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rozprawy doktorskiej mgr Ramesha Nirmali Wishna-Kadawarage,
pt. ., In-ovo stimulation as a tool to improve gut health of broiler chickens”
(Stymulacja in-ovo jako narzedzie do poprawy zdrowia jelit kurczat brojleréw)
wykonanej pod kierunkiem promotora gléwnego prof. dr hab. inz. Marii Siwek-Gapinskiej, Katedra
Biotechnologii i Genetyki Zwierzat Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat Politechniki Bydgoskie;j
oraz promotora pomocniczego dr Rita M. Hickey, Teagasc food research centre, Moorepark,

Fermoy, Ireland

Podstawe formalng do wykonania recenzji Pani mgr. Rameshy N. Wishna-Kadawarage
stanowi zawiadomienie przewodniczgcego Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo, dr
hab. inz. Jakuba Bieseka, prof PBS (3/RNCS.520.11.2024) z dnia 12 wrzesnia 2024 r., zgodnie z
uchwatg Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Politechniki Bydgoskiej.

Podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora jest cykl trzech powigzanych ze sobg
tematycznie artykutow naukowych:
1. Ramesha N. Wishna-Kadawarage, Martin Jensen, Szymon Powatowski, Rita M. Hickey and
Maria Siwek, In-vitro screening of compatible synbiotics and (introducing) “prophybiotics” as a
tool to improve gut health, International Microbiology (Springer), 2024, 27, 645—657,
https://doi.org/10.1007/s10123-023-00417-2,
2. Ramesha N. Wishna-Kadawarage, Rita M. Hickey and Maria Siwek, In-vitro selection of lactic
acid bacteria to combat Salmonella enterica and Campylobacter jejuni in broiler chickens, World
Journal of Microbiology and Biotechnology (Springer), 2024, 40, 133,
https://doi.org/10.1007/s11274-024-03946-8,



3. Ramesha N. Wishna-Kadawarage, Katarzyna Poltowicz, Agata Dankowiakowska, Rita M.

Hickey and Maria Siwek, Prophybiotics for in-ovo stimulation; validation of effects on gut health
and production of broiler chickens, Poultry Science (Elsevier), 2024, 103, 4,
https://doi.org/10.1016/j.psj.2024.103512,

Wszystkie wymienione artykuly to prace oryginalne opublikowane w czasopismach z listy JCR
o0 tacznym Impact Factor (wg danych z roku 2023) 10,1 i sumarycznej punktacji wg aktualnie
obowigzujacego wykazu Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego wynoszacej 250 punktow.
W kazdej z prac Doktorantka jest pierwszym autorem.

Oceniana dysertacja sklada si¢ ze wstepu (4 strony), listy artykuldow naukowych
stanowiacych cykl rozprawy doktorskiej, uzasadnienia spdjnosci tematycznej w/w artykutéw (48
stron), streszczenia w jezyku angielskim i polskim oraz kopii artykuldéw naukowych wraz
z wymaganymi o$wiadczeniami Autorki i wspotautorow.

We wstepie Doktorantka zdefiniowala pojgcie zdrowego jelita, wskazujac na zwigzek
kondycji tego narzadu z prawidlowg funkcjg innych organow takich jak watroba, mdzg, gonady,
pluca, skdéra czy narzad wzroku. Jednoczesnie zwrdcita uwage jak dynamicznie rosngca
ogdlnoswiatowa produkcja brojleréw musi sprosta¢ wspétczesnym standardom bezpiecznej
zywnosci 1ograniczeniom w stosowaniu antybiotykéw. W wielkoskalowej produkcji kurczat
brojlerow, rozw¢j zarodka ptaka poczatkowo przebiega we wzglednie sterylnym srodowisku jaja.
Nastepnie po wykluciu podczas tzw. ,,okna wylegowego” piskle oczekuje zwykle 24-48h,
a niekiedy nawet 72h, na pierwszy kontakt z pokarmem stanowigcym zrodto bakterii komensalnych
tworzacych prawidlowa mikrobiote jelitowa. Wezesna kolonizacja uktadu pokarmowego nie tylko
stymuluje jego dojrzewanie, lecz réwnoczesnie przyczynia si¢ do zmniejszenia zagrozenia ze strony
patogennych bakterii takich jak Campylobacter c¢zy Salmonella. We wstepie Autorka
scharakteryzowala ponadto technike in ovo polegajaca na podaniu substancji biologicznie czynnych
bezposrednio do jaja, a wigc w trakcie rozwoju embrionalnego ptaka. Technika ta umozliwia
suplementacj¢ miedzy innymi prebiotykoéw, probiotykdéw, synbiotykdéw czy fitobiotykéw dajac
lepsze rezultaty niz podanie tych samych substancji, w okresie po wykluciu pisklat z jaj. Nie bez
znaczenia jest rowniez termin iniekcji wybranych substancji do jaja, stad zabieg wykonany
w 12-tym dniu inkubacji okreslany jest jako stymulacja in ovo, w przeciwienstwie do dziatan
w pbdzniejszym okresie rozwoju (17-18 dzien) okreslanych mianem Zzywienia in ovo. Stymulacja in
ovo roéznymi substancjami bioaktywnymi wywiera Korzystny wplyw na trawienie, metabolizm,
rozwo] miesni, wydajnos$é produkcji, ekspresje gendéw zwigzanych z odpornoscia, reakcje na stres
cieplny i fagodzenie zakazen patogennych. Ponadto jest ona bezpieczniejsza niz analogiczny zabieg

wykonany w p6zniejszym czasie, ze wzgledu na maty rozmiar embrionu.



Hipoteza badawcza i cele pracy

Doktorantka, opierajgc si¢ na opisanych we wstepie wynikach wezesniejszych badan innych
autorOw, postawila hipoteze, ze stymulacja in ovo kurczat brojlerow starannie dobranymi
substancjami bioaktywnymi powinna przeprogramowaé mikrobiom jelitowy i wzmocni¢ uktad
odpornosciowy, aby aktywowaé bezposrednie i posrednie S$ciezki wykluczenia patogenow
w jelitach. Spodziewala si¢ rowniez, ze te korzystne efekty bedg trwaly az do konca okresu
produkcyjnego.

Jako glowny cel niniejszej pracy doktorskiej Pani mgr. Ramesha N. Wishna-Kadawarage
postawila sobie optymalizacje skutecznego protokotu stymulacji in ovo prowadzacego do poprawy
zdrowia jelit u kurczat brojleréw. Doktorantka wyr6znita réwniez trzy cele szczegotowe:
1) identyfikacje najskuteczniejszych substancji bioaktywnych (prebiotykéw, probiotykow
i ekstraktow roslinnych) pod wzgledem wlasciwosci ograniczajgcych dziatanie bakterii
Campylobacter 1 Salmonella; 2) okreslenie optymalnej dawki wybranych substancji bioaktywnych,
ktore maja by¢ podane do zarodka kurczecia oraz 3) przeprowadzenie badania in vivo wptywu
wybranych substancji na homeostaze jelit i parametry produkcyjne brojleréw, w celu potwierdzenia
skutecznosci opracowanego protokotu.

Biorgc pod uwage wyzwania z jakimi wspdtczesnie musi si¢ mierzy¢ przemyst drobiarski,
wybdr tematu badan nalezy uznaé za niezwykle aktualny i potrzebny z praktycznego punku

widzenia.

Material i metody

W pierwszym artykule cyklu Autorka zaprezentowata wyniki eksperymentu nr 1
polegajacego na doborze odpowiedniej pary prebiotyku i probiotyku tworzacego synbiotyk lub
probiotyku i fitobiotyku nazwanej przez Doktorantke ,,prophybiotic”. Do testow wybrano szes$¢
probiotykdéw:  Lactiplantibacillus plantarum B/00166, Lacticaseibacillus casei B/00164,
Limosilactobacillus reuteri B/00281, Lacticaseibacillus rhamnosus B/00279, Leuconostoc
mesenteroides B/00288 oraz Pediococcus pentosaceus B/00165; trzy prebiotyki: rafinoze, inuling
oraz saccharicterpenin; oraz trzy fitobiotyki, bedace wyciggami roslinnymi z kurkumy, zielonej
herbaty oraz czosnku. Analizowano kinetyke wzrostu poszczegdlnych szczepow bakterii
probiotycznych w obecnosci prebiotykdow lub wyciagdéw roslinnych.

W drugim artykule Doktorantka przedstawita wyniki eksperymentu nr 2 polegajgcego na
wybraniu szczepu bakterii probiotycznych wykazujacych si¢ najwigkszym potencjatem
przeciwbakteryjnym w stosunku do czterech szczepoéw bakteryjnych: Salmonella enterica subsp.

Enterica serovar Typhimurium (DPC6463), Salmonella enterica subsp. Enterica serovar



Typhimurium (ATCC 14028), Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Braenderup (NRL-IE-
22) i Campylobacter jejuni DVI-SC181. Zastosowano cztery testy: Spot overlay assay, Well
diffusion assay, Co-culture assay oraz Co-aggregation assay.

Artykul nr 3 zawiera wyniki eksperymentu przeprowadzonego na kurczetach brojlerach
Ross 308, w ktéorym porownywano 4 grupy ptakéw: 1) nie poddawane iniekcji in ovo,
2) otrzymujgce jedynie sdl fizjologiczna, 3) otrzymujace probiotyk Leuconostock mesenteroides
B/00288 oraz 4) otrzymujgce w/w probiotyk wraz z wyciagiem z czosnku. Ocenianymi
parametrami kurczat byly: wylegowo$¢, masa ciala, dlugos¢ oraz ocena Pasgara. W 35 dniu
poubojowo badano jelita slepe pod katem mikrobiomu, ekspresji gendéw zwiazanych z odpowiedzig
immunologiczng oraz obrazu histologicznego. Oceniano réwniez parametry produkcyjne, warto$¢
rzezng oraz jakos$¢ migsa brojlerow. Ponadto w 7 i 34 dniu pobierano probki katu w celu oceny
mikrobiomu jelitowego na obecno$¢ korzystnych oraz potencjalnie szkodliwych szczepow
bakteryjnych.

We wszystkich artykutach dane cyfrowe uzyskane z przeprowadzonych eksperymentoéw
byty kazdorazowo poddawane analizie statystycznej umozliwiajacej wykazanie istotnosci réznic
pomiedzy poszczegdlnymi grupami.

Oceniajgc ten aspekt dysertacji nalezy stwierdzi¢, ze zastosowana metodyka jest

nowoczesna, adekwatnie dobrana i gwarantujgca uzyskanie wiarygodnych wynikéw naukowych.

Wyniki

Rezultaty uzyskane z eksperymentu nr 1 wskazaty, ze w sklad komplementarnych
synbiotykdw moga wejs¢: saccharicterpenin z Lactiplantibacillus plantarum lub Leuconostoc
mesenteroides, oraz inulina z Lacticaseibacillus casei. Natomiast Lacticaseibacillus rhamnosus
i Pediococcus pentosaceus nie byly kompatybilne z zadnym z testowanych prebiotykéw. Z kolei
0,5% wyciag z czosnku okazal si¢ by¢ najlepszg opcja do stworzenia profibiotyku. Doceniajgc
zatem korzystne oddzialywanie fitobiotykow na kondycje jelit, Doktorantka slusznie wybrata
potaczenie probiotyku i fitobiotyku jako najlepsze polaczenie do testow in vivo.

Wyniki szeregu testow przeprowadzonych w ramach eksperymentu nr 2 wykazaly, ze
najwyzszy potencjal przeciwbakteryjny posiada Leuconostock mesenteroides, stad zostal on
wytypowany jako probiotyk wchodzacy w sktad profibiotyku.

W badaniach in vivo kurczeta otrzymujgce profibiotyk osiggaly bardzo dobre wyniki
produkcyjne takie jak wylegowos$¢, masa ciata po wylegu oraz w okresie do dwoch tygodni po nim.
Ponadto w 7 dniu zycia odnotowano w odchodach wzrost wzglednej liczebnosci Bifidobacterium

sp. 1 Faecalibacterium sp. a takze redukcje E. coli w porownaniu z grupa kontrolng. Badania jelit
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Slepych wykazaty niejednoznaczny wplyw badanych substancji bioaktywnych na wzgledna
liczebnosci bakterii produkujacych krétkotanicuchowe kwasy tluszczowe, polegajacy na redukceji
Faecalibacterium sp. przy jednoczesnym wzroscie Akkermansia sp. W blonie Sluzowej tego
narzadu stwierdzono rowniez wzrost ekspresji genow dla ptasiej beta-defensyny 1 (4AVBDI),
receptora wolnych kwasow ttuszczowych (FFAR2) oraz mucyny 6 (MUC6). Z kolei badania
histomorfometryczne jelit slepych wykazaly zmniejszenie powierzchni kosmkow jelitowych,
glebokosci krypt jelitowych oraz wspoétczynnika wysokosci kosmkow do glebokosci krypt.

Zebrane wyniki we wszystkich artykutach oraz w ich podsumowaniu zostaly
zaprezentowane czytelnie, a liczne wykresy opatrzone wynikami analiz statystycznych utatwiajg

czytelnikowi porownanie poszczegdlnych grup badawczych.

Dyskusja

W tym rozdziale Autorka skonfrontowata wyniki whasnych badan z pracami innych autoréw.
Prezentowana literatura jest aktualna i whasciwie dobrana, co $wiadczy o dobrym opanowaniu
tematyki badawczej. Pod koniec tego rozdziatu Doktorantka wykazala ograniczenia zwigzane
z zastosowaniem wybranego protokolu. Wskazuje to na duzg dojrzato$é naukowsg polegajaca na
umiejetnosei krytycznej oceny uzyskanych wynikéw badan. W rozdziale podsumowanie, Autorka

prezentuje 8 wnioskdw plynacych z przeprowadzonych badan.

Spostrzezenia i uwagi krytyczne

Z obowigzku recenzenta pragne zwréci¢ uwage Doktorantce na kilka elementow, ktore

powinny by¢ poprawione:

Na str. 28. IL-2 i IL-4 zostaly wymienione jako cytokiny prozapalne, podczas gdy IL-2 jest
klasyfikowana jako cytokina regulatorowa (stymuluje odpowiedZ Th1), natomiast IL-4 jest cytoking

przeciwzapalng. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze opis cytokin w artykule nr 3 jest prawidtowy.

W artykule nr 3. Fig. 8. punkt D. Okreslenie ,,rozmieszczenie krypt w wiele warstw” uwazam za
mylace, poniewaz krypty w tym narzadzie tworzg jedng warstwe biegnacg prostopadle do $ciany
narzadu, co wida¢ wyraznie np. na zdjeciu A i B. Natomiast falszywie ,,wielowarstwowy” obraz
krypt, wynika z przekroju skosnego tych struktur. Nastepnie w akapicie dotyczacym histologii jelit
Slepych autorzy podajg, ze ,,wzrost glebokosci krypt oraz wigksza liczba krypt w ukladzie
wielowarstwowym” wskazuja na szybszg proliferacje komorek nablonka jelitowego oraz tempo ich

réznicowania. Uwazam, ze jedynie ten pierwszy argument jest stuszny i w pelni wystarczajacy.



Na str. 53. Doktorantka odnoszac si¢ do brojleréw w wieku do 5 tygodnia zycia okresla je jako
doroste, podczas gdy dojrzatos¢ piciowa kury typu migsnego osiggaja dopiero ok. 22-25 tygodnia
zycia.

Doktorantka wprowadza nowy termin ,,profibiotyk” (w oryginale — prophybiotic) odnoszacy si¢ do
potaczenia probiotyku i fitobiotyku. Samo wprowadzenie nowej nazwy na takie pofgczenie uwazam
za zasadne, jednak o ile przedrostek ,,pro” jednoznacznie wskazuje na probiotyk, o tyle przedrostek
,fi”” niewiele moéwi czytelnikowi. Proponuj¢, aby zastapi¢ go przedrostkiem ,,fito” wskazujacym

jednoznacznie na pochodzenie ro$linne. Nowy termin brzmiatby zatem ,,profitobiotyk™ (ang.

prophytobiotic).

Wymienione powyzej niedociggniecia i uwagi w zaden sposob nie umniejszaja wysokiej

wartos$ci merytorycznej prezentowanej dysertacji oraz nie zmieniajg jej bardzo pozytywnej oceny.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spdjny, powigzany tematycznie
i dobrze zredagowany pod wzgledem merytorycznym cykl prac, opublikowany w renomowanych
czasopismach naukowych. Przeprowadzone badania wpisuja si¢ w zagadnienia opisane w celu
gléwnym oraz celach szczegotowych dysertacji. Prezentowane wyniki eksperymentéw 1 plynace
z nich wnioski stanowig cenny material zaré6wno pod wzgledem poznawczym jak i praktycznym.

Podsumowujac, cheiatbym podkresli¢, ze zakres wykonanych badan jest bardzo szeroki, co
wymagato od Doktorantki gruntownego przygotowania merytorycznego oraz duzego naktadu pracy.
Tekst dysertacji oraz artykuléw jest zredagowany bardzo starannie, a prezentowane badania sg
przedstawione w sposob komunikatywny i wskazujacy na dobra znajomos$¢ tematu. Udzial
pozostatych wspotautoréw cyklu prac, nie umniejsza indywidualnego znaczacego wkladu pracy
Doktorantki, natomiast wskazuje na umiej¢tnos¢ podejmowania mi¢dzynarodowej wspolpracy, co

jest szczegblnie wazne w realizacji ambitnych projektow.

Whiosek koncowy

Praca doktorska Pani mgr. Rameshy N. Wishna-Kadawarage, pt. ,,In-ovo stimulation as a
tool to improve gut health of broiler chickens”, w mojej ocenie w pelni odpowiada wymogom
okre$lonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2023 r.,, poz. 742 z p6ézn. zm.) stawianym kandydatom ubiegajgcym si¢ o nadanie stopnia

naukowego doktora. Dlatego tez sktadam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny



Zootechnika i Rybactwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich, o dopuszczenie
mgr. Rameshy N. Wishna-Kadawarage do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wysokie walory naukowe, zwracam si¢ z wnioskiem do
Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana

i Jedrzeja Sniadeckich o wyréznienie ocenianej pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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