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Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w dziedzinie
nauk weterynaryjnych, w dyscyplinie weterynaria. Praca liczy 78 stron i ma uktad typowy
dla rozpraw eksperymentalnych. Obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim
oraz pi¢¢ rozdziatéw gtownych, w tym 15-stronicowy wstep (rozdziat 1), 13-stronicowy
opis materialdéw 1 metod badawczych (rozdziat 2), 20-stronicowg prezentacje wynikow
(rozdziat 3), 8-stronicowa dyskusje (rozdziat 4) oraz 2-stronicowe podsumowanie i
whnioski (rozdziat 5). Prace koncza bibliografia oraz spisy rycin i tabel. Rozprawa zawiera
6 tabel oraz 8 rycin (w tym 4 tabele w cz¢sci metodycznej i 2 tabele w czg$ci wynikowe;),
ktore dokumentujg zastosowang metodyke badan oraz ilustrujg uzyskane wyniki.

Konstrukcja pracy jest przejrzysta i odpowiada standardom przyjetym dla rozpraw
doktorskich. Jest rowniez zgodna z wytycznymi okreslonymi w zataczniku nr 1 do
Uchwaty nr 362 Senatu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 27
czerwca 2023 r., regulujacej postgpowanie w sprawie nadania stopnia doktora.
Pewne zastrzezenia budzi natomiast sposob formutowania czgséci tytutdéw podrozdziatow.
W kilku przypadkach sa one nadmiernie rozbudowane (np. podrozdziat 1.2. ,, Zdrowie
jelit” u brojlerow: definicje, biomarkery i pomiar (VH, CD, VH:CD) czy 4.3.
., Mikrobiom (alfa-roznorodnos¢, sktad taksonomiczny, korelacja z morfologiq i
produkcjg)”’). Ponadto nie zachowano pelnej konsekwencji w sposobie ich
konstruowania, czego przyktadem sa podrozdziaty: , Wyniki produkcyjne”,
., Morfometria — dwunastnica”, ,, Morfometria — jelito czcze”, ,,Morfometria — jelito
biodrowe” oraz , Wyniki analizy mikrobiomu jelitowego”. Widoczne sg rdéwniez
rozbiezno$ci pomigdzy spisem tresci a trescig rozprawy. Przykladowo podrozdzial 1.5. w
spisie tresci figuruje jako ,, Metody i interpretacja wskaznikow mikrobiomu”, natomiast
w teks$cie zostal rozszerzony do postaci ,, Metody i interpretacja wskaznikow mikrobiomu
(niefachowy skrot dla czytelnika)”. Zachowanie jednolitego sposobu formutowania
tytutow podrozdziatéw oraz ich petnej zgodnosci ze spisem tresci nalezy uzna¢ za dobra
praktyke edytorska, ktorej Autorka nie przestrzegata w petni konsekwentnie.
Ponadto Autorka postuguje si¢ licznymi skrotami (m.in. AGP, QPS, EFSA, VH, CD,
VH:CD, FCR, SCFA, ASV, OTU, AMR, LAB, NGS, PCU), jednak w pracy zabrakto ich
zbiorczego wykazu, ktory utatwitby czytelnikowi orientacj¢ w stosowanej terminologii.
Nie wszystkie skroty zostaty rowniez konsekwentnie objasnione przy pierwszym uzyciu

w tekscie (np. FCR 1 VH:CD w streszczeniu na stronie 5, OECD-FAO, CWE oraz USA



FAS we wstepie na stronie 9). Autorka nie zawsze zachowywata takze konsekwencje w
zapisie nazw tacinskich kursywa. Uchybienia tego rodzaju wystepujg m.in. na stronie 6
(stowa kluczowe: Lactiplantibacillus plantarum, Bifidobacterium), stronie 16
(Salmonella, Campylobacter) oraz wielokrotnie na stronach 28 i 57 (Lactiplantibacillus
plantarum, Bifidobacterium animalis).

Nalezy jednak podkresli¢, ze wskazane uchybienia majg wylgcznie charakter redakcyjny
1 nie umniejszajg warto$ci naukowej recenzowanej rozprawy.

Wykaz pismiennictwa obejmuje 119 pozycji literaturowych zestawionych na
dziewieciu stronach (rozdziat ,,Pismiennictwo”, s. 67-75), z czego ponad 99% stanowig
publikacje anglojezyczne. Bibliografia opiera si¢ przede wszystkim na artykutach
opublikowanych w renomowanych, indeksowanych czasopismach naukowych, w tym
uwzglednianych w bazie Web of Science (m.in. Poultry Science, Frontiers in Veterinary
Science, Animals, Scientific Reports, International Journal of Molecular Sciences, Nature
Communications, Applied and Environmental Microbiology, Journal of Animal Science
and Biotechnology). Uwzgledniono rowniez publikacje w czasopismie Medycyna
Weterynaryjna, raporty instytucji migdzynarodowych, takich jak Europejski Urzad ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA), Europejska Agencja Lekéw (EMA) wraz z
programem European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption (ESVAC),
Organizacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia 1 Rolnictwa (FAO),
Organizacja Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD) oraz akty prawne odnoszace
si¢ do problematyki poruszanej w rozprawie.

Na podkreslenie zastuguje aktualno$¢ wykorzystanego pis$miennictwa — ponad
76% cytowanych publikacji pochodzi z lat 2014-2025. Starsze pozycje obejmujg przede
wszystkim prace o charakterze klasycznym (m.in. Shannon, Simpson, Bray-Curtis, Chao,
Havenstein 1 in.), ktorych wykorzystanie jest w peini uzasadnione ich fundamentalnym
znaczeniem dla rozwoju metod analizy réznorodno$ci mikrobiologicznej oraz badan nad
produkcyjno$cia brojlerow. Dobor literatury $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
aktualnego stanu wiedzy oraz umiejetno$ci osadzenia prowadzonych badan zarowno we
wspotczesnym, jak 1 historycznym kontekscie naukowym.

Analiza wykazu piSmiennictwa pozwolita jednak dostrzec kilka drobnych
niedociagni¢¢ redakcyjnych. Bibliografia nie zostata przygotowana catkowicie jednolicie
— W czg§ci pozycji zastosowano pelny wykaz autoréw, natomiast w innych zapis ,.et al.”.

Widoczne sg rowniez réznice w kompletnosci danych bibliograficznych (m.in. numery



DOI, zakres stron czy informacje wydawnicze), a takze pojedyncze rozbiezno$ci
pomiedzy cytowaniami zamieszczonymi w tek$cie 1 wykazem pi§miennictwa. Uwagi te
maja wylacznie charakter formalny 1 pozostaja bez wplywu na wysoka oceng

przygotowania teoretycznego Doktorantki.

Wprowadzenie do tresci rozprawy

Produkcja drobiu nalezy do najszybciej rozwijajacych si¢ gatezi $wiatowego
rolnictwa 1 stanowi jedno z najwazniejszych zrddel biatka zwierzgcego. Intensyfikacja
produkcji brojlerow kurzych wigze si¢ jednak z koniecznoscig utrzymania wysokiego
statusu zdrowotnego stad oraz uzyskiwania optymalnych wynikow produkcyjnych przy
jednoczesnym ograniczaniu stosowania antybiotykowych stymulatorow wzrostu (AGP).
Wprowadzenie zakazu ich stosowania w Unii Europejskiej oraz narastajacy problem
opornosci drobnoustrojow na $rodki przeciwdrobnoustrojowe przyczynity si¢ do
intensywnego rozwoju badan nad alternatywnymi strategiami Zywieniowymi,
ukierunkowanymi na poprawe zdrowia przewodu pokarmowego, efektywnosci
wykorzystania paszy oraz bezpieczenstwa produkcji drobiarskie;j.

W ostatnich latach szczegdlne zainteresowanie badaczy budza probiotyki,
uznawane za jedng z najbardziej perspektywicznych metod wspomagania zdrowia jelit i
poprawy wynikéw produkcyjnych brojlerow. Ich dzialanie wykracza poza prosta
modulacj¢ sktadu mikrobioty przewodu pokarmowego i obejmuje rowniez wplyw na
integralnos$¢ bariery jelitowej, odpowiedz immunologiczng gospodarza oraz efektywnos¢
wykorzystania sktadnikow pokarmowych. Coraz liczniejsze doniesienia naukowe
wskazuja ponadto na S$ciste zaleznosci pomigdzy sktadem mikrobiomu jelitowego,
morfologia jelita cienkiego 1 wynikami produkcyjnymi ptakoéw, cho¢ mechanizmy lezace
u podstaw tych zaleznoS$ci nadal nie zostaty w petni wyjasnione.

W tym kontekscie szczegdlnego znaczenia nabiera poszukiwanie nowych
szczepOw probiotycznych oraz optymalizacja sposobu ich stosowania, umozliwiajace
jednoczesng poprawe zdrowotnosci 1 produkcyjnos$ci drobiu oraz ograniczenie
stosowania antybiotykdéw zgodnie z zalozeniami koncepcji One Health 1 aktualng polityka
Unii Europejskiej w zakresie przeciwdzialania narastaniu opornosci na S$rodki
przeciwdrobnoustrojowe.

Przedtozona do recenzji rozprawa podejmuje aktualna i wazna problematyke

dotyczaca  wplywu preparatu  probiotycznego zawierajacego  szczepy



Lactiplantibacillus plantarum ATMI14 oraz Bifidobacterium animalis ATM30 na
wyniki produkcyjne brojleréw kurzych, histomorfologie jelita cienkiego oraz
strukture mikrobiomu przewodu pokarmowego. Badania przeprowadzono na 360
brojlerach linii Cobb-500, wykorzystujac kompleksowy zestaw metod obejmujacy oceng
parametréw produkcyjnych, analiz¢ histomorfometryczng jelita cienkiego oraz
charakterystyke mikrobiomu z zastosowaniem sekwencjonowania nowej generacji. Tak
szerokie ujecie problematyki badawczej wpisuje si¢ w aktualne $wiatowe trendy badan
nad zywieniem drobiu i poszukiwaniem skutecznych alternatyw dla antybiotykowych
stymulatorow wzrostu, a jednocze$nie uzasadnia podjecie przez Doktorantke
przedstawionej tematyki badawcze;.

Rozprawa ma charakter interdyscyplinarny, laczac zagadnienia z zakresu
zywienia zwierzat, mikrobiologii, biologii molekularnej, patologii oraz weterynarii
produkcyjnej. Tak kompleksowe ujecie problemu badawczego nalezy uznaé za
jedng z istotnych zalet przedstawionej pracy, zwiekszajaca jej wartos¢ poznawcza

oraz aplikacyjna.

Ocena merytoryczna pracy

Recenzowana rozprawa doktorska rozpoczyna si¢ rozdzialem ,,Wstep”, ktory
stanowi merytoryczne uzasadnienie podj¢cia badan oraz dobrze wprowadza czytelnika w
problematyke pracy zatytulowanej ,, Wphyw kultur probiotycznych na wybrane wskazniki
statusu zdrowotnego oraz wyniki produkcyjne brojlera kurzego”. Cz¢$¢ teoretyczna
zostala opracowana w sposob logiczny 1 uporzadkowany, prowadzac czytelnika od
ogolnej charakterystyki wspotczesnej produkcji drobiarskiej, poprzez zagadnienia
dotyczace zdrowia przewodu pokarmowego, az do omoéwienia mozliwosci wykorzystania
probiotykow jako alternatywy dla antybiotykowych stymulatorow wzrostu.
Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy fizjologii przewodu pokarmowego
brojlerow, omawiajac wspotczesne definicje zdrowia jelit oraz znaczenie integralno$ci
bariery jelitowej dla prawidtowego funkcjonowania organizmu. W przejrzysty sposob
opisuje budowe 1 rozwoj jelita cienkiego, wyjasnia biologiczne znaczenie podstawowych
parametrow histomorfometrycznych, takich jak wysokos$¢ kosmkow jelitowych (VH),
glebokos¢ krypt (CD) oraz stosunek VH:CD, a takze wskazuje czynniki srodowiskowe i
zywieniowe wplywajace na ich warto$¢. Szczegdlnie wartoSciowe jest przedstawienie

zaleznosci pomigdzy architekturg jelita, skladem mikrobiomu przewodu pokarmowego i



wynikami produkcyjnymi drobiu, co stanowi dobre wprowadzenie do czg¢$ci
eksperymentalnej rozprawy.
Istotng czgs$¢ przegladu literatury stanowi omoOwienie probiotykow stosowanych w
zywieniu drobiu. Doktorantka przedstawia wspodtczesne definicje probiotykow,
mechanizmy ich dzialania, zasady kwalifikacji szczepow do statusu Qualified
Presumption of Safety (QPS) oraz wymagania bezpieczenstwa okre§lone przez
Europejski Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnoséci (EFSA). Szczegdétowo charakteryzuje
wlasciwosci szczepdw Lactiplantibacillus plantarum oraz Bifidobacterium animalis,
opisujac ich wptyw na sktad mikrobiomu, integralno$¢ bariery jelitowej, odpowiedz
immunologiczng oraz ograniczanie kolonizacji przewodu pokarmowego przez
drobnoustroje patogenne. Uzupelnieniem tej czgsci sa rozwazania dotyczace drog
podawania probiotykéw, zaleznosci dawka—efekt oraz czynnikow determinujacych
skuteczno$¢ suplementacji. Kolejne podrozdziaty poswigcono regulacjom prawnym
dotyczacym stosowania probiotykéw jako dodatkéw paszowych w Unii Europejskiej
oraz zatozeniom koncepcji One Health, podkres$lajac znaczenie ograniczania stosowania
antybiotykdbw w produkcji zwierzecej jako jednego z najwazniejszych wyzwan
wspotczesnej weterynarii. Wprowadzenie zamyka syntetyczne omdwienie metod analizy
mikrobiomu jelitowego oraz interpretacji wskaznikoéw réznorodnos$ci biologicznej.
Cze$¢ teoretyczna zostala przygotowana bardzo starannie 1 §wiadczy o dobrej
znajomosci literatury przedmiotu oraz umiejetnosci syntetycznego przedstawienia
ztozonych zagadnien biologicznych. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
wykorzystanie licznych publikacji z ostatnich kilku lat, dzigki czemu przedstawiony
przeglad literatury odzwierciedla aktualny stan wiedzy. Obok klasycznych prac
dotyczacych fizjologii jelit i dzialania probiotykow uwzgledniono rowniez najnowsze
opracowania odnoszace si¢ do mikrobiomu, koncepcji One Health oraz obowigzujacych
regulacji prawnych. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz umiejetnosci
krytycznego $ledzenia rozwoju reprezentowanej dyscypliny.
Na pozytywna ocen¢ zastuguje rowniez sposob przedstawienia zagadnien zwigzanych z
histomorfometrig jelit 1 mikrobiomem przewodu pokarmowego. Autorka nie ogranicza
si¢ do zdefiniowania poszczegdlnych parametréw, lecz wyjasnia ich znaczenie
biologiczne oraz wzajemne zaleznosci z funkcjonowaniem przewodu pokarmowego,
efektywnoscig wykorzystania paszy i zdrowotnoscia brojleréw. Szczeg6lnie wartosciowe

jest omowienie procesOw zachodzacych we wczesnym okresie zycia pisklat oraz



przedstawienie wspotczesnych metod analizy mikrobiomu 1 interpretacji wskaznikow
alfa- i beta-r6znorodnosci, ktore stanowig jeden z gtownych elementow badan wtasnych.

Pomimo licznych zalet czg$¢ teoretyczna nie jest jednak catkowicie pozbawiona
mankamentow. W wielu miejscach Autorka bardzo szczegdlowo referuje wyniki
poszczegblnych badan, natomiast rzadziej podejmuje probe ich krytycznej analizy. W
efekcie przeglad literatury miejscami przypomina kompilacje aktualnych doniesien
naukowych, podczas gdy od rozprawy doktorskiej oczekuje si¢ réwniez wskazania
rozbiezno$ci pomiedzy wynikami roznych autoréw oraz jednoznacznego zdefiniowania
probleméw pozostajacych nadal nierozwigzanymi. Zabraklo takze odrebnego
podrozdzialu wyraznie identyfikujacego luke badawcza, stanowigca bezposrednig
przestanke do podjecia badan wlasnych.

Nalezy jednak podkresli¢, ze cho¢ wplyw probiotykow na zdrowie i produkcyjnosé
drobiu byt przedmiotem licznych wczesniejszych badan, przedstawiona rozprawa wnosi
do tej problematyki nowe elementy. Oryginalnos¢ badan nie wynika z samego
zastosowania probiotykow, lecz z oceny dziatania $cisle okreslonej kompozycji szczepow
Lactiplantibacillus plantarum ATM14 oraz Bifidobacterium animalis ATM30 oraz
kompleksowego powigzania wynikow produkcyjnych z analizg histomorfometryczng i
charakterystyka mikrobiomu jelitowego. Polaczenie klasycznych metod zootechnicznych
z nowoczesnymi narzedziami biologii molekularnej stanowi istotny walor naukowy
rozprawy, cho¢ wyrazniejsze zaakcentowanie tego aspektu we wprowadzeniu dodatkowo
wzmocnitoby argumentacje uzasadniajaca podjecie badan.

Nie zmienia to wysokiej oceny tej czesci rozprawy. Wstep zostal opracowany
starannie, opiera si¢ na aktualnym piSmiennictwie i w przekonujacy sposob
uzasadnia podjecie przedstawionej tematyki badawczej, potwierdzajac dobre
przygotowanie teoretyczne Doktorantki w dyscyplinie weterynaria.

Cel rozprawy zostal sformulowany jasno i precyzyjnie, po uprzednim
przedstawieniu hipotezy roboczej. Doktorantka postawita sobie za zadanie oceng
wplywu preparatu probiotycznego zawierajacego szczepy Lactiplantibacillus plantarum
ATM14 oraz Bifidobacterium animalis ATM30 na wybrane wskazniki zdrowotne i
produkcyjne  brojlerow  kurzych, ze szczegolnym uwzglednieniem zmian
histomorfometrycznych oraz sktadu mikrobiomu jelitowego. Cel ten rozwinigto poprzez

sformutowanie czterech hipotez badawczych odnoszacych si¢ do wptywu probiotykow



na parametry produkcyjne, architektur¢ blony $luzowej jelita cienkiego, réznorodnosc¢ i
strukture¢ mikrobiomu oraz zalezno$¢ dawka—efekt.

Hipotezy sa logicznie powigzane z celem pracy i majg charakter weryfikowalny. Na
pozytywna ocen¢ zastuguje fakt, ze obejmuja zaréwno aspekty praktyczne, jak i
mechanistyczne. Pewne zastrzezenia budzi natomiast hipoteza zakladajaca zwigkszenie
alfa-r6znorodnosci mikrobiomu jako jednoznacznego przejawu poprawy zdrowia jelit. W
swietle wspotczesnej literatury zalezno$¢ ta nie ma charakteru uniwersalnego 1 zalezy od
gatunku zwierzat, wieku oraz funkcjonalnego sktadu mikrobioty. Trafniejsze byloby
przyjecie zalozenia, ze zastosowanie probiotyku prowadzi do modulacji struktury
mikrobiomu, ktorej efektem moga by¢ korzystne zmiany biologiczne. Uwagi tej nie
nalezy jednak traktowa¢ jako btgdu koncepcyjnego, lecz raczej jako sugesti¢
ostrozniejszego formutowania hipotez badawczych.

Drobnym mankamentem edytorskim jest rowniez brak wyodrgbnienia celu, hipotez i
zakresu pracy w osobnym podrozdziale. Obecnie informacje te zamieszczono na koncu
podrozdziatu ,, Metody i interpretacja wskaznikow mikrobiomu (niefachowy skrot dla
czytelnika)”’, podczas gdy ich wydzielenie poprawiloby przejrzystos$¢ rozprawy, utatwito
odnalezienie tych kluczowych elementow w spisie tresci oraz lepiej podkreslito ich
znaczenie dla konstrukcji calej dysertacji.

Rozdzial ,,Materialy i metody” zawiera przejrzysty i logicznie uporzadkowany
opis przeprowadzonych przez Doktorantk¢ badan, umozliwiajacy odtworzenie ich
przebiegu. Autorka szczegotowo przedstawita organizacje eksperymentu, warunki
utrzymania zwierzat, sposob podawania preparatu probiotycznego oraz procedury
wykonania poszczegdlnych analiz laboratoryjnych.

Istotnym atutem czeSci metodycznej jest kompleksowos$¢ zastosowanych metod
badawczych. Autorka polaczyta klasyczne wskazniki produkcyjne z oceng
histomorfometryczng oraz analizg mikrobiomu z wykorzystaniem nowoczesnych metod
biologii molekularnej. Tak szeroki zakres analiz pozwala na wieloaspektowa oceng
dziatania badanego preparatu probiotycznego 1 stanowi niewatpliwy walor rozprawy.

Na pozytywna ocen¢ zastuguje réwniez liczebno$¢ materiatu badawczego.
Przeprowadzenie do§wiadczenia na 360 brojlerach linii Cobb-500, podzielonych na trzy
grupy do$wiadczalne z dziesigcioma replikami, zapewnia odpowiednia podstawe do
uzyskania wiarygodnych wynikéw. Rownie istotne jest zachowanie jednakowych

warunkow utrzymania wszystkich grup, co ogranicza wplyw czynnikow zaktocajacych.



Warto réwniez podkresli¢ staranno$¢ przygotowania preparatu probiotycznego oraz
kontrolg liczebnosci zywych komorek bakterii. Autorka przedstawita nie tylko sktad
preparatu, lecz takze procedury zwigzane z jego przygotowaniem, namnazaniem oraz
podawaniem zwierzetom. Tego rodzaju informacje sa czgsto pomijane w pracach
eksperymentalnych, dlatego ich uwzglednienie nalezy oceni¢ pozytywnie.

Szczegbdlnym walorem metodycznym rozprawy jest zastosowanie nowoczesnych
metod analizy mikrobiomu. Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (NGS),
identyfikacji wariantow sekwencji amplikonéw (ASV) oraz wspolczesnych narzedzi
bioinformatycznych $wiadczy o wlasciwym doborze metod badawczych. Przyjete
podejscie jest zgodne z aktualnymi standardami badan mikrobiologicznych 1 stanowi
istotny walor naukowy pracy.

Pomimo wysokiej jakosci czgsci metodycznej dostrzegam jednak kilka
elementow wymagajacych doprecyzowania.

Pierwsza uwaga dotyczy charakterystyki zastosowanego preparatu probiotycznego. W
opisie metodyki zabraklo informacji, czy preparat miatl posta¢ ptynng (np. cieczy
pohodowlanej, zawiesiny w soli fizjologicznej lub innym medium), czy stata (np.
liofilizatu lub suszu rozpylowego). Nie podano rowniez, czy zawieral substancje
pomocnicze, takie jak stabilizatory lub krioprotektanty, ani jak dtugo byt przechowywany
przed przygotowaniem roztworu do pojenia brojleréw.

Kolejna uwaga dotyczy oznaczania st¢zenia i zywotnosci bakterii w preparacie (str. 30).
Doktorantka podaje, ze analiz¢ wykonywano metoda posiewdéw powierzchniowych,
jednak nie sprecyzowano, czy stosowano rozcienczenia seryjne oraz w jaki sposob
zapewniono warunki mikroaerofilne 1 beztlenowe niezb¢dne do hodowli szczepdéw
Lactiplantibacillus 1 Bifidobacterium.

Metodyka badan mikrobiomu zostala opisana szczeg6étowo 1 obejmuje wszystkie
podstawowe etapy analizy — od izolacji DNA, poprzez przygotowanie bibliotek 1
sekwencjonowanie regionu V3-V4 genu 16S rRNA, az po analiz¢ bioinformatyczng z
wykorzystaniem pakietow DADA2 i1 QIIME2. Kilka elementow wymaga jednak
doprecyzowania. Nie jest jednoznacznie okre$lone, czy analizie poddano materiat
pobrany zaréwno z jelita czczego, jak 1 Slepego, poniewaz opis pobierania probek odnosi
si¢ wylacznie do jelit §lepych. Warto byloby réwniez poda¢ liczbg analizowanych probek,
bardziej szczegdlowo opisa¢ procedure izolacji DNA oraz parametry kontroli jakosci

odczytow. Z metodologicznego punktu widzenia bardziej precyzyjne byloby takze



stwierdzenie, ze sekwencjonowaniu poddawano amplikony regionu V3-V4 genu 16S
rRNA, a nie sam gen. Ponadto zapis, ze zastosowana analiza ,,zapewnia klasyfikacje
odczytow do poziomu gatunku”, jest zbyt kategoryczny, poniewaz w przypadku regionu
V3-V4 identyfikacja do poziomu gatunku nie zawsze jest mozliwa. Uwagi te maja jednak
charakter przede wszystkim metodyczny i redakcyjny i1 nie podwazaja wartosci
przeprowadzonych badan.

Opis zastosowanych analiz statystycznych zamieszczono na stronach 35-36.
Zwigkszeniu przejrzystosci czesci metodycznej sprzyjatoby jednak wyodrebnienie tego
opisu w osobnym podrozdziale.

W opisie warunkow utrzymania ptakéw Autorka podaje, ze temperatura w
odchowalni byla nastgpnie obnizana ,,zgodnie z zaleceniami firmy genetycznej”.
Sformutowanie to jest zbyt ogdélne. Dla zapewnienia petnej powtarzalnosci
doswiadczenia nalezato wskaza¢ producenta wykorzystanej linii brojlerow (np. Cobb-
Vantress lub Aviagen) oraz odwota¢ si¢ do odpowiedniego podr¢cznika odchowu
(Management Guide).

Do drobnych uchybien redakcyjnych nalezy zaliczy¢ rowniez brak odwotan do
tabel 1 i 2 w tekscie, brak jednostek w tabeli 1 oraz brak objasnien zastosowanych
oznaczen, takich jak ,,b.0.” czy numery identyfikacyjne dodatkow paszowych.
Przedstawione uwagi majg przede wszystkim charakter doprecyzowujacy i redakcyjny,
nie wplywaja natomiast na zasadniczo wysoka oceng¢ czesci metodycznej. Zastosowane
metody sq wlasciwie dobrane do postawionych celow badawczych i Swiadcza o
dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia badan eksperymentalnych.

Rozdzial ,,Wyniki” zostal opracowany w sposOb przejrzysty i logiczny.
Zachowano wilasciwa kolejno$¢ prezentacji danych, rozpoczynajac od parametrow
produkcyjnych, nastgpnie przedstawiajac wyniki analiz histomorfometrycznych, a
konczac charakterystykg mikrobiomu jelitowego.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazuja na korzystny wplyw suplementacji
probiotycznej, szczegdlnie w wariancie D1 (z pojedyncza dawka badanego preparatu), na
koncowa mase ciata brojlerow. Efekt ten byl widoczny juz od drugiego tygodnia
odchowu 1 utrzymywat si¢ do zakonczenia doswiadczenia. Jednocze$nie nie wykazano
istotnych zmian w $miertelno$ci ptakow ani pobraniu paszy. Wyniki te nalezy uzna¢ za
biologicznie wiarygodne i1 zgodne z obserwacjami prezentowanymi w licznych

publikacjach dotyczacych zastosowania probiotykdéw w zywieniu drobiu.
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Na podkreslenie zasluguje fakt, ze Autorka nie ograniczyla si¢ do przedstawienia
koncowych warto$ci masy ciala, lecz monitorowata przebieg wzrostu ptakow w
kolejnych etapach do§wiadczenia. Pozwala to lepiej oceni¢ dynamike dziatania badanego
preparatu.

Interpretacja wynikoéw dotyczacych parametréw produkcyjnych wymaga jednak
nieco wiekszej ostroznosci. W kilku miejscach rozprawy uzyto sformutowan
sugerujagcych ogdlng poprawe wynikéw produkcyjnych, podczas gdy istotne
statystycznie zmiany dotyczyly przede wszystkim masy ciata. Parametry takie jak
wspotczynnik wykorzystania paszy (FCR) czy $miertelno$¢ nie ulegly réwnie
jednoznacznej poprawie. Bardziej precyzyjne bytoby zatem stwierdzenie, ze badany
preparat korzystnie wptywal przede wszystkim na tempo wzrostu brojleréw, natomiast
jego wptyw na pozostate wskazniki produkcyjne nie byt istotny statystycznie. Uwage te
nalezy traktowaé przede wszystkim jako wskazanie dotyczace precyzji interpretacji
wynikow.

Wyniki analiz histomorfometrycznych sa wyjatkowo spdjne we wszystkich
ocenianych odcinkach jelita cienkiego. W grupie otrzymujacej dawke D1 obserwowano
zwigkszenie wysokosci kosmkow jelitowych, zmniejszenie glgbokosci krypt oraz wzrost
wartos$ci wskaznika VH:CD. W grupie otrzymujacej wyzszg dawke probiotyku efekt ten
byl mniej wyrazny, co moze wskazywac¢ na istnienie optymalnego zakresu dawkowania
badanego preparatu.

Jedyna uwage interpretacyjng budzi sposob formutowania wnioskow dotyczacych
funkcjonowania jelita. Autorka wielokrotnie stwierdza, ze zwigkszenie wartoSci
wskaznika VH:CD $wiadczy o poprawie zdolnosci absorpcyjnych jelita. W literaturze
przyjmuje si¢ wprawdzie, ze parametry te koreluja z efektywno$cia wchtaniania
sktadnikow pokarmowych, jednak nalezy pamigtac, ze sa one jedynie wskaznikami
posrednimi. W przedstawionym doswiadczeniu nie wykonywano badan funkcjonalnych
dotyczacych przepuszczalnosci bariery jelitowej, aktywno$ci enzymow trawiennych ani
ekspresji transporteréw blonowych. Z tego wzgledu bardziej ostrozne byloby
stwierdzenie, ze uzyskane zmiany mogg sugerowa¢ poprawe funkcji absorpcyjnych
przewodu pokarmowego.

Ponadto pewien niedosyt budzi sposob prezentacji wynikow badan
histomorfometrycznych. Rozdzial zawiera wylacznie zestawienia wartosci liczbowych,

natomiast zabraklo reprezentatywnych mikrofotografii preparatow histologicznych
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poszczegdlnych odcinkow jelita. Zamieszczenie takich ilustracji, najlepiej z
zaznaczeniem mierzonych parametréw (VH i1 CD), pozwolitoby czytelnikowi na
wizualng ocen¢ obserwowanych zmian oraz stanowitoby cenne uzupeinienie wynikow
ilosciowych. Nie wplywa to na warto$¢ przeprowadzonych analiz, jednak znaczaco
zwigkszyloby walory dokumentacyjne i poznawcze rozprawy

Analiza mikrobiomu stanowi jeden z najwigkszych walorow naukowych
recenzowanej rozprawy. Wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji oraz
wspoltczesnych narzedzi bioinformatycznych umozliwito szczegdtowa charakterystyke
zmian zachodzacych w mikrobiocie jelitowej brojlerow. Szczegdlnie wysoko nalezy
oceni¢ zastosowanie analizy opartej na wariantach sekwencji amplikonow (ASV), ktora
obecnie stanowi rekomendowany standard w badaniach mikrobiologicznych. Pewnego
doprecyzowania wymaga natomiast sposob kwalifikowania taksonow do kategorii
,other” przedstawionej na rycinie 6. Nie jest jasne, jakie kryterium przyjeto dla okreslenia
»taksony o niskiej obfitos$ci i/lub nieprzypisane na poziomie rodzaju”. Warto byloby
wskaza¢ zastosowany prog odcigcia.
Przedstawione wyniki wskazuja, ze zastosowanie probiotyku wpltyngto na strukture
mikrobiomu oraz ré6znorodno$¢ biologiczng spotecznosci bakteryjnych. Obserwacje te
pozostaja zgodne z aktualnym stanem wiedzy dotyczacym mechanizméw dziatania
probiotykow.
W tym miejscu warto jednak zwrécié, ze Autorka interpretuje wzrost alfa-roznorodnosci
jako przejaw poprawy zdrowia jelit. Jest to poglad czgsto spotykany w literaturze
dotyczacej drobiu 1 w duze] mierze uzasadniony. Warto jednak zaznaczy¢, ze
wspotczesne badania wskazuja, iz zalezno$¢ pomiedzy réznorodnos$cig mikrobiomu a
stanem zdrowia gospodarza nie ma charakteru uniwersalnego i zalezy od wielu
czynnikéw, w tym wieku zwierzat oraz funkcjonalnego sktadu mikrobioty. Nalezy
rowniez pamigtac, ze wyzsza alfa-roznorodno$¢ nie zawsze oznacza korzystniejszy stan
mikrobiomu, gdyz jej znaczenie zalezy od stabilnosci 1 funkcjonalno$ci calej
spoteczno$ci drobnoustrojow. Z tego wzgledu bardziej zasadne byloby ostrozniejsze
formutowanie wnioskoOw w tym zakresie.

Zajeden z najwigkszych walorow czesci poswigconej prezentacji wynikow nalezy
uzna¢ ich spojnos¢ biologiczng. Zmiany obserwowane na poziomie parametrow
produkcyjnych pozostaja zgodne z wynikami analiz histomorfometrycznych oraz

charakterystyka mikrobiomu. Na podkreslenie zastuguje rowniez zgodno$¢ uzyskanych
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obserwacji z wynikami innych autoréw. Swiadczy to zaréwno o wysokiej jakosci
przeprowadzonych badan, jak i o dobrze przemyslanej koncepcji eksperymentu.

Niemniej, czuj¢ si¢ w obowigzku zwroci¢ uwage na kilka drobnych uchybien
edytorskich. W rozdziale ,,Wyniki” zabraklo odwolan do cze¢$ci tabel i rycin, a tabela
zamieszczona w sekcji 3.5 nie posiada tytulu ani objasnien. Ponadto sposob prezentacji
wynikéw nie jest w pelni jednolity — wylacznie w czgsci dotyczacej analiz
metagenomowych pojawiaja si¢ odrgbne podpunkty ,.Interpretacja” 1 ,,Wnioski ogolne”,
ktérych brak we wczesniejszych sekcjach. Zwraca uwage rowniez niekonsekwentne
stosowanie okreslen ,brojlery” i ,kury” (m.in. s. 55-56), ktoére nie sa pojeciami
tozsamymi. Uchybienia te maja jednak charakter wytacznie redakcyjny i1 nie wptywaja

na wysoka oceng uzyskanych wynikow.

Dyskusja

Dyskusja zostata przygotowana na wysokim poziomie merytorycznym. Autorka
wykazata si¢ bardzo dobrg znajomos$cig aktualnego piSmiennictwa oraz umiejetnoscia
odniesienia wynikoéw wiasnych badan do rezultatow uzyskanych przez innych autorow.
W wigkszosci przypadkéw trafnie interpretuje zaréwno zgodnosci, jak i rozbieznosci
pomiedzy poszczegdlnymi publikacjami, podejmujac probe wyjasnienia mozliwych
przyczyn obserwowanych roznic.

Na szczeg6lne podkreslenie zasluguje fakt, ze dyskusja nie ogranicza si¢ do
prostego zestawienia wynikéw z danymi literaturowymi. Doktorantka podejmuje probe
wskazania biologicznych mechanizmow odpowiedzialnych za uzyskane efekty, odnoszac
si¢ do roli krétkotancuchowych kwaséw tluszczowych, integralnosci bariery jelitowej
oraz modulacji odpowiedzi immunologiczne;.

Nalezy jednak podkresli¢, ze proponowane mechanizmy majg charakter hipotetyczny. W
ramach przeprowadzonych badan nie oznaczano stezenia krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (SCFA), ekspresji biatek potaczen $cistych ani markeréw odpowiedzi
immunologicznej. Bardziej precyzyjne bytoby zatem podkreslenie, Zze proponowane
mechanizmy stanowig najbardziej prawdopodobne wyjasnienie uzyskanych wynikow,
zgodne z aktualnym stanem wiedzy, jednak nie zostaly bezposrednio zweryfikowane w
niniejszym doswiadczeniu. Poza ta drobng uwaga rozdzial zostal przygotowany
dojrzale i Swiadczy o umieje¢tnosci krytycznej interpretacji wynikow wlasnych

badan.
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Recenzowang rozprawe zamyka rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski”, obejmujacy
podrozdzialy ,,Cel i zakres pracy”, ,,Najwazniejsze obserwacje eksperymentalne” oraz
»Wnioski”. Wnioski koncowe pozostaja zgodne z przedstawionymi wynikami badan i w
zdecydowanej wigkszosci wynikaja bezposrednio z uzyskanych obserwacji. Autorka
prawidlowo wskazuje, ze zastosowanie preparatu probiotycznego, szczegdlnie w dawce
D1, korzystnie wptywalo na wzrost brojleréw, architekture blony $luzowej jelita oraz
struktur¢ mikrobiomu.

Jedyng uwage stanowi sposob formutowania wnioskéw dotyczgcych mechanizmow
dzialania probiotyku. Bardziej zasadne byloby unikanie sformutowan sugerujacych
bezposredni zwigzek przyczynowo-skutkowy pomiedzy zmianami mikrobiomu a
poprawg parametrow produkcyjnych. Przedstawione badania wykazuja istnienie
spojnych zaleznos$ci biologicznych, jednak nie pozwalaja na jednoznaczne potwierdzenie
mechanizmu odpowiedzialnego za obserwowane efekty. Ponadto zamieszczanie
odniesien literaturowych we wnioskach wydaje si¢ zbedne, poniewaz zostaty one
uwzglednione w rozdziale ,,Dyskusja”. Pomimo tej uwagi uwazam, ze przedstawione
whnioski sg poprawne i stanowig logiczne podsumowanie przeprowadzonych badan.

Podsumowujac, recenzowana rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko
zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i metodologicznym. Doktorantka
wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia aktualnego stanu wiedzy oraz umiejetnos$cia
zaprojektowania i przeprowadzenia wieloaspektowego eksperymentu z
wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych. Zgtoszone uwagi nie podwazaja
warto$ci naukowej rozprawy, lecz majg charakter przede wszystkim doprecyzowujacy,
interpretacyjny lub redakcyjny. Na szczegbélne podkreslenie zastuguje umiejgtne
potaczenie klasycznych metod zootechnicznych z analizag histomorfometryczng oraz
badaniami mikrobiomu, co znaczaco zwigksza warto$¢ poznawcza pracy i1 podkresla jej
interdyscyplinarny charakter.

Jednoczesnie chciatabym zwroci¢ si¢ do Pani lek. wet. Natalii Gruchaly z prosbg o
ustosunkowanie si¢ do ponizszych pytan, ktore wynikajg z zainteresowania badawczego
Recenzentki 1 dotycza zagadnien szczegélnie istotnych z punktu widzenia interpretacji

uzyskanych wynikow:
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1.

W przedstawionych badaniach najlepsze efekty uzyskano po zastosowaniu
nizszej dawki probiotyku (D1), natomiast zwickszenie dawki nie spowodowato
dalszej poprawy wynikow. Jakie mechanizmy biologiczne moga odpowiada¢ za
obserwowang zalezno$¢ dawka—efekt?

W pracy wykazano zmiany w sktadzie mikrobiomu oraz poprawe architektury
jelita cienkiego. Czy na podstawie przedstawionych wynikéw mozna stwierdzic,
ze  zmiany  mikrobiomu  byly  bezposrednia  przyczyng  zmian
histomorfometrycznych? Jakie dodatkowe badania nalezaloby przeprowadzic,
aby wykaza¢ taki zwigzek przyczynowo-skutkowy? Jakie markery mogtyby
potwierdzi¢ rzeczywista poprawe funkcji bariery jelitowe;j?

Jak wyjasnilaby Pani sytuacje, w ktorej poprawie ulega architektura jelita,
natomiast nie obserwuje si¢ poprawy wspotczynnika wykorzystania paszy
(FCR)?

Dlaczego zdecydowata si¢ Pani na analiz¢ mikrobiomu oparta na wariantach
sekwencji amplikondéw (ASV), zamiast zastosowac klasyczne podejscie oparte na
jednostkach OTU?

W pracy analizowano sktad mikrobiomu metoda sekwencjonowania genu 16S
rRNA. Jakie sg ograniczenia tej metody oraz jakie dodatkowe informacje mozna
byloby uzyskac, stosujac sekwencjonowanie metagenomowe typu shotgun?

W jaki sposob skiad podstawowej dawki pokarmowej moze wplywaé na
skuteczno$¢ dziatania zastosowanych probiotykow?

Jakie byly, Pani zdaniem, najwazniejsze ograniczenia przeprowadzonego
doswiadczenia i w jaki sposob zaprojektowataby Pani kolejne badania rozwijajace
uzyskane wyniki?

Czy uwaza Pani, ze uzyskane wyniki mogg zosta¢ bezposrednio przeniesione do
warunkow ferm komercyjnych? Jakie czynniki mogg ogranicza¢ mozliwo$¢

praktycznego wdrozenia przedstawionego rozwigzania?

Whioski koncowe

Rozprawa doktorska lek. wet. Natalii Weroniki Gruchaty pt. ,, Wphw kultur

probiotycznych na wybrane wskazniki statusu zdrowotnego oraz wyniki produkcyjne
brojlera kurzego” stanowi warto$ciowe opracowanie naukowe o wysokich walorach

poznawczych i aplikacyjnych oraz oryginalne rozwigzanie istotnego i aktualnego
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problemu naukowego. Doktorantka wykazata si¢ dojrzato$ciag naukowa, szeroka wiedza
teoretyczng w dyscyplinie weterynaria oraz umiej¢tnoscig samodzielnego planowania 1
prowadzenia badan naukowych, obejmujacych realizacje ztozonych doswiadczen
eksperymentalnych oraz krytyczng analiz¢ 1 interpretacj¢ uzyskanych wynikow.
Rozprawa wnosi istotny wktad w rozwoj wiedzy dotyczacej wykorzystania probiotykow
jako alternatywy dla antybiotykowych stymulatorow wzrostu w produkcji drobiarskie;,
co ma szczegolne znaczenie zgodnie z zatozeniami koncepcji One Health.

W mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania
merytoryczne i formalne okre$lone w art. 187 ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. —
Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst jedn.: Dz.U. z 2024 r. poz. 1571, z p6zn.
zm., w tym Dz.U. z 2025 r. poz. 1162).

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o
przyjecie rozprawy doktorskiej lek. wet. Natalii Weroniki Gruchaly oraz
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w tym

do publicznej obrony rozprawy.
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