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Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Bartosza Sella pt. ,Zatrucia zwierzat
rodentycydami antykoagulacyjnymi — aspekty analityczne i ocena zagrozen”,
wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Posyniaka oraz Promotora
pomocniczego Dr hab. Tomasza Sniegockiego, profesor instytutu w Zakladzie
Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego,

Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach

Rodentycydy antykoagulacyjne, cho¢ skuteczne w zwalczaniu gryzoni, moga
wplywaé na ekosystem w rézny sposob. Majg one bezpoéredni wptyw na gryzonie, gdyz
dzialajac na uktad krzepniecia krwi powodujg wewnetrzne krwawienia i $mier¢, co
bezposrednio wplywa na ich populacj¢. Jednakze inne zwierzeta, w tym ptaki drapiezne,
ktére zywig sie gryzoniami, moga rowniez spozywac zatrute osobniki, co moze prowadzié¢
do zatrucia wtérnego wplywajac na populacje drapieznikow. i moze. Ponadto, substancje
antykoagulacyjne moga zaburza¢ rownowage ekosystemu: przedosta¢ si¢ do gleby, wod
gruntowych lub roslin, co moze wplywa¢ na inne organizmy, takie jak owady, ryby czy
rodliny. Niektére antykoagulanty sg trwale w $rodowisku i moga kumulowaé sie
w lancuchach pokarmowych. Warto podkresli¢, ze istniejg alternatywne metody kontroli
gryzoni, takie jak pulapki na zywo czy naturalni drapieznicy, ktére mogg by¢ bardziej
przyjazne dla $rodowiska. W kazdym przypadku wazne jest zachowanie ostroznosci

i dbanie o rownowage w ekosystemie.
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W kontekécie oceny poréwnawczej produktow biobdjczych dzialajacych jako
rodentycydy antykoagulacyjne, Komisja Europejska podjeta decyzje wykonawczg
w marcu 2024 roku. W dokumencie tym oméwiono pytania dotyczace drugiej oceny
poréwnawczej tych produktow, takie jak réznorodno$¢ chemiczna substancji czynnych,
dostepno$é alternatywnych produktéw biobdjczych, skutecznose niechemicznych srodkow

zwalczania, oraz ryzyko dla zdrowia ludzi, zwierzat i Srodowiska.

Powyzsze informacje pokazujg waznos¢ tematu na poziomie Unii Europejskiej

a recenzowana praca trafnie wpisuje si¢ w t¢ problematyke.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. wet Bartosza Sella zostata
napisana w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku
komputerowego na 137 stronach formatu A4. Dysertacje przedstawiono w ukladzie
zawierajacym spis tresci, wykaz stosowanych skrétow, wykaz tabel, wykaz rycin,
streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim, wstep, cel i zalozenia pracy,

materiat i metodyka badan, przebieg i wyniki badan, dyskusja, wnioski i piSmiennictwo.

Rozprawa zawiera 44 rycin, 11 tabel i 98 pozycji pi$miennictwa w wigkszosci
anglojezycznych, z czego mniej niz potowa pochodzi z ostatnich 10 lat. Szata graficzna
dysertacji jest bardzo staranna i estetyczna. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem

i w sposéb zrozumialy.

Streszczenia w jezyku polski i angielskim zajmujace po dwie strony kazde

zawieraja zwieztg informacj¢ zawartosci rozprawy doktorskiej.

Wstep zajmuje 24 strony i zawiera przeglad pismiennictwa wzbogacony o trzy
tabele i dwanascie rycin. Rozdziat ten przedstawia szczegélowy rys historyczny
rodentycydéw antykoagulacyjnych (RA), ich syntezg, rozpoznanie mechanizmu
biobdjczosci oraz zastosowanie zardwno w zwalczaniu gryzoni, jak i w medycynie jako
leki przeciwzakrzepowe. Autor skupia si¢ na ewolucji RA od pierwszych przypadkow
zwiazanych z kiszonkg z nostrzyka zottego, poprzez odkrycie dikumarolu, az do
opracowania warfaryny i pozniejszych rodentycydéw drugiej generacji. Dokladnie
przedstawia historic RA, od pierwszych obserwacji ich dzialania po rozwdj nowych
substancji, wskazuje na znaczenie RA w réznych dziedzinach, od rolnictwa po medycyneg.
Rozdziat ten jest dobrze napisany i dostarcza solidne podstawy do zrozumienia tematu

pracy. Stanowi dobrze zorganizowany zbiér informacji, ktéry prowadzi czytelnika przez
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kolejne etapy odkryé 1 innowacji. Zawiera bogate informacje historyczne oraz
kontekstowe dotyczace rozwoju i zastosowania rodentycydéw antykoagulacyjnych. Autor
skutecznie laczy historyczne odkrycia z obecnymi zastosowaniami RA, podkreslajgc ich
znaczenie w zwalczaniu gryzoni oraz w medycynie jako leki przeciwzakrzepowe.
Zawiera szczegélowe informacje na temat historii RA, ich odkrycia, rozwoju i ewolucji.
Autor umiejetnie wigze historyczne odkrycia z aktualnymi zastosowaniami RA. Podkresla
znaczenie 1 wptywu RA w réznych dziedzinach, od rolnictwa po medycyne, wskazujac
wszechstronno$¢ tych substancji. Rozdzial ten jest solidng podstawa do dalszego

eksplorowania tematu pracy i dostarcza czytelnikowi kompleksowego wgladu w histori¢

i stan obecny.

Dalsza czg$é tego rozdzialu dotyczaca charakterystyki rodentycydow
antykoagulacyjnych jest wystarczajgco szczegblowa i zawiera istotne informacje na temat
budowy  chemicznej, toksykodynamiki  oraz toksykokinetyki  rodentycydow
antykoagulacyjnych. Doktorant dokladnie przedstawia strukturg chemiczng i sposéb
dziatania rodentycydéw. Kompleksowo opisuje rézne generacje rodentycydow, ich
struktury molekularne, a takze mechanizm dzialania, proces wchtaniania, dystrybucji,
metabolizm i wydalanie w organizmie zwierzat. W szczegdlnosci wyjasnienia mechanizm
dzialania RA i ich wplywu na procesy krzepnigcia krwi i wskazuje na rozne drogi,
ktorymi RA mogg dostaé si¢ do organizmu, co ma znaczenie dla oceny ryzyka ekspozycji.
W dalszej czesci rozdziatu Doktorant kompleksowo przedstawia analizg zrédet narazenia,
wchianiania, dystrybucji i toksycznosci rodentycydow antykoagulacyjnych (RA) dla
réznych gatunkéw zwierzat. Szczegétowo omawia rézne formy, w jakich RA sa dostepne,
oraz ryzyko zwigzane z ich stosowaniem, zar6wno pierwotnym, jak i wtornym, dla
zwierzat docelowych i nie docelowych podkreslajac ryzyko zZwigzane z wtornym

narazeniem zwierzat wolnozyjacych.

Nastgpna  cze$¢ tego  rozdzialu  obejmuje  analityke rodentycydow
antykoagulacyjnych w materiale biologicznym: zawiera szczegotowe informacje na temat
poszczegbdlnych technik analitycznych oraz przygotowania probek do analizy
instrumentalnej. Doktorant przedstawia ewolucj¢ metod analitycznych, od klasycznych
technik spektrofotometrycznych po wspolczesne metody chromatografii cieczowe]
sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS), ktére sa obecnie standardem w analizie

tych zwigzkéw. Doktadnie przedstawit rozne techniki analityczne i ich ewolucje w czasie
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ostatnich lat. Podkre$la znaczenia wyboru odpowiedniej techniki analitycznej dla

uzyskania wiarygodnych wynikéw w wymiarze potwierdzajacym.

W koficowe] czeéci rozdziatu Doktorant skupia si¢ na kryteriach analitycznych dla
metod toksykologicznych uzywanych do oznaczania rodentycydow antykoagulacyjnych
(RA). Podkresla brak unormowan prawnych dotyczacych wymagan, ktére powinny
spelnia¢ metody analityczne w diagnostyce toksykologicznej, zwracajac uwage na
konieczno$¢ walidacji metod zgodnie z przewodnikiem SANTE/12682/2019. Wskazuje na
koniecznodé stosowania metod walidowanych zgodnie z okreslonymi kryteriami, co
zapewnia wiarygodno$é wynikow i podkresla zalety lub niedostatki detektorow UV-Vis 1
FLD oraz spektrometrii mas w zapewnieniu wysokiej selektywnosci 1 wykrywalnosci
analitéw. Zwraca uwage, ze obecny brak unormowan prawnych moze prowadzi¢ do
niejednolitosci w ocenie metod analitycznych i ich przydatnosci w diagnostyce
toksykologicznej. Ponadto, Autor w swoich rozwazaniach wskazuje na problemy

zwiazane z efektem matrycy w probkach poddanych rozkiadowi gnilnemu, ktére moga

wplywaé na wyniki analiz.

Brak nadzoru nad  stosowaniem rodentycydéw antykoagulacyjnych i brak
monitorowania ich pozostalosci w zywnodci, mogace stanowi¢ potencjalne narazenie
zdrowia i zycia zwierzat i ludzi, przyczynily si¢ do uksztaltowania celu niniejszej
rozprawy doktorskiej. Majac powyzsze na uwadze, Doktorant postanowil opracowac
i zwalidowaé¢ metode analityczng do oznaczania rodentycydéw antykoagulacyjnych, ktora

pozwolitaby diagnozowa¢ zatrucia zwierzat oraz oceni¢ ryzyko posrednich zatru¢ zwierzat

drapieznych.
Do osiagniecia tego celu Doktorant postanowit:

- zastosowa¢ technike chromatografii cieczowej potaczong ze spektrometrig mas do

potwierdzenia obecnosci rodentycydow antykoagulacyjnych w materiale biologicznym,

- zwalidowaé opracowane procedury zgodnie z wymogami dla metod stosowanych

w diagnostyce toksykologicznej,

- analizowaé probki z przypadkéw zatru¢ zwierzat w latach 2018 — 2022, ktoérych

podejrzewano, ze przyczyna sa rodentycydy antykoagulacyjne,
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- oceni¢ potencjalne narazenia zwierzat drapieznych na zatrucia posrednie rodentycydami

antykoagulacyjnymi w Polsce.

W rozdziale ,Material i metodyka badan” wynoszacym 19 stron zawarte sg
eksperymentalne aspekty przeprowadzonych przez Doktoranta badan. Rozdzial ten
wzbogacony jest o dwie ryciny. W ramach pracy nad metoda oznaczania rodentycydoéw
antykoagulacyjnych w materiale biologicznym, Doktorant podjat szereg dziatan
zwiazanych z przygotowaniem i analizg probek. Wybral watroby i surowice jako materiat
badawczy, ze wzgledu na ich przydatno$¢ w wykrywaniu RA. Pozyskat prébki od réznych

gatunk6w zwierzat, w tym ptakow drapieznych i padlinozernych, myszy, pséw 1 kotow.

W dalszej czesci rozdziatu Doktorant opisat postgpowanie z probkami do badan oraz
zamiedcil informacje nt. substancji i roztworéw wzorcowych stosowanych w tych
badaniach. Ponadto, zamiescit informacje nt. uzytych odczynnikéw, materiatow,
aparatury, sprzetu laboratoryjnego i stosowanych metod analitycznych. W pracy nad
metodami oznaczania rodentycydéw antykoagulacyjnych w materiale biologicznym
Doktorant zastosowal dwie gléwne metody: przesiewowa i potwierdzajacg, ktére poddat
walidacji.

Szczegblowe przedstawienie procedur metodycznych, zawartych w tym rozdziale,

powinien pozwoli¢ osobie biegltej w technikach chromatograficznych i spektrometrii mas

odtworzy¢ badania.

Rozdziat ,,Przebieg i wyniki badan” zajmuje 40 stron i zawiera opis procedur
oraz wyniki analiz umieszczonych w o$miu tabelach i trzydziestu rycinach. Doktorant
opisuje przebieg opracowania metody oznaczania rodentycydow antykoagulacyjnych,
ktory obejmowat kilka kluczowych etapéw, w tym optymalizacjg warunkéw detekeji za
pomocg  techniki ~ spektrometrii ~ mas, optymalizacji ~ warunkéow  rozdziatu
chromatograficznego, optymalizacji warunkow ekstrakcji i czyszczenia ekstraktow,
optymalizacji doboru stosowanych sorbentow, ktére byly nastgpnie wykorzystywane
w dalszej analizie jakosciowej i ilosciowej. W dalszej czgsci rozdziatu Doktorant opisuje
wyniki walidacji metody oznaczania rodentycydow antykoagulacyjnych w watrobie
i surowicy. Nastepnie przedstawia wyniki analiz probek pochodzacych od ptakoéw
drapieznych i padlinozernych, wyniki analiz préb pochodzacych od psow i kotow oraz

mysz wolnozyjacych.
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Wyniki tych badan, jednoznacznie podkreslaja potrzeb¢ monitorowania i kontroli
stosowania rodentycydéw, a takze innych substancji silnie toksycznych (karbaminiany),
aby zapobiega¢ przypadkom zatru¢ zwierzat domowych. Ponadto, moga one by¢
wykorzystane do dalszych badan nad wptywem tych substancji na zdrowie i srodowisko.
Dyskusja na temat metod oznaczania rodentycydoéw antykoagulacyjnych (RA) podkresla
znaczenie postepu w technikach analitycznych dla weterynaryjnej diagnostyki
toksykologicznej. Rozwéj tych technik umozliwit identyfikacje zatru¢ zwierzat przez RA

oraz inne substancje toksyczne, co jest kluczowe dla ochrony zdrowia zwierzat

1 $srodowiska.

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan wskazujg na skrupulatne i metodyczne
podejscie Doktoranta do opracowania metody analitycznej, ktéra ma na celu zapewnienie
doktadnego i wiarygodnego oznaczania rodentycydéw antykoagulacyjnych w materiale
biologicznym w wymiarze potwierdzajacym. Dzigki temu mozliwa bedzie skuteczna
diagnostyka toksykologiczna oraz ocena ryzyka zatru¢ posrednich. Nalezy podkresli¢, ze
prezentowane ,,Wyniki” potwierdzaja, ze autor bardzo dobrze opanowal warsztat

badawczy i swobodnie postuguje si¢ nowoczesnymi technikami analitycznymi.

W rozdziale ,,Dyskusja” doktorant na 26 stronach skonfrontowat swoje wyniki
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw i w jasny sposéb wyeksponowat oryginalne
wyniki whasne, co dowodzi nie tylko dobrego opanowania tematyki badawczej ale takze
oczytania, oraz dojrzatosci w umiejgtnym kierowaniu si¢ logicznym wywodem, w ktérym
wazne miejsce pemni celne dobieranie argumentéw z piSmiennictwa naukowego.
Informacje zawarte w tym rozdziale z pewnoscig przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia
problematyki zwigzanej z zatruciami rodentycydami antykoagulacyjnymi zwierzat
towarzyszacych i wolnozyjacyh.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Autor sformutowal szesciu syntetycznych
wnioskéw  koficowych  podkreslajacych ~ waznos¢  wplywu  rodentycydow
antykoagulacyjnych (RA) na zdrowie zwierzat i srodowisko. Podkreslaja konieczno$c
dalszych badan nad skutkami ekspozycji zwierzat na RA oraz potrzebg opracowania
strategii ograniczajacej ich stosowanie. Zwracajg uwag¢ na konieczno$¢ ochrony

bioréznorodnosci i ekosystemdw poprzez kontrolowane uzycie RA.

Podsumowujac, praca lek. wet. Bartosza Sella jest bardzo starannie przygotowang

rozprawa doktorskg, ktéra wnosi wartosciowy wkiad w dziedzing Toksykologii
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i Ekotoksykologii. Przedstawia kompleksowe spojrzenie na problematyke rodentycydow
antykoagulacyjych, ich wplyw na $rodowisko i zdrowie zwierzat. Analizuje obecnos¢
i wplyw tych substancji w tancuchach pokarmowych, zwracajgc uwagg na ich dtugotrwalg
obecnoéé w tkankach i narzadach zwierzat oraz ryzyko zatru¢ wtérnych. Podkresla
koniecznodci stosowania metod analitycznych w wymiarze potwierdzajagcym do
wykrywania rodentycydéw ze wzglgdu na istotne znaczenie dla ochrony zdrowia zwierzat
i $rodowiska. Temat jest szczegolnie aktualny i wazny, biorgc pod uwage rosnace obawy
dotyczace bezpieczenistwa ekologicznego oraz weterynaryjnej —ochrony zdrowia
publicznego. Szczegdlowy opis metod analitycznych i wynikow badan wskazuje na
gruntowne podejscie do tematu. Jestem przekonany, ze rozprawa ta wnosi znaczgcy wklad
w rozwdj nauki. Gratuluje Autorowi pracy oraz obu promotorom za osiagnigcia 1 wspdlng

prace nad tym waznym tematem.

Z obowiazku recenzenta pragne zwrédci¢ uwage na drobne uchybienia zauwazone
przeze mnie podczas czytania rozprawy, ktére powinny zosta¢ poprawione przy oddaniu
pracy do druku.

W dalszej czeéci ostatniego akapitu na stronie 30 zauwazytem okreslenie »Krazenie
wewngtrzwatrobowe” cytuje: ,,Zhydrolizowane metabolity, zanim dostang si¢ do krazenia
ogblnego, poddawane sa koniugacji z kwasem glukuronowym w trakcie krazenia
wewnatrzwatrobowego”. Sugeruj¢ Doktorantowi by w dalszym redagowaniu tematu ujac¢
sprzeganie RA z kwasem glukuronowym w ramach reakcji drugiej fazy biotransformacji
zachodzacych w hepatocytach.

Brak jest informacji o przeprowadzonej analizie statystycznej wynikow, pomimo
duzej liczby badanych prébek. W opinii recenzenta warto byloby pokusi¢ sie
o przeprowadzenie proby okreslenia réznic statystycznie istotnych uzyskanych wynikow
stezen rodentycydéw antykoagulacyjnych w tkankach i narzadach zwierzat objetych
badaniem. Podniostoby to warto$é wykonanych prac w kontekscie publikacji wynikow w

renomowanych czasopismach naukowych.

Whiosek koncowy

Po dokladnym zapoznaniu sie z pracg doktorskg lek. wet. Bartosza Sella uwazam,
ze autor pracy posiadt wymagana znajomo$¢ warsztatu metodycznego, potrafi

te umiejetnosci odpowiednio wykorzysta¢ w pracy analitycznej, a otrzymane wyniki
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logicznie zinterpretowaé. W moim przekonaniu praca dokumentuje wazne zagrozenie
ekspozycji zwierzgt na toksyczne dzialanie rodentycydow antykoagulacyjnych obecnych
w ekosystemach, a uwagi krytyczne dotycza jedynie usterek redakcyjnych 1 nie

umniejszaja wysokiej wartosci naukowej dysertacji.

Majac powyzsze na uwadze pragne stwierdzi¢, Ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska lek. wet. Bartosza Sella pt. ,Zatrucia zwierzat rodentycydami
antykoagulacyjnymi — aspekty analityczne i ocena zagrozen”, w pelni odpowiada
warunkom stawianym rozprawom doktorskim, okreslonych w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003r. z péZniejszymi zmianami ,,O stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i wnosz¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Panistwowego Instytutu Weterynarii, Paistwowego Instytutu Badawczego
w Pulawach wniosek o dopuszczenie lek. wet. Bartosza Sella do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Ponadto, majagc na uwadze wysoki poziom merytoryczny oraz innowacyjnie wazny

charakter recenzowanej dysertacji wnioskuje o jej wyréznienie stosowng nagroda.

Prof drg Jose Luls Valverde Pledra
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