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W ostatnich latach obserwuje się rosnące zainteresowanie problematyką narażenia 

człowieka na działanie związków chemicznych stosowanych w różnych obszarach życia 

codziennego i przemysłu. Ocena toksyczności tych substancji prowadzona jest na etapie ich 

rejestracji przed dopuszczeniem do obrotu. Jednakże w wielu przypadkach okazuje się,  

iż dostępne dane są niewystarczające lub wymagają aktualizacji w świetle wyników nowych 

badań naukowych, wskazujących często na dodatkowe aspekty ryzyka zdrowotnego. 

Jednocześnie, na szczególną uwagę zasługuje intensywny rozwój metod analitycznych, 

które umożliwiają oznaczanie śladowych stężeń związków chemicznych w różnorodnych 

matrycach, zarówno biologicznych, jak i środowiskowych. Uzyskane w ten sposób dane 

pozwalają nie tylko na dokładniejszą ocenę stopnia zanieczyszczenia środowiska  

i biodostępności badanych substancji, lecz także dostarczają istotnych przesłanek dotyczących 

ich potencjalnego udziału w procesach patologicznych zachodzących w organizmach żywych. 

W efekcie stanowią one ważny wkład w rozwój toksykologii oraz w doskonalenie systemów 

oceny ryzyka chemicznego.  
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W kontekście różnorodnych źródeł narażenia człowieka na związki chemiczne, 

obejmujących m.in. żywność oraz środowisko, stosunkowo nowym, mało zbadanym obszarem 

jest zagadnienie ekspozycji właścicieli zwierząt towarzyszących na substancje chemiczne 

stosowane w profilaktyce i leczeniu weterynaryjnym. 

W ten obszar badań wpisuje się oceniana praca doktorska, która obejmuje analizę 

narażenia właścicieli psów na fipronil – insektycyd  stosowany u psów i kotów w popularnych 

weterynaryjnych środkach leczniczych do użytku zewnętrznego. Z uwagi na udokumentowaną 

toksyczność tego związku dla człowieka, prowadzenie badań w tym zakresie należy uznać za 

w pełni zasadne, zwłaszcza że narażenie na fipronil może wiązać się z negatywnymi skutkami 

zdrowotnymi. Insektycyd ten zyskał swego rodzaju rozgłos nie tylko ze względu na swoją 

toksyczność, lecz przede wszystkim w związku z tzw. „aferą fipronilową” w 2017 roku. 

Wówczas to odkryto, że był on stosowany nielegalnie jako pestycyd do zwalczania roztoczy w 

u kur, czego konsekwencją było wykrycie jego pozostałości m.in. w jajach pochodzących  

z wielu krajów Europy. 

Z powyższych względów podjęcie przez Doktoranta badań nad tym zagadnieniem jest 

oceniam bardzo pozytywnie. Tematyka ta opiera się na dotychczasowej wiedzy naukowej,  

a jednocześnie pozwala eksplorować obszar stosunkowo słabo poznany w kontekście narażenia 

człowieka na związki chemiczne pochodzące ze stosowania u zwierząt towarzyszących.  

Na uwagę zasługuje nie tylko temat badań, lecz także nowatorskie i ambitne podejście 

Doktoranta do jego realizacji. Zaplanował on długoterminowe doświadczenie monitorowania 

narażenia ludzi na fipronil, wykorzystując opaski silikonowe jako pasywne próbniki do 

oznaczania stężeń tej substancji w środowisku oraz na ciele człowieka. W ramach tego samego 

badania planowano również analizę fipronilu w moczu właścicieli zwierząt co pozwoliło na 

uzyskanie kompleksowego obrazu narażenia w badanym kontekście. Wyniki tak 

zaplanowanego doświadczenia miały posłużyć do oceny narażenia i ryzyka zdrowotnego 

człowieka, związanego ze stosowaniem fipronilu u zwierząt. Biorąc pod uwagę, że badania 

koncentrowały się nie tylko na oznaczaniu substancji macierzystej, lecz również na jej 

produktach rozpadu w środowisku oraz metabolitach, a także mały ambicję ostatecznej 

obecności biomarkera fipronilu w moczu przy wykorzystaniu tandemowej spektrometrii mas 

sprzężonej z chromatografią cieczową, plan badań świadczy nie tylko o ambicji Doktoranta, 

ale również o jego dobrym przygotowaniu naukowym oraz dużych umiejętnościach 

laboratoryjnych.   
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 Recenzowana praca doktorska została przygotowana w formie monografii w języku 

angielskim i prezentuje w zasadzie klasyczny układ charakterystyczny dla tego rodzaju 

opracowań. Zawiera rozdziały: Wstęp, Cele badawcze, Metody, Wyniki i Dyskusja, a także 

rozdział omawiający szerszy kontekst oraz perspektywy dalszych badań, który w moim 

rozumieniu miał za zadanie zastępować najczęściej stosowany w pracach doktorskich rozdział 

„Wnioski”. Praca została uzupełniona o podsumowanie, podziękowania oraz wykaz 

piśmiennictwa. Dodatkowo dołączono streszczenia w języku polskim i angielskim oraz listę 

użytych skrótów. 

W rozdziale „Wstęp” przedstawiono kompleksowe wprowadzenie do problematyki 

pracy doktorskiej. Omówiono w nim przede wszystkim właściwości fizykochemiczne 

fipronilu, mechanizmy jego działania, toksyczność, a także dane dotyczące farmakokinetyki, 

biotransformacji oraz rozkładu tego związku w środowisku. Szczególną uwagę zwracają 

schematy biotransformacji fipronilu, które uzasadniają konieczność oznaczania szerokiego 

spektrum jego metabolitów i pochodnych w ramach prowadzonych badań. Ponadto 

przedstawiono informacje na temat szerokiego zastosowania fipronilu w weterynarii, w tym w 

preparatach leczniczych, a także dotyczące monitoringu jego obecności w próbkach 

biologicznych i środowiskowych.  Istotnym elementem tego rozdziału, z perspektywy przyjętej 

metodyki pracy doktorskiej, jest omówienie zastosowania opasek silikonowych jako narzędzia 

pasywnego pobierania próbek. Rozdział ten zawiera również zdjęcia (Figure 1.4, strona 24) 

ilustrujące ich zastosowanie w toku badań. W mojej ocenie, prezentowana rycina byłaby 

bardziej adekwatna w części poświęconej metodom. 

W rozdziale „Cele badawcze” Doktorant przedstawia cztery główne założenia swojej 

pracy. Celem pierwszym jest opracowanie i walidacja metody LC-MS/MS do oznaczania 

fipronilu i jego pochodnych w moczu. Dodatkowo, celem jest ocena przydatności nowego 

kandydata na biomarker narażenia na fipronilu (hydroksyfipronil). Nieco zaskakujące jest,  

że weryfikacja ta odbywa się już na poziomie opracowania metody analitycznej, a nie na 

poziomie badań nad metabolizmem czy przechodzeniem związku w organizmie (cel 3). 

Sformułowanie tego celu w ten sposób może budzić nieco wątpliwości i jest niejasne. 

W celu drugim Doktorant zaplanował opracowanie i walidację metody oznaczania 

fipronilu oraz jego wybranych pochodnych w opaskach silikonowych, a także ocenę 

przydatności tych opasek jako narzędzia do monitorowania narażenia środowiskowego. Cel 

trzeci przewiduje przeprowadzenie długoterminowych badań dotyczących narażenia wybranej 

grupy właścicieli zwierząt towarzyszących na fipronil przed i po jego zastosowaniu  
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u należących do nich psów i kotów. Cel czwarty zakłada ocenę narażenia na fipronil oraz 

powiązaną analizę ryzyka zdrowotnego dla użytkowników. 

Tak sformułowane cele wskazują na przemyślany i systematyczny plan badawczy 

doktoranta, zakładający kompleksową ocenę narażenia. Podejście to obejmuje zarówno aspekty 

laboratoryjne, wykorzystanie nowoczesnych metod analitycznych, jak i projektowanie   

i przeprowadzenie eksperymentu oraz analizę wyników badań prowadzącą do oceny ryzyka 

zdrowotnego. 

W rozdziale „Metody” Doktorant w sposób klarowny i szczegółowy przedstawia 

wszystkie etapy prowadzonych badań, starannie opisując realizację poszczególnych celów 

badawczych. Uwzględnia zarówno wykorzystane materiały i odczynniki, jak i szczegółowe 

procedury stosowane podczas opracowywania metod analitycznych z wykorzystaniem techniki 

LC-MS/MS. Opracowanie przez Doktoranta dwóch wieloskładnikowych metod LC-MS/MS  

w dwóch rożnych matrycach (matrycy biologicznej - mocz i matrycy z tworzywa sztucznego  

-  opaska silikonowa)  świadczy o jego dobrym przygotowaniu do realizacji pracy doktorskiej 

oraz o znacznym doświadczeniu w stosowaniu tej techniki. Szczególnie godny uwagi jest 

szczegółowy i precyzyjny opis poszczególnych etapów pracy, logiczne uzasadnienia wyboru 

metod oraz skrupulatny opis przeprowadzonej walidacji wraz ze sposobem jej realizacji.  

W opisie metody oznaczania pochodnych fipronilu w moczu Doktorant sygnalizuje 

problemy napotkane podczas optymalizacji metody oznaczania hydroksyfipronilu, co ma swoje 

konsekwencje w dalszej części pracy. Nie do końca zrozumiałe jest zamieszczanie 

szczegółowej listy wzorców innych analitów optymalizowanych w tej metodzie; moim 

zdaniem nie wnosi to istotnej wartości merytorycznej do treści pracy doktorskiej. Kolejną 

kwestią jest różnica pomiędzy optymalizacją oznaczania fipronilu w moczu a w opaskach 

silikonowych. Wyraźnie widać, że etap optymalizacji metody dla próbek moczu wymagał 

użycia dwóch rodzajów kolumienek SPE, podczas gdy dla opasek silikonowych wykorzystano 

sześć rodzajów kolumienek SPE. W związku z tym można wnioskować, że oznaczanie fipronilu 

w opaskach stanowiło większe wyzwanie dla doktoranta, co wydaje się dość zaskakujące.  

Doktorant opracował kompleksową metodykę oznaczania fipronilu i jego pochodnych 

w opaskach silikonowych, uwzględniając optymalizację użycia tych opasek w celu 

zapewnienia maksymalnej wiarygodności uzyskiwanych wyników. W ramach tego procesu 

przewidziano zarówno etap przemywania opasek przed eksperymentem, jak i ich oczyszczenia 

po zakończeniu badań. Dokonano również analizy zmienności wyników oznaczeń w zależności 

od części opaski poddanej badaniu. Co szczególnie istotne, przeprowadzono symulacyjne 



 

5 

 

badania rozkładu fipronilu i jego pochodnych w trakcie stosowania opasek. W badaniach tych 

zastosowano dodatkowo technikę analityczną GC-MS/MS, co pozwoliło na weryfikację  

i wzmocnienie rzetelności wyników. 

Kolejnym elementem metodyki jest opis zaplanowanego eksperymentu mającego na 

celu weryfikację narażenia właścicieli psów i kotów na zastosowane preparaty dla zwierząt 

towarzyszących. Należy podkreślić staranność, z jaką odwzorowano warunki rzeczywistego 

narażenia, co umożliwia również ocenę poziomu stężeń badanych substancji. Nie zgłaszam 

zasadniczych uwag do zaplanowanego schematu eksperymentu. Jest on dobrze przemyślamy  

a grupa badawcza została poprawnie dobrana. Niestety była niezbyt liczna – 15 osób  

w 6 lokalizacjach, aczkolwiek w mojej ocenie wystarczająca aby uzyskać wiarygodne wyniki.  

Doktorant zadbał przy okazji, aby uczestnicy zamieszkiwali zarówno tereny miejskie jak  

i podmiejskie, oraz aby próbkobranie odbywało się w różnych porach roku. Ważny jest również 

fakt posiadania przez badanych właścicieli zwierząt zarówno psów jak i kotów. Reasumując 

plan doświadczenia podkreślam jego dobre przemyślenie i zaplanowanie.  

Natomiast nie jest w pełni jasne, dlaczego próbki moczu uczestników pierwszego dnia 

były pobierane w trybie całodobowym, podczas gdy w kolejnych dniach stosowano pobieranie 

pojedynczych próbek („one spot urine sample per day”). Być może stały za tym inne względy 

niż tylko aspekt praktyczny związany z wygodą pobierania i przechowywania takich próbek, 

jednak w pracy nie znalazłem wzmianki na ten temat.  

Dodatkowo, należy zwrócić uwagę, zarówno podrozdział 4.3.1 „Population 

characteristic” jak i tabela 4.18, przedstawiająca charakterystykę populacji uczestników 

eksperymentu, zostały umieszczone w części „Dyskusja i wyniki”. Moim zdaniem bardziej 

odpowiednie byłoby umieszczenie jej w części dotyczącej metodyki badań, aby w jednym 

miejscu pracy umieścić kluczowe informacje o osobach należących do grupy badawczej.    

W ostatniej części rozdziału  „Metody” znajdujemy przyjętą w badaniach metodykę 

szacowania ryzyka. Doktorant zaplanował oparcie się na dwóch scenariuszach, w którym 

pierwszy zakładał obliczenia na postawi stężenia fipronilu w moczu, natomiast drugi na 

podstawie oznaczanej sumy metabolitów fipronilu i permetryny (związków obecnych  

w użytych preparatach u zwierząt).  

Podsumowując ten rozdział należy podkreślić szeroki zakres metod opanowanych przez 

doktoranta oraz jego bardzo dobrą znajomość i biegłość w ich stosowaniu. Dotyczy to zarówno 

metod analitycznych, jak i technik eksperymentalnych, obejmujących umiejętność planowania 
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i prowadzenia doświadczeń, a także znajomość metod statystycznych wykorzystywanych do 

analizy i interpretacji wyników badań. 

W rozdziale „Wyniki i dyskusja” przedstawiono szczegółowy opis wszystkich 

uzyskanych rezultatów badań, które na bieżąco zostały omawiane  w odniesieniu do dostępnego 

piśmiennictwa naukowego. Dodatkowo, każdy podrozdział zakończony jest częścią 

zawierającą analizę mocnych i słabych stron przeprowadzonych badań. Bardzo wysoko 

oceniam decyzję Doktoranta o takim podejściu do dyskusji swoich wyników w tekście pracy 

doktorskiej. Podnosi to znacząco jej poziom naukowy ale jednocześnie świadczy o wysokiej 

dojrzałości naukowej doktoranta oraz o jego zdolności do krytycznej oceny uzyskanych 

wyników.  

Pierwsze dwa podrozdziały części „Wyniki i dyskusja” zawierają szczegółowy opis 

opracowania metod analitycznych zastosowanych w pracy doktorskiej, w tym metod  

LC-MS/MS. Przedstawiono w nich dokładny proces optymalizacji, prowadzący do 

ostatecznego schematu przygotowania próbek, a także wyniki walidacji zastosowanych metod. 

Opis ten przeprowadza czytelnika przez długą drogę Doktoranta prowadzącą do opracowania 

odpowiednio precyzyjnej i dokładnej metody analitycznej. Jest on też dowodem na ogromną 

pracowitość autora rozprawy doktorskiej. W tej części pracy zawarto również wyjaśnieni 

niepowodzenia w wyznaczeniu hydroksyfipronilu jako potencjalnego biomarkera fipronilu  

w moczu. Autor szczegółowo przedstawił trudności napotkane podczas optymalizacji 

oznaczenia tego związku, co świadczy o jego rzetelnym podejściu badawczym i umiejętności 

krytycznej analizy uzyskanych wyników. O ile należy docenić odwagę doktoranta  

w przedstawieniu napotkanych trudności oraz decyzję o rezygnacji z dalszych badań nad tym 

związkiem, o tyle nie w pełni podzielam przedstawioną w pracy argumentację uzasadniającą to 

niepowodzenie. Z opisu metodologicznego wynika, że przyczyną problemów była raczej 

ograniczona dostępność odpowiedniej jakości wzorca oraz, być może, wykorzystanie 

spektrometru mas starszej generacji. Badania nad występowaniem hydroksyfipronilu jako 

potencjalnego biomarkera fipronilu w moczu powinny zostać w przyszłości powtórzone.  

Podsumowując tę część rozdziału „Wyniki i dyskusja”, należy zwrócić uwagę na 

wysoką biegłość doktoranta w stosowaniu technik chromatograficznych w połączeniu ze 

spektrometrią mas. Na szczególne uznanie zasługuje starannie przeprowadzona optymalizacja 

metod analitycznych oraz właściwe zastosowanie metod walidacyjnych. Odpowiedni dobór 

standardów wewnętrznych, kontrola jakości pomiarów oraz wykorzystanie właściwych 

procedur statystycznych zapewniły wiarygodność i powtarzalność uzyskanych wyników.  
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Również opis oraz dyskusja dotyczące optymalizacji wydajności zastosowania  

i charakterystyki silikonowych opasek zasługują na uznanie. Stanowią one istotny i 

wartościowy element pracy, łączący aspekty praktyczne z analitycznymi. Wyniki te 

potwierdzają przydatność zastosowanych opasek do badań narażenia na czynniki chemiczne.  

O ile wyniki walidacji i optymalizacji metod zostały przedstawione w sposób bardzo 

klarowny i przejrzysty, o tyle nie można tego w pełni powiedzieć o wynikach oznaczeń 

analitów w próbkach moczu i opaskach silikonowych pochodzących z doświadczenia. 

Zastosowany sposób prezentacji danych badawczych (zbiorcza tabela 4.19) oraz rezygnacja  

z przedstawienia indywidualnych wyników oznaczeń w istotnym stopniu ograniczyły 

czytelność i przejrzystość interpretacji uzyskanych rezultatów. Również forma graficzna 

wykresów (Fig. 4.15) i (Fig. 4.16) nie ułatwia czytelnikowi interpretacji wyników. W opinii 

recenzenta zmiana formy wykresów na tzw. wykres pudełkowy znaczenie poprawiłby 

czytelność prezentacji danych.  

Pomimo tego, warta podkreślenia jest wysoka jakość pogłębionej i wielowymiarowej 

analizy uzyskanych wyników. Doktorant w tej części pracy doktorskiej nie ogranicza się 

wyłącznie do wskazania przedstawienia profilu oznaczonych stężeń fipronilu i jego 

pochodnych ale stosując zaawansowany aparat statystyczny szuka i znajduje korelacje 

pomiędzy poszczególnymi wynikami uzyskiwanymi w kolejnych etapach doświadczenia.  

W ten sposób znajduje zależności pomiędzy stężeniami metabolitów/pochodnych i związkiem 

macierzystym w moczu (Fig 4.14) czy opaskach (Fig 4.17) ale również, a może przede 

wszystkim pomiędzy sumą związków fipronilu w moczu a ich sumą w opaskach. 

Niewątpliwym osiągnieciem naukowym Doktoranta jest udowodnienie konieczności 

monitorowania całego panelu związków pochodnych fipronilu (wraz ze związkiem 

macierzystym) w celu całościowej oceny narażenia człowieka na te związki. Ważnym okryciem 

jest również udowodnienie wchłaniania fipronilu przez skórę jako dominującą drogę narażenia 

człowieka co było możliwe dzięki umiejętnemu połączeniu danych z opasek „stacjonarnych”  

i „osobistych”.  

Szczególnie ciekawe są wyniki i omówienie części badań dotyczących rekonstrukcji 

dawki i szacowania ryzyka. Zastosowanie dwóch różnych scenariuszy narażenia na fipronil 

(„FIPs-based” i „PYRs-based”) z jednej strony pokazało ilościowo różne poziomy narażania  

w jednak nie zmieniły ostatecznego wniosku: ryzyko zdrowotne związane z narażeniem na 

fipronil w badanej populacji było niskie. Badanie to pokazało również konieczność dalszych 

prac naukowych nad całościową oceną narażenia ludzi i niezastąpioną wartość danych z badań 
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biomonitoringowych, które w przyszłości powinny być włączone w proces rejestracji nowych 

i okresowej oceny toksykologicznej ksenobiotyków.  

Pracę doktorską zamyka bibliografia składająca się 319 pozycji, w której znajdujemy 

zarówno publikacje naukowe jak i raporty organizacji naukowych (EFSA, EMA, OECD itp.), 

czy noty aplikacyjne producentów aparatury analitycznej. Cytowane publikacji i inne materiały 

są aktualne i  zostały właściwie wybrane oraz zacytowane w pracy doktorskiej. 

Podsumowując, chcę podkreślić mocną stronę pracy mgr. Wojciecha Rodzaja, którą jest 

jej nowatorskie ujęcie problemu narażenia człowieka na fipronil pochodzący z preparatów 

weterynaryjnych. Praca cechuje się dużą rzetelnością, dojrzałością naukową i wysoką wartością 

praktyczną w kontekście toksykologii i oceny ryzyka chemicznego. 

Do słabszych stron należy zaliczyć nie do końca przejrzystą prezentację części 

wyników, oraz brak jasnego sprecyzowania wniosków wynikających z przeprowadzonych 

badań zebranych w oddzielnej części pracy.  

Zawarte w recenzji uwagi krytyczne maja raczej charakter porządkowy i  nie obniżają 

mojej bardzo wysokiej oceny przeprowadzonych badań, które na etapie planowania, 

wykonania, opracowania i przedstawienia wyników a także wnioskowania charakteryzują się 

wysoką jakością i wnoszą istotną wartość do światowej nauki.  Aby rozwiązać ciekawy ale dość 

złożony problem badawczy Doktorant połączył swoje talenty i umiejętności w zakresie 

analityki chemicznej z nowatorskim podejściem do próbkobrania i wiedzą z zakresu 

szacowania ryzyka. Widzę również w tych badaniach coraz rzadziej spotykaną odwagę  

w realizacji ambitnych aczkolwiek ryzykownych doświadczeń naukowych. Jestem pod dużym 

wrażeniem naukowej dojrzałości Doktoranta w wyciąganiu wniosków z bardzo szerokiego 

materiału eksperymentalnego ale również odwagi opisania napotkanych trudności, których  

w przypadku oznaczenia hydroksyfipronilu w moczu nie udało się przezwyciężyć.  

Podsumowując stwierdzam, że przedstawiona rozprawa doktorska stanowi samodzielne 

rozwiązanie problemu naukowego oraz wskazuje ogólną wiedzę teoretyczną Doktoranta  

a także umiejętność samodzielnego prowadzenia badań naukowych. W związku z tym 

wnioskuję o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapów przewodu doktorskiego.  

Jednocześnie, biorąc pod uwagę jakość przeprowadzonych i opisanych badań oraz ich  

dużą wagę dla współczesnej toksykologii wnioskuję o wyróżnienie przedłożonej do recenzji 

pracy doktorskiej. 

 


