzajg, ze cel pracy zostat z
powodzeniem osiggniety. Niewatpliwie waznym dokonaniem badawczym Doktoranta jest
opracowanie metody analitycznej oznaczania pozostatosci dwustu pestycydoéw i ich
metabolitdw w pszczotach z wykorzystaniem techniki chromatografii cieczowej i gazowej
sprzezonymi z tandemowag spektrometria mas. Opracowanie metody oznaczania pestycydéw
w pszczotach i jej wdrozenie do praktyki laboratoryjnej moze stanowi¢ doskonate narzedzie
w diagnostyce zatru¢ pszczét oraz w kompleksowym monitorowaniu narazenia pszczét na
stosowane w kraju pestycydy. Wykrycie i oznaczenie w prébkach pszczét tak szerokiego
spektrum réznego rodzaju toksycznych substancji wskazuje na ogromne skazenie srodowiska
naturalnego, wynikajgce ze stosowania w rolnictwie srodkéw ochrony roslin. Nalezy zatem
podjg¢ szybkie i skuteczne dziatania w celu ochrony owaddéw zapylajgcych i przeciwdziataniu
ograniczaniu ich bioréznorodnosci. Potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan w skutecznej
ochronie roslin majacych na celu zmniejszenie uzycia pestycydow pozwoli rowniez na
ograniczenie skazenia ptodéw rolnych szkodliwymi substancjami w ilosciach zagrazajacych
zdrowiu konsumentow. ‘

Przeprowadzona powyzej szczegétowa analiza poszczegdlnych aspektédw pracy doktorskiej
Swiadczy o jej wysokiej jakosci i bardzo dobrym warsztacie badawczym. Stanowi ona
oryginalne rozwigzanie tematu naukowego. Doktorant trafnie dostrzegt i zmierzyt sie z
problemem negatywnego wptywu stosowanych w ochronie roslin szkodliwych substancji
chemicznych i ich metabolitéw na pszczoty. Wykazat sie dobra znajomoscig literatury
przedmiotu, umiejetnoscia stawiania i rozwigzywania probleméw naukowych i
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz umiejetnoscig wtasciwego opracowania
wynikéw badani i ich interpretacji. Rozprawe cechuje logiczna kolejno$¢ poszczegélnych
etapow pracy badawczej, a zaplanowany zakres czesci eksperymentalnej jest wiasciwy i
istotny dla sformutowanego celu.

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi nie umniejszajg w zaden sposob jej wartosci
merytorycznej i poznawczej. Wszystkie prace byly recenzowane i zdobyly uznanie, o czym
$wiadczy ich opublikowanie w renomowanych czasopismach naukowych z wysokim



wspétczynnikiem IF. Rola recenzenta w tego rodzaju dysertacjach polega na ocenie
formalnej.

Podsumowujac, przedtozona do zaopiniowania praca odpowiada warunkom okreslonym w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 (Dz.U. z 2003r., nr 65, poz. 595 ze zm.). Wnioskuje zatem do
Rady Naukowej Parfistwowego Instytutu Weterynaryjnego — Paristwowego Instytutu
Badawczego w Putawach o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Tomasza Kiljanka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na ogromna range rozwigzywanego w pracy problemu i jej wysoki poziom
merytoryczny, a takze szeroki zakres przeprowadzonych badan oraz ich opublikowanie w
uznanych czasopismach naukowych znajdujacych sie na liscie JCR i posiadajacych wysokie
wskazniki bibliometryczne - wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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Dr hab. Teresa Szczesna, prof. nadzw. Putawy, 26 maja 2017 r.



