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Analityka zatru¢ u zwierzat stanowi ciggle palacy problem zaréwno w kontekscie
klinicznej pracy lekarsko-weterynaryjnej, jak i zagadnien srodowiskowych. Mimo ogromnego
postepu w spektrometrii mas i metodach pokrewnych jaki miat miejsce w ostatnich kilku
dekadach, wysokie koszty takich analiz, a takze ciggle mata liczba specjalistéw posiadajacych
zaréwno kompetencje analityczne jak i wiedze lekarsko-weterynaryjng sprawiaja, ze tego typu
ustugi w warunkach polskich sg nadal mato dostepne. Z drugiej strony, na przestrzeni ostatnich
dwudziestu, trzydziestu lat, liczba ostrych zatru¢ u zwierzat wyraznie spadta. Jest to
przynajmniej po czesci spowodowane wycofaniem z rynku wielu niebezpiecznych pestycydow,
a takze wzrostem Swiadomosci spoteczenstwa i poprawa regulacji prawnych odnoszacych sie
do uzytkowania substancji chemicznych. Warto jednak pamietac¢, ze w miejsce wycofanych
starych i toksycznych pestycyddw pojawito sie w ostatnich latach wielokrotnie wiecej
substancji nowych, o niewielkim potencjale do wywofania zatrucia ostrego, ale czesto
niebezpiecznych przy ekspozycji przewlektej lub skojarzonej. Ta sytuacja stawia przed
toksykologami weterynaryjnymi liczne nowe wyzwania i sprawia, ze biegtos¢ w najnowszych
technikach analitycznych staje sie znacznie bardziej potrzebna niz kiedys.

Rodentycydy antykoagulacyjne od lat stanowig jedng z najczestszych przyczyn zatrué u
zwierzagt towarzyszgcych. Wediug ostatniego raportu rocznego brytyjskiego serwisu
toksykologicznego (VPIS, 2022), pestycydy te stanowily trzeciag najczestsza przyczyne
wszystkich zgtoszen. Ze wzgledu na znaczng filogenetyczng bliskos¢ organizméw docelowych
(gryzonie) i zwierzat towarzyszacych oraz gospodarczych, rodentycydy antykoagulacyjne nie
wykazujg tak typowej selektywnosci, jak ma to miejsce w odniesieniu do ogromnej wiekszosci
wspotczesnych  fungicydow, herbicydow, czy insektycydéw. Dlatego zatrucia
antykoagulantami, co zresztg Doktorant doskonale wykazat w swojej pracy, stanowig i



zapewne dtugo jeszcze stanowié bedg istotny problem w klinice ostrych zatru¢ u zwierzat. Co
wiecej, rozpowszechniajgca sie wsrdd gryzoni opornosé na starsze antykoagulanty przyczynita
sie do koniecznosci stworzenia nowych przedstawicieli tej grupy (tzw. rodentycydy
antykoagulacyjne Il generacji), ktére wykazujg niestety réwniez wiekszg toksycznosé¢ w
stosunku do zwierzat niedocelowych.

Jednak oprocz wysokiej toksycznosci w stosunku do kregowcéw, rodentycydy
antykoagulacyjne charakteryzujg sie wysoka trwatoscig oraz zdolnoscig do bioakumulacji i tym
samym odziatywania na réznych pietrach fancuchéw troficznych, szczegélnie w stosunku do
zwierzat drapieznych i padlinozernych. A zatem oprdécz istotnego znaczenia w toksykologii
zatruc ostrych u zwierzagt domowych, rodentycydy antykoagulacyjne, zwtaszcza te nalezace do
drugiej generacji, stajg sie powaznym problemem srodowiskowym.

W tym kontekscie, podjete przez Doktoranta badania nad opracowaniem i
zastosowaniem nowoczesnej i precyzyjnej metody analitycznej stuzgcej oznaczaniu szerokiego
panelu antykoagulantéw w materiale biologicznym stanowig istotny wktad w zrozumienie
zagrozen srodowiskowych zwigzanych ze stosowaniem rodentycydéw antykoagulacyjnych w
Polsce. Ponadto, opracowana metoda dostarcza nowoczesne narzedzie diagnostyczne
lekarzom praktykom, co stanowi bardzo istotny aspekt aplikacyjny niniejszych badan. Nalezy
zwrdcié uwage, ze przedstawiona w dysertacji metoda analityczna jest rozwinieciem wczesniej
opracowanej metody przesiewowej obejmujacej nie tylko antykoagulanty, ale réwniez
wybrane insektycydy, kokcydiostatyki i mikotoksyny. Pierwotna metoda nie pozwalata jednak
na precyzyjne oznaczenie rodentycydéw w niektérych przypadkach, dlatego pojawita sie
koniecznos¢ opracowania nowej metody dedykowanej tej grupie zwigzkdw. W mojej ocenie
Doktorant bardzo dobrze wywigzat sie ze swojego zadania, a przedstawione w dysertacji
wyniki sg interesujgce i wskazujg na Jego duzg biegtos¢ w analityce toksykologicznej.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma klasyczny uktad, ze wstepem, celami i
zatozeniami pracy, opisem materiatu i metodyki badan, rozdziatem podsumowujgcym wyniki,
dyskusjg i wnioskami. Manuskrypt zostat napisany rzeczowo i klarownym jezykiem, zwraca tez
uwage duza dbatosc o strone edycyjng pracy. We wstepie Doktorant wyczerpujaco przedstawit
zagadnienie rodentycydéw antykoagulacyjnych. Opisat historie odkrycia dikumarolu i
pozniejsze badania, ktére doprowadzity do rozwoju szerokiej grupy zwigzkéw pochodnych,
scharakteryzowat poszczegdlne grupy chemiczne i ich przedstawicieli, doktadnie opisat ich
toksykodynamike i toksykokinetyke, a takze szczegétowo podsumowat dostepng wiedze na
temat ich toksycznosci u réznych gatunkdw zwierzat. Nastepnie Doktorant opisat analityke
antykoagulantéw zwracajac uwage na stosowane dotychczas metody, ich zalety i wady. W
mojej ocenie wstep jest merytoryczny i wskazuje na duzg wiedze Autora zaréwno w zakresie
rodentycyddéw antykoagulacyjnych, jak i szeroko pojetej analityki toksykologicznej.

Nastepnie Doktorant sprecyzowat cele i zatozenia pracy, jakimi byto opracowanie i
walidacja metody potwierdzajacej stuzacej do oznaczania rodentycydéw antykoagulacyjnych
w oparciu o chromatografie cieczowa i spektrometrie mas, a takze jej zastosowanie w
badaniach materiatu pobranego zaréwno od zwierzat towarzyszacych, jak i dzikich w latach
2018-2022.



Nastepnie Doktorant szczegdtowo opisuje materiat badawczy i metody. Dokfadnie
przedstawia pochodzenie badanych prébek watréb i surowicy, postepowanie z materiatem
prébkowym, przygotowanie szeregéw rozciefczen wzorcéw, oraz aparature badawczg.
Opisuje metode przesiewowg, a nastepnie szczegétowy tok optymalizacji procesu ekstrakcji
probek, oraz warunkéw rozdziatu chromatograficznego i detekcji w metodzie potwierdzajacej.
Etapy te sg przedstawione bardzo przejrzyscie i logicznie. Potem nastepuje opis procesu
walidacji. W mojej ocenie w tym miejscu powinien znalezé sie precyzyjny odnosnik
literaturowy do odpowiednich wytycznych. Zdaje sobie sprawe, ze taki odnosnik znalazt sie w
punkcie 4.3 Wstepu, ale uwazam, ze dla porzadku powinien zostac rowniez zamieszczony tutaj,
przy opisie procedur walidacyjnych.

W rozdziale ,Przebieg i wyniki badan” Autor bardzo klarownie i szczegdétowo opisuje
wybér optymalnych warunkow ekstrakcji rodentycydéw z materiatu biologicznego,
oczyszczania ekstraktéw, rozdziatu chromatograficznego i parametréw pracy detektora.
Nastepnie podsumowuje proces walidacji, a takze ocene stabilnosci bromadiolonu w
probkach watréob. W kolejnej czesci Doktorant przedstawia w postaci bardzo szczegétowych
tabel wyniki analiz toksykologicznych dla wszystkich indywidualnych zgtoszen z podziatem na
poszczegdlne grupy zwierzat (ptaki drapiezne i zwierzeta towarzyszace) oraz na gatunki. Liczba
przeanalizowanych prébek i ich zréznicowanie sg imponujace i, w mojej ocenie, zestawienie
to stanowi o wysokiej wartosci poznawczej niniejszej pracy. Dzieki zastosowaniu réwniez
metody przesiewowej, w wielu przypadkach wykazano nie tylko obecnosé antykoagulantéw,
ale tez insektycydéw karbaminianowych czy fosforoorganicznych. Jest to niezwykle
interesujgce zestawienie i prowokuje do pytania, co w takich sytuacjach uznaje sie za
bezposrednig przyczyne sSmierci? W jednym przypadku (pies 132) wykazano obecnos¢ az 5
antykoagulantow oraz karbofuranu. Stezenie kumachloru w tej prébce jest niezwykle wysokie,
ale niestety nic nie wiemy o stezeniu karbofuranu. Takie przypadki stanowig zapewne duze
wyzwanie interpretacyjne i prositbym Doktoranta o przedstawienie jak rozwigzuje sie je w
praktyce.

W rozdziale poswieconym dyskusji uzyskanych wynikéw, Doktorant tlumaczy
koniecznos¢ opracowania prezentowanej metody jako uzupetnienie wczes$niejszej metody
przesiewowej. Zasadniczg przyczyng byt suboptymalny rozdziat pochodnych indandionu w
dotychczas stosowanej metodzie. Zwazywszy, ze ani difacynon, ani chlorofacynon nie zostaty
stwierdzone w zadnej z niezwykle licznych badanych prébek, wydaje sie, ze akurat ten cel miat
mniejsze znaczenie praktyczne. By¢ moze w tym miejscu nalezatoby zebrac¢ wszystkie zalety
nowo opracowanej metody nad metodg przesiewowa, co pozwolitoby lepiej uwypukli¢
wartos¢ tego nowego narzedzia.

W kolejnych czesciach dyskusji Autor poréwnuje wypracowany tok analityczny zinnymi
opublikowanymi metodami stuzgcymi do oznaczania antykoagulantéw. Biorgc pod uwage
ogrom i zréznicowanie czynnikéw, ktére wymagajg dopracowania, uwage zwraca klarowny
jezyk i precyzja Doktoranta z jaka analizuje poszczegdlne etapy. Ponad wszelkg watpliwosc¢
Autor uzyskat znakomity poziom biegtosci w analityce chromatograficznej i spektrometrii mas,
co wsrdd lekarzy weterynarii jest niezwykle rzadkie. W dalszych etapach dyskusji Doktorant



analizuje wyniki pomiaréw stezen rodentycydéw antykoagulacyjnych w materiale pobranym
od ptakow drapieznych i padlinozernych, i poréwnuje je z wynikami uzyskanymi przez innych
autoréw. Analizuje mozliwe drogi rozprzestrzeniania sie tych zwigzkéw w ekosystemach i
zwigzek zmierzonych stezen z faktycznymi efektami toksycznymi i Smiercig zwierzecia.
Doktorant wykazuje powszechnos¢ wystepowania omawianych pestycydéw wsréd dzikich
zwierzat i identyfikuje réwniez obszary, w ktérych dostepna wiedza jest niewystarczajaca,
wskazujgc tym samym kierunki potrzebnych badan. Nastepnie Autor analizuje wyniki
uzyskane w materiale od zwierzat towarzyszgcych. Poréwnuje je z wynikami innych osrodkéow
i, przytaczajac liczne dane literaturowe, opisuje trudnosci interpretacyjne. Jest to niezwykle
interesujacy fragment dyskusji, ktéry wskazuje na duze doswiadczenie Autora jako
toksykologa-praktyka. Interesujgcg obserwacjg byto to, ze u ptakdw najczesciej stwierdzano
brodifakum, natomiast u zwierzgt towarzyszacych dominowat wyraznie bromadiolon. Czy
Doktorant podejrzewa jakie mogg byc¢ przyczyny tej réznicy? Nastepnie, po podsumowaniu,
Autor formutuje sze$¢ jasnych wnioskéw. Mam pytanie o drugi wniosek. Autor pisze:
»Stwierdzenie odpowiednio wysokich zawartosci [rodentycyddw antykoagulacyjnych — przyp.
rec.] w waqgtrobie, w potgczeniu ze zmianami anatomopatologicznymi, sq wskazaniem do
stwierdzenia, Zze substancje te byty bezposredniq przyczynq smierci zwierzecia”. A co jesli
stwierdzono réwniez karbaminian lub zwigzek fosforoorganiczny? Jak sie okazuje, to nie sg
wecale rzadkie przypadki. Czy metoda przesiewowa pozwala na ich oznaczenie ilosciowe? Jak
wtedy poréwnywacé co bylo bezposrednig przyczyng $mierci? Moze, przy odpowiednio
wysokich stezeniach insektycydu nalezy stwierdzié, ze prawdopodobnie oba czynniki
przyczynity sie do Smierci? A moze, skoro u psa nr 132 wykazano obecnos¢ az szesciu zwigzkow
toksycznych, tak naprawde sg tam obecne jeszcze inne trucizny, ktérych nasz panel nie
pokrywa? Te pytania recenzenta nie s3 w zadnej mierze krytyka wnioskéw Doktoranta. Sg
raczej zaproszeniem do dyskusji na temat ograniczen i wyzwan diagnostyki toksykologicznej.

Po wnioskach zamieszczony jest spis piSmiennictwa zawierajgcy 99 pozycji. Okoto
jednej czwartej cytowanych prac to publikacje jeszcze z XX w., ale sg tam rowniez prace z
ubiegtego roku, co wskazuje na szeroka perspektywe Doktoranta i znajomos¢ literatury
naukowe] poswieconej zatruciom rodentycydami antykoagulacyjnymi.

Na koniec tej czesci recenzji chciatbym zamiesci¢ jeszcze kilka uwag i pytan
szczegotowych:

1. Na rycinie 12. przy przejsciu postaci utlenionej (epoksydowej) do postaci chinonowej
(opisanej tu jako wit. K) pojawia sie opis ,oksydacja”, podczas, gdy etap ten ma
charakter redukcji. Ponadto, jezeli przedstawiony schemat zostat oparty na jakiejs
wczesniejszej publikacji, dobrze bytoby poda¢ zrédto w opisie tej ryciny.

2. W podrozdziale 2.3 Wstepu Autor pisze: , Toksykokinetyka zajmuje sie badaniem relacji
zachodzqgcych pomiedzy substancjami toksycznymi a organizmami zywymi”. Nie jest to
do konca prawda. Toksykokinetyka skupia sie na iloSciowym opisie zmian stezen
trucizny w ustroju w zaleznosci od czasu. Nalezy odrézni¢ jg od nauki badajgcej efekty
takiej ekspozycji (i mechanizmy za nimi stojgce), czyli toksykodynamiki.



3. We Wstepie, przy opisie metabolizmu, Autor wspomina o ,,wewngqtrzwgtrobowym
krgzeniu niezmetabolizowanych RA”. Nie do korica rozumiem, o jakim krazeniu tu
mowa. Czy Autor ma na mysli recyrkulacje jelitowo-watrobowa? To zjawisko jest z
pewnoscig wazne w zatruciach tymi zwigzkami, co potwierdza przytoczony przez
Autora dwufazowy charakter profili toksykokinetycznych i opis zmian stezen w Scianie
jelita cienkiego.

4. Pojawity sie pewne przypadki lekko niefortunnego doboru stéw. Autor wspomina o
czesci ,niezwigzanej i niezaadsorbowanej trucizny”. Wydaje mi sie, ze adsorpcja nie
jest dobrym okresleniem na interakcje z biatkami osocza, czy tkanek (w tym biatkami
docelowymi). Raczej w kinetyce mowi sie o ,zwigzaniu” leku przez biatka. Innym
przyktadem jest stowo , kurczak” w Tab. 3. Lepszym okresleniem bytaby kura domowa.

5. Autor nie wspomina o pozwoleniach lokalnej komisji etycznej. Wydaje mi sie, ze dla
porzadku powinny zostaé podane ich sygnatury.

6. Chciatbym tez zapyta¢ o izomery bromadiolonu. Z wtasnych doswiadczen wiem, ze
czesto zwigzek ten pojawia sie w postaci dwdch pikdw, natomiast na pokazanych
chromatogramach pik jest pojedynczy. Chciatbym zapytaé¢ Doktoranta, czy w swoich
analizach zetknat sie z tym zjawiskiem.

7. Czy rozwazano badanie prébek od dzikich ssakow drapieznych, np. liséw? Biorac pod
uwage zaleznosci troficzne tgczace lisy z innymi dzikim gatunkami zwierzat, takie
uzupetnienie bytoby bardzo interesujace.

8. Ryc. 22 24: czy nie nalezatoby podaé dla jakiego stezenia uzyskano te chromatogramy?

9. ZRyc. 2829 wynika, ze przy oczyszczaniu ekstraktow z zastosowaniem sorbentéw to
metoda G dawata lepsze rezultaty. Dlaczego zastosowano w takim razie metode H?

10. Pojawiajq sie tez drobne pomytki, jak na str. 64, w ostatniej linijce pojawia sie
bromadiolon zamiast brodifakum.

11. W konnicowej czesci dyskusji zabrakto mi interpretacji wynikéw dla watrob myszy. Brak
jest informacji o miejscu odtowu tych zwierzat. Czy to tereny bliskie siedzib ludzkich,
czy raczej od nich odlegte? Fakt, ze zaledwie niewielki odsetek wynikéw byt dodatni, w
mojej ocenie wymaga komentarza. To tez jest wazny i ciekawy wynik, ktéry warto
poréwnac z badaniami innych autoréw.

Chciatbym wyraznie zaznaczy¢, ze powyzisze uwagi i pytania w zadnej mierze nie
umniejszajg wartosci dysertacji przedstawionej przez Doktoranta. Przeprowadzone badania sg
niezwykle ciekawe, dotyczg istotnych problemoéw i, co dowodzi ich wazkosci, stajg sie
przyczynkiem do formutowania nowych problemoéw badawczych.

Podsumowujac, uwazam, ze Pan lek. wet. Bartosz Sell bardzo dobrze wywigzat sie ze
swojego zadania, a przedstawiona do oceny dysertacja doktorska cechuje sie wysoka
wartoscig naukowa, poznawczg oraz aplikacyjng. Co réwniez jest bardzo istotne,
przeprowadzone badania, a takie sposéb ich komunikowania, swiadczg o wysokich
kompetencjach jakie Doktorant nabyt podczas dotychczasowej pracy.



W mojej ocenie praca doktorska Pana lek. wet. Bartosza Sella p.t. ,Zatrucia zwierzat
rodentycydami antykoagulacyjnymi — aspekty analityczne i ocena zagrozen” w petni
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim zawartym w Ustawie z 14 marca
2003 r. "O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65 poz. 595) oraz Rozp. MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 r. (Dz. U. 2018 r. poz. 261).
W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do wysokiej Rady Naukowej Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach o dopuszczenie
Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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