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RECENZJA
Pracy doktorskiej Pana mgr Wojciecha Rodzaja pt.: Assessment of fipronil exposure in
humans after ectoparasiticide application on household pets (Ocena narazenia na fipronil
u ludzi po zastosowaniu preparatu przeciw pasozytom zewnetrznym u zwierzat
domowych) wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. farm. Bartosza Wielgomasa, prof.
GUMed i prof. dr hab. Joanny Jurewicz (IMP, L.6dz) wykonana w Katedrze i Zakladzie
Toksykologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Recenzowana rozprawa doktorska pana mgr Wojciecha Rodzaja, pt. ,,Ocena narazenia na
fipronil u ludzi po zastosowaniu preparatu przeciw pasozZytom zewnetrznym u zwierzqt
domowych”, dotyczy niezwykle istotnego zagadnienia z punktu widzenia zdrowia publicznego,
jak réwniez toksykologii srodowiskowej i medycyny weterynaryjnej. Wiasciciele pséw i kotow
od lat korzystaja z preparatow spot-on, uznawanych za skuteczne i wygodne narzedzie
profilaktyki przeciw pchiom 1 kleszczom. Rownoczesnie jednak rosnie potrzeba rzetelnego,
ilo§ciowego opisu narazenia czlowieka w warunkach domowych, czyli w miejscu, gdzie
interakcja ,,zwierze—opiekun” jest najintensywniejsza i najbardziej zréznicowana. W swojej
pracy Autor mierzy si¢ z tym wyzwaniem w sposob wszechstronny: od stworzenia solidnych
podstaw analitycznych przez odpowiednio zaprojektowane badanie podtuzne (longitudinalne)
po ostrozng, ale jednoznaczng ocen¢ ryzyka z wykorzystaniem dwoch komplementarnych
podejs¢ rekonstrukeji dawki.

We wstepie rozprawy Autor opisuje tto spoleczne i epidemiologiczne: starzenie sig
spoleczenstwa, atomizacja gospodarstw domowych 1 potrzeba bliskosci sprzyjajag wzrostowi
liczby zwierzat towarzyszacych, co w naturalny sposob przenosi uwage na choroby
odkleszczowe 1 zachowania profilaktyczne wiascicieli. W tym kontekscie fipronil pojawia si¢
jako substancja o potwierdzonej skuteczno$ci wobec ektopasozytow, ale tez o profilu
toksykologicznym na tyle ztozonym, by wymagat on uwaznego monitorowania w srodowisku
domowym. Autor w sposob przejrzysty przedstawia mechanizm dziatania zwigzku na kanaty
GABA-zalezne u stawonogow, jednoczesnie przypominajac, ze selektywnos¢ gatunkowa nie
eliminuje calkowicie ryzyka dla ludzi. Wstep obejmuje ponadto przeglad farmakokinetyki
i losow srodowiskowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem powstawania pochodnych, takich
jak sulfon fipronilu czy desulfinylofipronil, ktore moga r6zni¢ si¢ toksycznoscig i trwatoscia.
Na tym tle przywotanie europejskiego ,,incydentu fipronilowego” oraz najnowszych
zastosowan opasek silikonowych jako osobistych probnikow ekspozycji podkresla aktualnosé
problemu i odpowiedni wybor narzgdzi badawczych. Nalezy podkresli¢, ze Autor nie ogranicza
si¢ do standardowych drog narazenia, lecz precyzyjnie identyfikuje istotne braki
w dotychczasowej metodologii, czyli brak danych z bezposredniego, domowego zastosowania,
gdzie kontakt dermalny i blisko$¢ przebywania ze zwierzeciem moga mie¢ kluczowe znaczenie,



a wyniki badan srodowiskowych czy incydentalnych nie sag wprost przektadalne na typowe
gospodarstwo domowe. Zdefiniowane cele badania stanowig logiczng probe Stworzenia
wiarygodnego systemu pomiarowego, umozliwienia opisania przebiegu ekspozycji w czasie,
powigzania wskaznikéw Srodowiskowych z biomarkerami wewngtrznymi oraz przeliczenie
tych wielkosci na kategorie ryzyka rozumiane w kontekscie zasad regulacyjnych i sytuacji
klinicznej.

Cze¢$¢ metodologiczna jest bardzo dobrze przygotowana zaréwno pod wzgledem koncepcji,
jak i wykonania. W obszarze analitycznym Autor opracowat dwie zaawansowane metody
wykorzystujace chromatografi¢ cieczowg sprzezong z tandemowa spektrometrig mas (LC-
MS/MS): jedna ukierunkowang na wykrywanie fipronilu i jego pochodnych w moczu, druga
dedykowang oznaczaniu ,fiproli” w opaskach silikonowych. Przemyslany dobor
przygotowania probek — w tym ekstrakcja do fazy statej w przypadku moczu, z zastosowaniem
wzorcoOw wewnetrznych znakowanych izotopowo oraz kalibracja matrycowa — $wiadczy
0 bardzo wysokiej swiadomosci ryzyka efektow matrycowych i potrzebie uzyskania ultra-
niskich granic oznaczalno$ci. W przypadku opasek silikonowych Autor nie ograniczyt si¢ do
stosunkowo prostej ekstrakcji zwigzku z polimeru, ale wprowadzil procedur¢ oczyszczania
z wymrazaniem i ekstrakcja ciecz—ciecz, by minimalizowac¢ zakldcenia, a nastepnie zwalidowat
czulo$¢ 1 powtarzalno$¢ na poziomie umozliwiajagcym analize subtelnych rdznic
srodowiskowych. Fakt, Ze nie udato si¢ wykona¢ oznaczen dla hydroksyfipronilu z przyczyn
technicznych, jest rzetelnie opisany i nie obniza warto$ci metody, ktéra obejmuje kluczowe
anality. Badania optymalizacyjne prowadzone na etapie przygotowania metody opaskowej
dowodza, ze Doktorant traktuje opaske nie tylko jako narzg¢dzie do zbierania sygnatu, ale jako
instrument o okreslonych wtasciwosciach fizykochemicznych i kinetycznych, ktory trzeba
zrozumied¢, zanim zacznie si¢ interpretowac dane ekspozycyjne.

Projekt badania populacyjnego zostat prawidtowo przygotowany. Zastosowana konstrukcja
longitudinalna, w ktorej kazdy uczestnik stanowi wtasng kontrolg, w istotny sposob zwigksza
moc wnioskowania w ograniczonej liczebnie probie, a takze pozwala jednoznacznie odréznié
sygnat zwigzany z aplikacjg preparatu od tta. Precyzyjny harmonogram poboru prdobek
zakladajacy zebranie trzech probek moczu przed ekspozycja, kompletna zbiorka dobowa
w dniu aplikacji, nast¢pnie probki dzienne w kolejnych dniach pierwszego tygodnia
i dodatkowe punkty czasowe w tygodniu drugim i czwartym — umozliwia uchwycenie
zarowno piku narazenia, jak i1 fazy eliminacji, a przez to modelowanie dynamiki stezen
wewnetrznych. Zastosowanie jednoczesnie opasek osobistych, noszonych przez uczestnikdéw,
oraz opasek stacjonarnych w mieszkaniach pozwala na rozdzielenie komponentu ekspozycji
wynikajacego z bliskiego kontaktu i aktywnosci od bardziej usrednionego tta srodowiskowego.
Jednolito$¢ interwencji (preparaty Frontline o znanym sktadzie; kontrola negatywna w jednym
gospodarstwie) utatwia interpretacje uzyskanych wynikow i zmniejsza mozliwo$¢ wplywu
niejawnych czynnikow. Badania z udziatem ludzi zostaly przeprowadzone z zachowaniem
wymaganych zasad etycznych oraz standaryzacja dziatan po stronie uczestnikow. Liczebno$¢
proby jest ograniczona, jednak w badaniach wymagajacych intensywnej logistyki probkowania
oraz kosztownej analityki jest to zrozumiate. Jednocze$nie przyjety schemat probkowania oraz
wlaczenie kontroli negatywnej znaczaco zwigkszaja wiarygodnos$¢ wynikow.

Wyniki przedstawione i szczegdtowo omowione przez Autora konsekwentnie prowadza od
obserwacji empirycznych do wnioskdw o znaczeniu praktycznym. W probkach moczu
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zebranych po aplikacji preparatu obserwuje si¢ istotny wzrost wykrywalnosci i stezenia
fipronilu oraz jego sulfonu, co jest bezposrednim i trudno podwazalnym dowodem przenikania
substancji z mikrosrodowiska domowego do organizmu cztowieka. Opaski osobiste, noszone
przez uczestnikow, rejestruja po aplikacji wyrazny wzrost zawartosci fiproli w poréwnaniu
Z okresem wyjsciowym, a w spektrum wykrywanych zwiazkdw pojawiajg si¢ takze produkty
fotolizy i degradacji, takie jak desulfinylofipronil czy siarczek fipronilu, co dodatkowo
wzbogaca obraz losow substancji po naniesieniu na siers¢ zwierzecia. Zestawienie danych
z opasek osobistych i moczu wskazuje na silng korelacje wynikow uzyskanych z tych dwoch
matryc: osoby z wiekszym tadunkiem fiproli na opasce majg tez wyzsze sumaryczne obcigzenie
w moczu, szczegolnie gdy analizuje si¢ mediany z tygodnia po aplikacji. Ten element jest
kluczowy, bo przenosi opaske silikonowa z roli ,,czutego czujnika ogo6lnej obecnosci” do roli
narzedzia, ktore w praktyce moze stuzy¢ do oszacowania indywidualnego poziomu narazenia
I identyfikacji czynnikéw ryzyka. Co wazne, opaska stacjonarna, zawieszona w mieszkaniu,
wskazuje raczej niskie tto, co potwierdza hipoteze, ze bezposredni kontakt ze zwierzgciem,
dotyk siersci 1 aktywnos$ci codzienne (np. przytulanie, zabawa, spanie w blisko$ci) sag wiodacym
kanatem przenoszenia fipronilu na cztowieka w pierwszych dniach po aplikacji. Profil czasowy
stezeh w moczu, charakteryzujacy sie szybkim wzrostem bezposrednio po ekspozycii,
anastepnie spadkiem, przy utrzymujacych sie¢ podwyzszonych wartosciach w 28 dniu
wzgledem poziomu wyjSciowego, wskazuje na potencjat kumulacji przy schemacie
comiesiecznym i uzasadnia ostrozno$¢ w interpretacji ryzyka przewleklego

Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje rozdzial poswigcony ocenie ryzyka. Autor nie tylko
przelicza stezenia na ekwiwalenty dawki, lecz takze dokonuje tego dwiema niezaleznymi
metodami. Pierwsza metoda oparta na biomarkerach w moczu, bazuje na zatozeniu, ze ilos¢
wydalana przez cztowieka jest funkcjg przyjetej dawki. W tym przypadku, z braku danych
farmakokinetycznych u ludzi, Autor odwotuje si¢ do danych z badan na zwierzgtach, co Autor
transparentnie wskazuje jako zrodlo niepewnosci. Druga metoda, wykorzystujaca obecno$é
permetryny w tym samym preparacie jako swego rodzaju ,,wewnetrzny znacznik™ ekspozycji
z dobrze znanymi parametrami farmakokinetycznymi u ludzi, jest bardzo ciekawym
podejsciem, ktore z jednej strony uniezaleznia rekonstrukcje dawki fipronilu od cze¢sci zatozen,
z drugiej wymaga ostroznosci przy poréwnywaniu wiasciwosci dermalnej absorpcji
odmiennych zwiazkéw. Zbieznos¢ rzedow wielkosci uzyskanych wynikéw dodaje
wiarygodnos$ci oszacowaniom, a stwierdzenie, ze maksymalne warto$ci pozostaja na poziomie
okoto 6% ARTD (Acute reference dose), tworzy solidng podstawe do sformutowania wniosku
o niskim ostrym ryzyku zdrowotnym u opiekunéw w analizowanym schemacie stosowania.
Z kolei obserwacja, ze w dniu aplikacji warto$ci zblizaty si¢ w niektorych przypadkach do
100% ADI (Acceptable daily intake), zostaje osadzona w realiach dawkowania: aplikacje nie
sg codzienne, wiec srednia ekspozycja w perspektywie miesigcy powinna by¢ nizsza. Istotne
byloby jednak wykonanie badan dla dluzszego liczonego w miesigcach albo latach czasu
ekspozycji, ktore uwzglednitoby ryzyko kumulacji i zmiennos$¢ zachowan.

W czesci dyskusji, Autor systematycznie zestawia uzyskane wyniki z danymi literaturowymi,
przywolujac dane biomonitoringu z innych krajoéw. W tej czgsci pracy Autor nie naduzywa
spekulacji, opisuje ograniczenia zastosowanych metod i wskazuje na niewykonane oznaczenia,
ktore dodatkowo mogtyby wzmocni¢ wnioski (jak w przypadku hydroksyfipronilu). Catg prace
charakteryzuje dbato$¢ o przejrzystos¢: ryciny 1 tabele pomagaja w S$ledzeniu watku,
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a rozdzielenie zagadnien na moduty ,,wyniki—dyskusja—mocne strony—ograniczenia” w obrebie
metod i etapow badania utatwia czytelnikowi zrozumienie i interpretacj¢ uzyskanych danych.

Nalezy podkreslic wysoka warto$¢ praktyczng uzyskanych wynikow. W praktyce zdrowia
publicznego praca przynosi konkretne dane liczbowe, ktérych dotychczasowo brakowato
I pozwala na sformutowanie stwierdzenia, ze u dorostych opiekunow pojedyncza aplikacja
preparatu nie generuje istotnego ryzyka ostrego, jesli stosuje si¢ ja zgodnie z zaleceniami.
Jednocze$nie rekomendowana jest ostroznos¢, czyli ograniczenie intensywnego kontaktu
bezposrednio po aplikacji, sumienna higiena rak, szczegdlne uwzglednienie dzieci i kobiet
W cigzy. Takie rekomendacje bez watpienia sg uzasadnione zaréwno wynikiem uzyskanym po
analizie zawarto$ci opasek, jak i materialu biologicznego. Dla toksykologii srodowiskowe;j to
cenna informacja, ze gospodarstwo domowe jest realnym ogniwem emisji fipronilu i jego
pochodnych i wpisuje si¢ w koncepcje One Health, podkreslajac wspotzaleznos¢ zdrowia ludzi,
zwierzat i srodowiska. Dla celéow regulacyjnych, uzyskane wnioski sa spdjne i wskazuja,
ze obecne $rodki ostrozno$ci wydaja si¢ by¢ wystarczajace dla osob dorostych. Jednak
nalezaloby umiesci¢ dodatkowe zalecenia dla uzytkownikow tego typu preparatow, skierowane
do grup szczegblnie wrazliwych na potencjalng ekspozycje. Ponadto, istotne jest wykonanie
badan oceniajacych ekspozycje dlugoterminowg i rozwazenie, by w ramach ocen tacznej
ekspozycji na insektycydy/pestycydy systematycznie uwzglgdnia¢ komponent wynikajacy
z kontaktu ze zwierzgciem po aplikacji spot-on.

Oczywiscie, zadna praca nie jest wolna od ograniczen, a wskazane przez Autora i widoczne
w rozprawie kwestie sa jednoczesnie potencjalnym tematem dla kolejnych badan. Wielkos¢
i sktad proby — pietnascie osob z jednego regionu — sugerujg pilotazowy charakter i potrzebe
rozszerzenia na populacje o innej wrazliwosci czy wzorcach zachowan jak na przyktad dzieci,
kobiety w cigzy, seniorzy oraz personel klinik weterynaryjnych. Czas obserwacji, cztery
tygodnie po pojedynczej aplikacji, pozwala wiarygodnie opisa¢ faze¢ ostra i podostra, ale nie
odpowiada na pytanie 0 poziomy z ktorymi bedziemy mieli do czynienia przy
wielomiesiecznym, regularnym stosowaniu; w przysztosci cenny bytby drugi cykl aplikacji
albo dtuzszy follow-up, ktory uchwyci pelny powrét do poziomu wyjsciowego albo jego trwate
podwyzszenie bedace efektem niepelnej eliminacji przed kolejng dawka. W celu wiarygodnej
oceny stopnia narazenia konieczne jest rowniez wykonanie badan farmakokinetycznych
fipronilu u ludzi, w celu zastosowania jak najbardziej prawidlowej, bezposredniej metody
oceny ryzyka narazenia, bez konieczno$ci stosowania metod posrednich czy odwotywania si¢
do wynikéw badan wykonanych na zwierzgtach.

Z metodycznego punktu widzenia warto rozwazy¢é ponowng probe oznaczania
hydroksyfipronilu z wykorzystaniem detekcji wysokorozdzielczej, rozszerzenie badan
0 alternatywne matryce (np. wymazy z rak, wlosy), a takze uzupehliajace probkowanie
srodowiskowe (kurz domowy). Badania moglyby roéwniez zosta¢ rozszerzone o analize
czynnikow behawioralnych i cechy zwierzgt domowych (dtugosé¢ i typ sierSci, nawyki snu
W 16zku, intensywnos$¢ kontaktu), np. przy uzyciu modeli mieszanych 1 wigkszej mocy badania.
Dodatkowo interesujaca bytaby ocena skutecznosci prostych interwencji edukacyjnych, w celu
sprawdzenia w jakim stopniu zestaw prostych zalecen dla opiekundw istotnie obniza poziom
biomarkeréw w kolejnych cyklach aplikacji.

Powyzsze uwagi nie zmieniajag Wysokiego poziomu pracy, a prezentowana rozprawa taczy
wysoki poziom badan analitycznych z dobrze przemys$lanym badaniem w warunkach
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rzeczywistych 1 przejrzysta oceng ryzyka. Autor wykazat krytycyzm i $wiadomos$¢ ograniczen
wlasnych narzedzi badawczych, a jednocze$nie zaproponowat metody i wyniki, ktore mozna
przenies¢ z laboratorium do praktycznego zastosowania. Wnioski sg poprawnie sformutowane
na podstawie danych, a prezentacja catosci jest na bardzo wysokim poziomie edytorskim
I merytorycznym.

Dlatego z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze praca spetnia i w wielu aspektach przewyzsza
wymagania stawiane rozprawom doktorskim; posiada istotne znaczenie naukowe i aplikacyjne
i zdecydowanie rekomenduj¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Wojciecha Rodzaja do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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