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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Ramesha Nirmali Wishna Kadawarage
pt. ,,.Stymulacja in-ovo jako narzedzie do poprawy zdrowia jelit kurczat brojlerow”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii i Genetyki Zwierzat, Wydzialu Hodowli i Biologii Zwierzat,
Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
pod opiekg naukowg prof. dr hab. inz. Marii Siwek-Gapinskiej
oraz dr Rity Hickey

Podstawa wykonania niniejszej recenzji jest Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
zootechnika i rybactwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich nr 3/8/2023/2024
z dnia 30 sierpnia 2024 r. w sprawie wyznaczenia recenzentow rozprawy doktorskiej
Pani mgr Rameshy Nirmali Wishna Kadawaragewe.

Podstawg przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej stanowi cykl trzech,
powigzanych tematycznie artykulow naukowych, o charakterze eksperymentalnym,
opublikowanych w 2024 r:

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, punkty MNiSW - 40, IF - 2,3.

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, punkty MNiISW - 70, IF - 4,0.

3. Ramesha N. Wishna-Kadawarage, Katarzyna Pottowicz, 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, punkty MNiSW - 140, IF - 3,8.


https://doi.org/10.1007/s11274-024-03946-8

Laczna wartos¢ wskaznika Impact Factor prac przedstawionych w cyklu wynosi 10,1,
a liczba punktow zgodnie z wykazem czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki wynosi
250. Wszystkie artykuly stanowigce rozprawe doktorska opublikowane zostaty w renomowanych
czasopismach o zasiggu mie¢dzynarodowym, wydawanych przez wydawnictwa Springer oraz
Elsevier, a wigc rownie reprezentujacych wysoki poziom naukowy, a tym samym przeszly staranng
weryfikacje redakcyjno — formalng oraz merytoryczna.

Badania eksperymentalne prowadzone przez Doktorantk¢ w ramach recenzowanej pracy
zostaly sfinansowane z programu European Union's Horizon 2020.

Dobor problematyki badawczej i tematu rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest cieckawa pracg przedstawiajaca, w sposob
kompleksowy i szczegotowy oryginalne i nowatorskie rozwigzanie dotyczgce stymulacji in-ovo
z wykorzystaniem bakterii  probiotycznych oraz przeciwdrobnoustrojowych  substancji
bioaktywnych, w celu stymulacji wzrostu bakterii komensalnych w jelitach rozwijajacych si¢
zarodkow, a docelowo rowniez poprawy zdrowia jelita kurczat brojleréw. Produkcja i dobrostan
brojleréw oraz bezpieczenstwo zywno$ci opartej na migsnych produktach drobiowych sg w duzym
stopniu uzaleznione od zdrowia ich jelit. Zdrowie jelit jest krytycznym wyzwaniem w produkcji bez
antybiotykow. Jak powszechnie wiadomo uktad pokarmowy drobiu jest szczegélnie podatny na
zaklocenia w rownowadze mikrobioty jelitowej, co moze prowadzi¢ do choréb tych zwierzat.
Pisklgta brojlerow wykluwaja si¢ w stosunkowo sterylnym s$rodowisku zewnetrznym, ponadto,
w przeciwienstwie do ssakow, nie maja kontaktu z matka przy narodzinach, a ze wzgledu na
dluzsze okna wylegowe, doswiadczaja opoznien w dostepie do paszy 1 wody, ktore sg pierwszymi
zrodtami  egzogennych drobnoustrojow komensalnych bedacych podstawa do budowania
mikrobiomu jelitowego. Z tych powodow kolonizacja jelit pozytecznymi bakteriami komensalnymi
jest opozniona. W tym kontekscie, warto zaznaczy¢, ze juz od pierwszego dnia zycia prawidlowe
funkcjonowanie ukladu trawiennego wptywa na dalszy rozwoj pisklat i czesto decyduje o jego
przetrwaniu. Kluczowa w procesach trawienia 1 wchianiania pokarmu mikrobiota przewodu
pokarmowego odgrywa istotng role w zdrowiu 1 wydajnosci produkcyjnej ptakow. Proces
namnazania si¢ mikrobioty jelitowej trwa nawet kilka tygodni, podczas ktorych jelita sa narazone
na kolonizacje patogennymi bakteriami, w tym z rodzajow Salmonella i Campylobacter. Jelito
odgrywa kluczowsg rol¢ w uktadzie odpornosciowym, bedac pierwsza linig obrony przed
patogenami wnikajagcymi do organizmu przez uktad trawienny. Z kolei mikrobiom jelitowy,
sktadajacy si¢ z réznorodnych drobnoustrojéw, petni kluczowa funkcje w odpornosci jelitowej
kurczat, wptywajac na odpowiedz immunologiczng. Co szczegblnie istotne, wiele bakterii
komensalnych moze wspiera¢ t¢ odpowiedz, chronigc jelita przed patogenami. Dlatego mikrobiota
przewodu pokarmowego pisklat zastuguje na szczeg6lng uwage, majac znaczenie dla zdrowia od
pierwszych dni ich zycia, a tym samym istotny wptyw na osiggane wyniki produkcyjne. Ponadto
utrzymanie zdrowego mikrobiomu jelitowego brojleréw jest kluczowe dla kontrolowania
patogenow zotadkowo-jelitowych przenoszonych przez zywnos¢, w tym bakterii z rodzajow
Campylobacter i Salmonella, ktore sa jednymi z najczestszych etiologicznych czynnikéw zaburzen
zotadkowo-jelitowych u ludzi, spowodowanych spozyciem zywnosci, zwlaszcza pochodzenia
ZWIierzecego.

Reasumujac, zagadnienia ktérych dotyczy recenzowana rozprawa doktorska sg wazne
i cieckawe oraz wpisujg si¢ w tematyke nurtu badan zwigzanych z czynnikami wptywajacymi na
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prawidlowy rozwdj i dojrzewanie przewodu pokarmowego, W tym przede wszystkim jelit
brojleréw, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu budowania prawidlowej mikrobioty jelitowej,
dzieki stymulacji in-ovo, jako kluczowego czynnika dla odpornosci jelitowej pisklat.

Ocena formalno-redakcyjna pracy

Praca doktorska Pani mgr Rameshy Nirmali Wishna Kadawaragewe, wliczajac artykuty
naukowe i oswiadczenia wspotautoréw liczy 114 stron. Praca napisana zostata w jezyku angielskim.
Uktad pracy oraz kolejnos¢ rozdziatow sg poprawne i typowe dla dysertacji doktorskich opartych
na cyklu spojnych tematycznie publikacjach naukowych. Zataczone kopie publikacji stanowiace
zasadniczg czg¢$¢ rozprawy doktorskiej poprzedzone zostaly krotkim opisem uzasadniajgcym
spojnos¢ tematyczng cyklu publikacji rozprawy doktorskiej. Dysertacje rozpoczyna informacja
0 projekcie, w ramach ktorego finansowane byty badania, spis publikacji stanowigcych rozprawe
doktorska, a takze wykaz skrotéw, symboli i jednostek stosowanych w pracy. W dalszej czesci
pracy Doktorantka zamiescila streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Opisowa cze$¢ dysertacji
podzielona zostata na rozdzialy uzasadniajace przeprowadzone badania, prezentujace sformutowane
hipotezy i cele, opisujace stosowane materialty i wykorzystywane metody oraz uzyskane wyniki,
a takze podsumowujace najwazniejsze osiggnigcia z poszczegdlnych analizy. Na ostatnig czesé
pracy sktadaja si¢ zalaczniki zawierajace kopie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska oraz
o$wiadczenia wspotautoréw poszczegdlnych publikacji.

Praca napisana jest poprawnym stylistycznie jezykiem, a takze w sposob zrozumiaty
i staranny. Informacje teoretyczne, jak i wyniki przedstawione w tabelach i wykresach autoreferatu
oraz poszczegolnych publikacjach wiaczonych do cyklu stanowigcego rozprawe doktorska sa
czytelne i logiczne. Wszystkie uzyskane wyniki zaprezentowano w logicznej kolejnosci oraz
zostaty one szczegdtowo oméwione. Tytul recenzowanej rozprawy znajduje odzwierciedlenie w jej
tresci, strukturze, zatozeniach badawczych i doborze materiatu Zzrédlowego. Informacje zawarte
w rozprawie doktorskiej zostaly poparte wlasciwie dobranym pismiennictwem $wiadczacym
0 dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki.

We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Pani mgr
Kadawaragewe jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jej wiodacej roli
w przeprowadzanych eksperymentach. Wktad Doktorantki w przygotowanie artykutow naukowych
polegat na jej wspotudziale w opracowaniu koncepcji i wykonaniu eksperymentéw (w tym
eksperymentow in-ovo), zbieraniu i przeanalizowaniu uzyskanych wynikéw przeprowadzonych
analiz oraz przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu. Z calg pewnos$cig §wiadczy
to o duzej dojrzatosci naukowej Autorki oraz jej samodzielnosci w organizacji warsztatu
badawczego. Wktad Doktorantki, jak i poszczegdlnych autoréw prac opisany w o$wiadczeniach
wspotautorow jest zgodny z informacjami przedstawionymi w publikacjach naukowych (rozdziaty
,Authors' contributions”). W mojej opinii zaangazowanie Doktorantki w przeprowadzenie
eksperymentow i przygotowanie publikacji stanowiacych rozprawe doktorska jest wiodace
1 pomimo kilkuosobowego zespotu autoréw poszczegdlnych prac z tatwoscia mozna wyodrebnié
jego udziat w kazdym z artykutow.



Ocena merytoryczna pracy

Praca doktorska Pani mgr Kadawaragewe to obszerny i dobrze wykonany eksperyment
naukowy z wykorzystaniem bardzo szerokiego wachlarza metod, migdzy innymi z zakresu
mikrobiologii klasycznej jak i biologii molekularnej, w tym zaawansowanych technik genetycznych
i chromatograficznych, analiz histmorfologicznych oraz technologii in-ovo. Zastosowane, liczne
1 roznorodne metody zostaty wtasciwie dobrane do realizacji zalozonych celow badawczych. Z cala
pewnoscia metodyczne zroznicowanie wykonanych badan naukowych oraz ich prawidlowe
dostosowanie do postawionego celu badawczego $§wiadczy o profesjonalnym i wszechstronnym
przygotowaniu Autorki do samodzielnego wykonywania cz¢éci do§wiadczalnej pracy.

Doktorantka zalozyla, ze stymulacja brojleréw metoda in-ovo z wykorzystaniem
wyselekcjonowanych przez nig bioaktywnych substancji przeprogramuje mikrobiom jelitowy
1 wzmocni uktad odpornosciowy pisklat brojleréw, aby aktywowac bezposrednie i posrednie szlaki
odpowiedzialne za eleminacj¢ patogenow w jelitach. Autorka zalozyta rowniez, ze korzystne efekty
zwigzane z przeprowadzong stymulacjg in-ovo utrzymaja si¢ do konca okresu produkcji brojlerow,
nawet bez dalszej suplementacji specjalnymi dodatkami paszowymi w trakcie ich chowu.

W tym celu Doktorantka przeanalizowata zgodno$ci wybranych prebiotykow i probiotykow,
ktore w dalszych etapach badan zastosowane moglyby zosta¢ w badaniach in-ovo. Ponadto,
Autorka, zaktadajac, ze niektore fitobiotyki posiadaja wihasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, jak
rébwniez prebiotyczne, postanowita zastosowaé je w polaczeniu z probiotykami, roéwniez
w kontekscie zastosowan do stymulacji in-ovo. Podkreslajac nowatorski charakter prowadzonych
prac, do zastosowanej kombinacji probiotuku i fitobiotyku Doktorantka utworzyla wlasne
okreslenie ,,prophybiotic”.

W pierwszym etapie badan Doktorantka okreslita interakcje pomigdzy prebiotykami
i fitobiotykami oraz probiotykami. Celem tych badan bylo wykazania, ktore z analizowanych
substancji, a takze przy jakim stezeniu nie hamujg wzrostu bakterii probiotycznych. Nastepnie
Autorka wytypowala szczepy probiotyczne, ktore charakteryzowaly si¢ najwigksza aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg ~ wzgledem  chorobotworczych  szczepow  Campylobacter  jejuni
i Salmonella enterica. Na podstawie dwoch powyzej eksperymentéw in vitro, Doktorantka
z sukcesem wytypowata zardwno szczep probiotyczny - Leuconostoc mesenteroides, jak i wskazata
sktadnik fitobiotyczny oraz jego stgzenie - ekstrakt z czosnku w stezeniu 0,5%, co z Kolei
w kolejym etapie pracy umozliwito jej przygotowanie protokotu stymulacji in-ovo, a w dalszych
etapach badan rowniez jego walidacje. W wyniku kolejnych eksperymentow, Doktorantka
udowodnita, ze przygotowany i zastosowany przez nig protokot stymulacji in-ovo pozwala na
usyskanie korzystnych zmian jakosciowo-ilosciowych mikrobiomu jelita Slepego, jak réwniez
wystepujacych w nim bakterii potencjalnie patogennych, umozliwia zréznicowang ekspresje genow
zwigzanych z odpornoscig w Kluczowych narzadach odporno$ciowych i przyczynia sie do
korzystnych zmian histomorfologicznych jelita $lepego kurczat brojlerow. Ponadto, zgodnie
z wynikami analizy parametréw wylggu, masy ciata, uboju i jakos$ci migsa Autorka nie stwierdzita
zadnych negatywnych skutkéw przeprowadzonej stymulacji.

Podsumowujac, uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki sa cenne i dostarczaja waznych
informacji o znaczeniu nie tylko poznawczym, ale rowniez praktycznym. Z calg pewnoscig wyniki
jakie uzyskata i zaprezentowata Doktorantka poszerzyly wiedze na temat mozliwosci zastosowania
stymulacjii in-ovo z wykorzystaniem probiotycznych szczepow bakterii w  potaczeniu
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z odpowiednio dobranym fitobiotykiem w celu zapewnienia dtugoterminowch korzystnych efektow
(mikrobiom, odporno$¢ immunologiczna i histomorfologa jelita) u brojlerow.

Pytania do dyskusji w trakcie obrony pracy doktorskiej:

Jaka jest gotowo$¢ wdrozeniowa opracowanego rozwigzania opartego O stymulacje in-ovo
z wykorzystaniem bakterii probiotyznych i fitobiotykow?

Jakie sa kluczowe kierunki dalszych badan nad tym zagadnieniem, ktére umozliwia jego
optymalizacje¢ i szerokie wdrozenie w praktyce?

Jakie sa glowne ograniczenia opracowanej metody i jaka moze by¢ przewidywana perspektywa
czasowa ich rozwigzania?

Czy istnieje mozliwo$¢ przeprowadzenia analiz opisanych w publikacjach 1 i 2 z uzyciem pozywki
symulujacej S$rodowisko jaja (zamiast MRS) oraz bakterii w formie biofilmow, a takze
z zastosowaniem innych testow niz pomiar OD (publikacja 1)?

Czy zidentyfikowany jest mechanizm, ktéry kontroluje nadmierny rozwdj bakterii probiotycznych
po podaniu ich (w stosunkowo duzych ilosciach) metoda in-ovo?

Zakladajac, ze aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa szczepow probiotycznych zwigzana jest przede
wszystkim z obnizonym pH, czy istnieje ryzyko efektu cytotoksycznego po podaniu tych
drobnoustrojow metoda in-ovo?

Czy Autorka widzi mozliwo$¢ zastosowania innych substancji bioaktywnych, w tym np. 1,8-
cyneolu, ktorego zastosowanie w medycynie staje si¢ coraz bardziej powszechne. Czy zdaniem
Doktorantki zwigzek ten mogtby rowniez by¢ wykorzystany w stymulacji in-ovo?

Podsumowanie i konkluzja koncowa

Catosciowa ocena recenzowanej pracy doktorskiej przygotowanej przez Panig mgr Rameshe
Nirmali Wishna Kadawaragewe jest w petni pozytywna. Doktorantka udowodnita, ze dysponuje
dobrym warsztatem badawczym, ktory umozliwil jej uzyskanie oryginalnych wynikow o duzej
wartosci, zarowno w aspekcie teoretycznym, jak i aplikacyjnym. Do najwazniejszych mocnych
stron dysertacji nalezy zaliczy¢ trafny, ciekawy i aktualny dobdr problematyki badawczej
(niezwykle istotnej, zarowno w aspekcie zdrowia zwierzat/brojleréw jak i ludzi), kompleksowy
program badan empirycznych, biegle postugiwanie si¢ literaturg przedmiotu oraz umiejgtne
prowadzenie analizy uzyskanych wynikéw. Natomiast prezentacja osiagni¢¢ naukowych w formie
publikacji, w ktorych Doktorantka wystepuje jako pierwszy autor i ktore opublikowane zostaty
w wysokiej jakosci czasopismach naukowych $wiadczy o jej dojrzatosci i samodzielnosci oraz
podkresla warto$¢ naukowg uzyskanych wynikow.

Reasumujgc, Doktorantka udowodnita swojg dojrzatos¢ intelektualng jako mtody badacz
1 naukowiec oraz w mojej opinii jest w stanie podjac si¢ kolejnych wyzwan naukowych. Rozprawa
doktorska pt. ,,Stymulacja in-ovo jako narzedzie do poprawy zdrowia jelit kurczat brojlerow”
wykonana w Katedrze Biotechnologii i Genetyki Zwierzat, Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat,
Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich pod opieka naukowa prof. dr hab. inz.
Marii Siwek-Gapinskiej oraz dr Rity Hickey spetnia warunki okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20

5



lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2023, poz. 742 ze
zm.). Bioragc powyzsze pod uwage zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika
i rybactwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich z wnioskiem o przyjecie
rozprawy doktorskiej Pani mgr Rameshy Nirmali Wishna Kadawaragewe oraz dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.

Jednoczesnie majac na uwadze wysoka wartos¢ naukowa ocenianego cyklu publikacji
stanowigcego rozprawe doktorskg, wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika
i rybactwo Politechniki Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich o jej wyréznienie. Rozprawa
doktorska Pani mgr Kadawaragewe wnosi nie tylko wiele cennych informacji do wiedzy
0 mozliwosciach i korzysSciach z zastosowania stymulacjii in-ovo, ale ze wzglgdu na mozliwosé
wykorzystania uzyskanych przez Doktorantk¢ wynikow w praktyce chodowlanej charakteryzuje si¢
cennym i duzym potencjalem aplikacyjnym. Proponowane wyrdznienie jest rOwniez wyrazem
mojego uznania dla Doktorantki za prace wtozong w przeprowadzenie badan wyrdzniajgcych sie
oryginalno$cig zastosowanych metod oraz za umiejetno$¢ interpretacji uzyskanych danych, co
niewatpliwie $wiadczy o dojrzatosci naukowej DoktorantKi i wptywa na wysoki poziom naukowy
prac wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego jej rozprawe doktorska.
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