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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Urszuli Latek
pt. , Wykorzystanie wycinkéw jelita cienkiego brojleréw kurzych

do oceny wplywu substancji roslinnych na wybrane funkcje przewodu pokarmowego”

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska wykonano w Katedrze Nauk
Przedklinicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjnej Szkoly Gtéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, pod kierunkiem Pani promotor dr hab. Marty Mendel, prof. SGGW
oraz Pana promotora pomocniczego dr Wojciecha Karlika. Podstawe formalna wykonania
niniejszej recenzji stanowi uchwata nr 39/WET-2025/2026 Rady Dyscypliny Weterynaria
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z dnia 14 stycznia 2026 r.

Oceniana rozprawa doktorska jest podzielona w sposob przyjety dla tego rodzaju prac
i zawiera: o$wiadczenie promotora oraz o$wiadczenie autora rozprawy doktorskiej, spis
tresci, streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, wykaz stosowanych
skrétow, wstep, cele pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje¢, podsumowanie i wnioski,
bibliografi¢ oraz aneks. Praca liczy 142 strony, zawiera 11 tabel, 45 rycin oraz 4 dodatkowe
ryciny zawarte w aneksie. Bibliografia obejmuje 156 pozycji piSmiennictwa. Rozdziaty
»Materialy i metody” oraz ,,Wyniki” zostaly dodatkowo uporzadkowane przez wprowadzenie

podrozdzialow.

Intensywny chow zwierzat, w tym drobiu, stawia wyzwania dotyczace zachowania
dobrostanu zwierzat. Prawidlowe funkcjonowanie przewodu pokarmowego jest jednym z
kluczowych elementéw zdrowia zwierzat. Substancje, ktore korzystnie wptywaja na funkcje
przewodu pokarmowego (m.in. barier¢ jelitows, tkanke¢ limfoidalng zwigzang z jelitem,
mikrobiotg) zmniejszajg ryzyko zaburzen, w tym infekcji. Zastosowanie substancji o takim

dzialaniu nie tylko moze poprawia¢ dobrostan zwierzat, ale takze prowadzi¢ do ograniczenia




zuzycia lekdw przeciwbakteryjnych. Redukcja stosowania lekéw przeciwbakteryjnych,
zgodna z podejéciem ,,One Health”, jest ogromnie istotna, poniewaz prowadzi do spadku
ryzyka pojawiania si¢ bakterii opornych, zagrazajacych zdrowiu ludzi i zwierzat. W tym
kontekscie obiecujagcym przedmiotem badan sa substancje pochodzenia roslinnego, mozliwe
do stosowania u zwierzat.

Biorac pod uwage wyzej wymienione aspekty, wybor tematu badan jest uzasadniony,
bardzo aktualny i interesujacy zarowno z naukowego punktu widzenia, jak rowniez od strony

zastosowan w praktyce.

Wstep ocenianej rozprawy doktorskiej jest bardzo ciekawym spojrzeniem na podjgta
tematyke badan, uwzgledniajacym rézne aspekty m.in. wyzwania jakie stawia intensywny
chow zwierzat, koniecznos$é poszukiwania alternatyw dla antybiotykoterapii czy koniecznos¢
ograniczania wykorzystywania zwierzat do celow naukowych (zasady 3R). We wstepie
scharakteryzowane sg réwniez roSliny, ktérych wyciagi zostaty wykorzystane w badaniach.
Ponadto, Doktorantka dokonuje syntetycznego przegladu dostgpnej metodyki in vitro oraz ex
vivo stuzacej do oceny funkcji przewodu pokarmowego, wskazujac zalety i wady metod.
Zwraca uwage na problemy interpretacyjne wynikow uzyskiwanych w badaniach na innych
gatunkach zwierzgt i mozliwe bledy wynikajace z ekstrapolacji danych migdzy gatunkami.
Doktorantka charakteryzuje réwniez wykorzystanie w badaniach ex vivo komory Ussinga i
Schulera oraz uzasadnia konieczno$¢ opracowania odpowiedniego  protokotu
doswiadczalnego dla badan wykorzystujacych wycinki jelit brojleréw kurzych pozyskane
poubojowo.

Wstep $wiadezy o bardzo duzej teoretycznej wiedzy Doktorantki i umiejgtnosci ujgcia
tematu z roznych perspektyw. Doktorantka bardzo umiej¢tnie wprowadza w temat rozprawy,
w pelni uzasadniajac wybdr tematyki badan. Wstep zostal wzbogacony o ryciny wykonane

przez Doktorantke, co zastuguje na dodatkowe uznanie.

W rozprawie Doktorantka wskazuje trzy prawidtowo i jasno sformulowane cele pracy:
1) optymalizacja procedury pobierania i transportu wycinkow jelit brojlerow kurzych
pochodzacych z przemystowego uboju oraz charakterystyka pozyskanych z nich eksplantow
blony $luzowej; 2) ocena wlasciwosci czterech dodatkéw paszowych pochodzenia roslinnego
stosowanych u drobiu pod katem ich aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, przeciwzapalnej i
antyoksydacyjnej w badaniach in vitro i wybdr jednego z nich do dalszych badan; 3) ocena

aktywnosci wybranego dodatku paszowego w badaniach ex vivo.
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Rozdzial ,Materialy i metody” to obszerna czg¢$¢ pracy, co wynika z rozbudowanej
czesci eksperymentalne;.

Do realizacji pierwszego celu rozprawy stuzyla nastgpujgca metodyka. Plukanie i
transport pobranych wycinkéw jelit przeprowadzono w o$miu wersjach, gdzie zmiennymi
byly ptyny do plukania i transportu oraz temperatura (0-4°C lub 38°C). W badaniach
wykorzystano niepreparowane i preparowane wycinki jelita czczego, przy czym nie wszystkie
oznaczenia dotyczyly obydwu rodzajow wycinkdw. Charakterystyka eksplantow wigzata sie z
badaniami przeprowadzonymi w komorze Ussinga. Do oceny zywotnosci postuzyl test
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Do oceny integralnosci postuzyto okreslenie
parametrow elektrofizjologicznych takich jak przeznablonkowy opér elektryczny (TEER),
prad zwarcia (Isc), przewodno$¢ calkowita (Gt), przewodnos¢ komorkowa (Gc),
przeznablonkowa réznica potencjalow (TEP), oraz ocena transportu substancji
znacznikowych (markeréw transportu) takich jak z61¢ lucyferowa, mannitol, peroksydaza
chrzanowa, kofeina.

Do realizacji drugiego celu pracy wykorzystano cztery roslinne dodatki paszowe w
postaci suchych wyciagdw z: korzenia mniszka lekarskiego - Taraxacum officinale (L.)
Weber; ziela nawloci pospolitej - Solidago virgaurea; nasion ostropestu plamistego - Silybum
marianum (L.) Gaertn; ziela karczocha zwyczajnego - Cynara scolymus. Ocena wyciggow
polegala na okresleniu w badaniach in vitro ich aktywnosci przeciwbakteryjnej,
przeciwzapalnej i antyoksydacyjnej. Dzialanie przeciwbakteryjne oceniano poprzez:
wyznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) dla 6 szczepdéw bakteryjnych;
okreslenie wplywu na tworzenie biofilmu przez Staphylococcus epidermidis; okreslenie
aktywnosci anty-quorum sensing. Wlasciwosci antyoksydacyjne mierzono testem redukcji
rodnikéw 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowych (DPPH) oraz testem redukcji rodnikéw 2,2-
azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)  (ABTS+). Do  oceny  wlasciwosci
przeciwzapalnych poshuzyl test hamowania wytwarzania tlenku azotu (NO) przez ustalong
linie mysich makrofagow RAW 264.7.

Na podstawie uzyskanych wynikéw, do dalszych badan wybrano wyciag z Silybum
marianum (L.) (Sm). Okreslano wplyw wyciagu na integralno$¢ i zywotnos$¢ eksplantow
blony S$luzowej jelita czczego w komorze Ussinga, poprzez oznaczenie wybranych
parametrow elektrofizjologicznych: TEER, Isc, Gt, Ge, TEP oraz wykonanie testu uwalniania
LDH. Z kolei na ptytkach wielodotkowych okreslano uwalnianie LDH oraz NO. W komorze

Schulera oceniano wplyw wyciggu Sm na aktywno$¢ migséni gtadkich spontaniczna oraz




indukowang acetylocholing dla trzech réznych odcinkéw jelit cienkich: dwunastnicy, czesci
proksymalnej jelita czczego oraz czesci dystalne;j jelita czczego.

Podobnie jak we wstepie, réwniez w rozdziale ,,Materialy i metody” Doktorantka
zamiescita wilasne ilustracje i zdjgcia, w tym schematy doswiadczen, co zastluguje na
docenienie. To wzbogaca pracg i w duzym stopniu ulatwia zapoznawanie si¢ z jej trescia.
Metodyka badan jest prawidlowo dobrana do realizacji zalozonych celéw rozprawy, w
badaniach wykorzystano szeroki wachlarz metod. Podkresli¢ nalezy, ze zaplanowano ambitne
i obszerne badania. Jednak przyjety schemat doswiadczen w niektérych kwestiach nie jest

wystarczajaco dokladnie opisany (komentarz ponize;j).

Rezultaty przeprowadzonych badan zostaly opisane przez Doktorantke w rozdziale
,»Wyniki” oraz przedstawione na 25 rycinach (ryc. 21-45) oraz w 9 tabelach (tab. 3-11).
Wyniki zostaly poddane odpowiedniej analizie statystycznej, przy uzyciu metody
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), a nastepnie testu post hoc Tukeya, jesli
poréwnywano wigcej niz dwie grupy, lub testu t-studenta, jesli porownywane byly tylko dwie
grupy. Wyniki badan sg szczegbtowo opisane, ich wizualne przedstawienie jest czytelne i

staranne, w przewazajacej wigkszosci wyniki sg prawidlowo zinterpretowane (uwagi ponizej).

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka umiejetnie poréwnuje wyniki swoich badan z
wynikami uzyskanymi przez innych autoré6w. Analogicznie do trzech celéw pracy, dyskusja
najpierw dotyczy procesu optymalizacji procedury, pdézniej omawiany jest aspekt
przesiewowych badan dotyczacych czterech badanych wyciggéw roslinnych, a na koricu
szczegdtowo dyskutowane s3 wyniki dotyczace wyciagu z S. marianum. W przypadku
szeroko zakrojonych badaf prowadzenie dyskusji jest trudnym wyzwaniem, z ktérym
Doktorantka bardzo dobrze sobie poradzita. Na docenienie zastiguje fakt, ze w wielu
miejscach dyskusji Doktorantka odnosi si¢ do szczegélowych rezultatéw uzyskanych przez
inne zespoly i poréwnuje je z konkretnymi wynikami swoich badan, od razu wskazujac
mozliwe przyczyny ewentualnych réznic. To pokazuje, ze Doktorantka doglebnie analizowata
poszczegolne aspekty i dazyta do wyjasnienia poszczegélnych zagadnien. Ta czesé rozprawy
doktorskiej jest bardzo wartosciowa, prowadzona w dojrzaly, logiczny sposéb. Dyskusja
$wiadczy o wnikliwym przemysleniu przez Doktorantke réznych aspektow podjetej tematyki

i, podobnie jak wstep, potwierdza ogromng wiedze Doktorantki.



W ocenianej rozprawie doktorskiej Doktorantka odnosi si¢ do obszernego (156
pozycji), wlasciwie dobranego piSmiennictwa, zwigzanego z tematykg podje¢tych badan.
Doktorantka odnosi si¢ zarowno do publikacji starszych, jak i tych najnowszych (wiele z nich
to publikacje z ostatnich kilku lat). We wstepie i dyskusji Doktorantka odniosta si¢ do
tematyki badan uwzgledniajac rézne aspekty, a w czgsci eksperymentalnej korzystala z
réznych metod badawczych. To przeklada si¢ na konieczno$¢ zapoznania si¢ z obszerng

bibliografig, co zastuguje na podkreslenie i docenienie.

W oparciu o uzyskane wyniki badan Doktorantka sformutowata 21 wnioskow: siedem
odnoszacych si¢ do pierwszego celu pracy, szes¢ - do drugiego celu oraz osiem - do trzeciego
celu pracy.

Whioski zwigzane z pierwszym celem pracy to: mozliwo$¢ wykorzystania wycinkow
jelit brojleréw kurzych pozyskanych z uboju przemystowego do badan w komorze Ussinga;
duza zmienno$¢ migdzyosobnicza wycinkéw; krétka ich przezywalno$é¢ (do 120 minut);
transport (0-4°C lub 38°C) w podiozu bogatym w sktadniki odzywcze, z dodatkiem FBS;
koniecznos¢ preparacji wycinkéw; wskazanie proponowanych do oceny wycinkow
parametréow elektrofizjologicznych: TEER, Gt, Gc, TEP, Isc oraz markera transportu:
mannitolu.

We wnioskach odnoszacych si¢ do drugiego celu pracy Doktorantka wskazuje, ze
zaden z badanych wyciagéw nie wykazuje silnego dziatania przeciwbakteryjnego in vitro w
zakresie testowanych wlasciwosci; wyciag z Silybum marianum wykazuje umiarkowane
dzialanie przeciwbakteryjne wobec bakterii patogennych dla przewodu pokarmowego
(badane szczepy Escherichia coli oraz badane serowary Salmonella enterica subsp. enterica);
jedynie wyciag z Solidago virgaurea wykazuje satysfakcjonujace wlasciwosci hamujace
formowanie biofilmu, zaden z testowanych wyciagéw nie wykazuje satysfakcjonujacych
wlasciwosci niszczenia wytworzonego biofilmu; jedynie wyciag z Silybum marianum (L.)
wykazuje wlasciwosci hamujace quorum sensing; wyciagi z Cynara scolymus oraz Silybum
marianum (L.) wykazujg silne dzialanie antyoksydacyjne; Sm w badanym modelu in vitro
oraz ex vivo wykazuje dzialanie przeciwzapalne.

We wnioskach zwigzanych z trzecim celem pracy Doktorantka wskazuje na
protekcyjne dziatanie wyciagu z Silybum marianum na eksplanty jelitowe oraz opisuje wptyw
wyciagu na migsniéwke jelit cienkich. W ostatnim wniosku podsumowuje wptyw Sm jako

nasilenie spontanicznej aktywnosci oraz ostabienie kurczliwosci indukowanej acetylocholing.




Wigkszo$¢ wnioskéw jest uzasadnionych i prawidlowo ujetych. Jednak niektére z
nich, moim zdaniem, wymagaja przeredagowania (uwagi ponizej).

Zatem, zalozone cele pracy =zostaly osiggniete, a wnioski wyplywajace z
przeprowadzonych badan niosa ze sobg duzg warto$¢ poznawczg. Majg réwniez istotne
znaczenie praktyczne, zard6wno w odniesieniu do mozliwosci wykorzystywania
opracowanego modelu pozyskiwania i oceniania wycinkéw jelit drobiu pozyskanych

poubojowo, jak i w odniesieniu do wynikéw dotyczacych wyciagéw roslinnych.

Ponizej przedstawiam komentarze/uwagi/pytania, jakie pojawily si¢ w trakcie
zapoznawania si¢ z przedstawiong do recenzji praca doktorska.
- W rozdziale ,Materialy i metody" powinno by¢ jednoznacznie wskazane, ktore
doswiadczenia przeprowadzono na wycinkach niepreparowanych i preparowanych, a ktore
tylko na preparowanych (np. w odniesieniu do parametrow elektrofizjologicznych czy
markerow transportu). Wigkszos$¢ tych watpliwosci wyjasnia si¢ podczas czytania opisu
wynikéw i dyskusji, niemniej kwestie te powinny by¢ jasno okreslone juz na etapie opisu
metodyki.
- W opisie metodyki jest informacja o tym, ze wyciag z nasion ostropestu plamistego zawiera
80% sylimaryny, a wyciag z ziela karczocha zwyczajnego - 5% cynaryny. Natomiast brak
takiej informacji dla wyciaggéw z korzenia mniszka lekarskiego i ziela nawloci pospolitej. Czy
te wyciagi byly standaryzowane pod katem zawartosci jakiej$ substancji aktywnej?
- Standardowo, przedziaty liczbowe zapisuje si¢ od wartos$ci nizszych do wyzszych, dotyczy
to réwniez zapisu zakresow stezen. Tymczasem w wielu miejscach rozprawy jest odwrotny
zapis, czyli zakresy stezen sg podane od najwyzszej wartosci do najnizszej (np. na s. 45, 50,
98, w opisie ryc. 31, 32, w tab. 9).
- Na s. 45 jako najwyzsze stezenie wyciagéw roslinnych podano 2,5 mg/ml, a gentamycyny -
0,05 mg/ml. Tymczasem na ryc. 11 sg inne wartoéci: dla wyciggdw — 2 mg/ml, dla
gentamycyny - 0,5 mg/ml.
- Na s. 46 brak wyjasnienia, dlaczego w przypadku wyciagu z Silybum marianum uzyto
innego st¢zenia (1,25 mg/ml) niz dla pozostalych wyciggéw (2 mg/ml). Ponadto, dlaczego
stezenie Sm 1,25 mg/ml zostalo nazwane subMIC, skoro stezenie MIC dla Sm dla S.
epidermidis wyznaczone w niniejszej pracy wynosi 0,73 mg/ml (tab. 7)?
- Nas. 56 jest mowa o dodawaniu lipopolisacharydu (LPS) w stezeniach 0-80 pg/ml. Podanie
w ten sposéb zakresu stgzen jest mylace, poniewaz LPS byt uzyty tylko w dwéch stezeniach
40 oraz 80 pg/ml.



- Na s. 79 jest stwierdzenie: ,,Inkubacja wycinkéw z badanymi substancjami, we wszystkich
wariantach, spowodowatla istotny wzrost przewodnosci komoérkowej w poréwnaniu do
warunkéw kontrolnych”. Tymczasem, w tab. 11 dla przewodnosci komoérkowej rdznica
istotna statystycznie w poréwnaniu z kontrolg dotyczy wylacznie grupy ,,LPS + Sm” i jest to
spadek Gc, a nie wzrost.

- Przyj¢te symbole powinny by¢ konsekwentnie stosowane. Na ryc. 34 i 35 oznaczenia
,,shupkdow” to ,,LPS S” z odpowiednim st¢zeniem (przy czym zamiast ,,S” powinno by¢
»Sm”, poniewaz taki skrot przyj¢to dla tego wyciagu), a na ryc. 36 i 37 jest odwrotnie
»om_LPS”,

- W opisie wynikow na s. 83 oraz w dyskusji na s. 117 jest mowa o tym, ze Sm zwigksza
spontaniczng kurczliwo$¢ migsniowki dwunastnicy od stgzenia 0,0005 mg/ml. Tymczasem,
na ryc. 39 réznice istotne statystycznie zaczynajg si¢ od st¢zenia 0,001 mg/ml.

- W opisie wynikow na s. 84 oraz w dyskusji na s. 118 jest mowa o tym, ze Sm zmniejsza
kurczliwo$¢ mie$nidéwki dwunastnicy indukowang acetylocholing od stg¢zenia 0,001 mg/ml.
Tymczasem, na ryc. 41 réznice istotne statystycznie zaczynajg si¢ od stezenia 0,05 mg/ml.

- Dzialanie przeciwzapalne trudno ustali¢ na podstawie oceny jednego parametru, w tym
przypadku wplywu na uwalnianie tlenku azotu. Zeby méwi¢ o dzialaniu przeciwzapalnym,
badania w tym zakresie powinny by¢ bardziej rozbudowane np. o oceng wptywu na produkcje
cytokin prozapalnych czy przeciwzapalnych (linia komérkowa RAW 264.7. daje takie
mozliwosci). Z tego powodu, w rozprawie lepsze byloby uzywanie okreslenia ,hamowanie
uwalniania tlenku azotu” zamiast ,dziatanie przeciwzapalne”. A wniosek 13 mozna
przeredagowa¢ na: ,,Sm w badanym modelu in vitro oraz ex vivo wykazuje dziatanie
hamujace uwalnianie tlenku azotu”,

- Zdanie drugie z wniosku 10. powinno by¢ przeredagowane, poniewaz stwierdzenie ,,zaden z
testowanych wyciagdw nie wykazuje satysfakcjonujacych wilasciwosci niszczenia
wytworzonego biofilmu bakteryjnego” jest mylace. Badane wyciagi w ogdle nie wykazaly
takiego dzialania, wrecz mogg sprzyja¢ powstawaniu biofilmu. Wg mnie, wniosek powinien
brzmie¢ tak, jak jest to ujete na s. 105 rozprawy: ,,Wszystkie badane wyciagi okazaly si¢
nieskuteczne w niszczeniu juz utworzonego biofilmu bakteryjnego”

- Niektore wnioski mozna potaczy¢: wniosek 9.z 11., 14. z 15.

- Az 6 wnioskéw (16-21) dotyczy wptywu Sm na mig$nie gladkie. Wg mnie, sg one zbyt
szczegblowe, niektére mozna potaczyé (18., 19. 1 20.) albo pozostawi¢ tylko wniosek 16. 1 21.

- Na ryc. 30, 31, 32, 33 oraz w tab. 9 uzyto nazwy ,Taracacum officinale” zamiast

wlaraxacum officinale”.




- Nas. 73 jest odniesienie do tabeli 7, a powinno by¢ do tabeli 9.

- W bibliografii brak publikacji ,,Brand-Williams i wsp. (1995)” zacytowanej na s. 50 oraz
»Soderholm i wsp. (1998)” zacytowanej na s. 96. Na s. 113 zacytowano dwie publikacje
Zhang i in. (2017a, 2017b), w bibliografii jest tylko jedna praca tych autorow. W bibliografii
sa wymienione publikacje: Mfotie Njoya, E., et al. (2017)., Nunes, R., et al. (2016), Pinton,
P., et al. (2009), Randall, K. J., et al. (2011), ktére nie zostaly zacytowane w pracy
doktorskiej.

Podsumowujac, Doktorantka wykonata interesujaca prace badawczg, o duzej wartosci
zar6wno naukowej, jak i aplikacyjnej. Doktorantka jest dobrze przygotowana do samodzielnej
pracy naukowej. Duzy zakres przeprowadzonych badan, sposob przedyskutowania
uzyskanych wynikéw $§wiadczy o bardzo duzym zaangazowaniu Doktorantki. Przedstawiona
do oceny praca doktorska zawiera oryginalne rozwigzanie aktualnego problemu naukowego,
potwierdza ogélnag wiedz¢ teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie weterynaria oraz
przygotowanie Doktorantki do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Doktorantka
wykonala obszerng pracg badawcza oraz wykazata bardzo dobrg znajomo$¢ metodyki badan.
Whnioski wynikajace z pracy doktorskiej posiadajg istotne znaczenie naukowe oraz

praktyczne.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani lek. wet. Urszuli Latek pt. ,, Wykorzystanie
wycinkéw jelita cienkiego brojleréw kurzych do oceny wplywu substancji roslinnych na
wybrane funkcje przewodu pokarmowego” spetnia wymagania okre$lone w art. 187 ust. 1-4
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2024 poz.
1571 z pézn. zm.) i moze stanowi¢ podstawe do nadania stopnia naukowego doktora w
dziedzinie nauk weterynaryjnych w dyscyplinie weterynaria. Zatem, zwracam si¢ z
wnioskiem do Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie o dopuszczenie Pani lek. wet. Urszuli Latek do publicznej obrony rozprawy

doktorskie;.

m o A /j Loy /o&

dr hab. n. wet. Marianna Szczypka, prof. uczelni
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