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Wspotczesna produkcja drobiarska ma charakter masowy, dlatego nawet
niewielka poprawa stanu zdrowia 1 jakosci pisklat przektada si¢ na wymierny efekt
ekonomiczny. Jak do tej pory, za najskuteczniejsza metode niedopuszczenia
do rozwoju i/lub leczenia chordob bakteryjnych w stadach drobiu uwaza si¢
antybiotykoterapi¢.  Z drugiej strony nasilajace si¢  zjawisko  nabywania
antybiotykoopornos$ci przez patogeny uzmystawia pilng konieczno$¢ opracowania
skutecznej alternatywy dla stosowania antybiotykéw weterynaryjnych. Wiele
wskazuje na to, ze jednym z rozwigzan moze by¢ immunostymulacja odpornosci
nieswoistej organizmu kurczgcia przez podanie odpowiednio dobranego kompleksu
prebiotyk—probiotyk  (synbiotyku). Poniewaz najwyzsze miano przeciwcial

matczynych oraz zasiedlanie przewodu pokarmowego kurczgcia przez fizjologiczng
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mikroflor¢ obserwuje si¢ bezposrednio po wykluciu, dlatego, aby w pelni wykorzystaé
wlasciwosci takiego preparatu, jego podanie powinno nastgpi¢ jak najwczesnie;j.
Pozwala na to zastosowanie metody aplikacji in ovo. W praktyce hodowlano-
weterynaryjnej, technika iniekcji in ovo z powodzeniem zastosowana zostata
do immunizacji kur i indykéw m.in. przeciw chorobie Gumboro, czy chorobie Mareka,
atakze dozywiania zarodkow kurzych (tzw. in ovo feeding) w celu poprawy ich
powylegowej kondycji.

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Aleksandry Dunistawskiej opiera si¢
na innowacyjnym pomysle potaczenia obu wymienionych zastosowan iniekcji in ovo.
Doktorantka wychodzi z zalozenia, ze skoro inokulacja kurczgcia fizjologiczna
mikroflorg jelitowa zachodzi w fazie perinatalnej i stanowi kluczowy czynnik
w rozwoju i regulacji odpowiedzi immunologicznej, a takze jest niezbedna dla
prawidtowego trawienia, wchlaniania i metabolizowania sktadnikéw odzywczych,
to iniekcja synbiotyku/prebiotyku do komory powietrznej jaja w dwunastej dobie
rozwoju embrionalnego powinna skutecznie poprawi¢ sktad i funkcjonowanie
mikroflory jelitowej gospodarza, a w konsekwencji wywota¢ zmiany w ekspresji
niektorych genow w okresie postembrionalnym.

W celu jej weryfikacji powyzszej hipotezy zaplanowany zostat cykl bardzo
dobrze przemyslanych doswiadczen, majacych kolejno na celu: (1) selekcje substanciji
bioaktywnych (prebiotyku i probiotyku) in vitro dla otrzymania optymalnej ich
kombinacji; (2) ocene efektywno$ci wytypowanych synbiotykéw podanych in ovo
na podstawie  charakterystyki  molekularnej  przeprowadzonej w  tkankach
immunologicznych, jelitowych i metabolicznych; (3) analize¢ wplywu stymulacji in
ovo na interakcje migdzy mikroflorg jelitowa a organizmem gospodarza. WyniKi
badan przedstawione zostaly w cyklu trzech, tematycznie spojnych prac:

e Dunislawska A., Slawinska A., Stadnicka K., Bednarczyk M., Gulewicz P.,
Jozefiak D., Siwek M. Synbiotics for Broiler Chickens—in vitro Design and
Evaluation of the Influence on Host and Microbiota following in ovo Delivery.
PLoS ONE 2017, 12(1): e0168587. DOI:10.1371/ journal.pone.0168587.



e Dunislawska A., Slawinska A., Bednarczyk M., Siwek M. Transcriptome
modulation by in ovo delivered Lactobacillus synbiotics in a range of chicken
tissues. GENE 2019, 698, 27-33. DOI: 10.1016/j.gene.2019.02.068.

e Slawinska A., Dunislawska A., Plowiec A., Radomska M., Lachmanska J.,
Siwek M., Tavaniello S., Maiorano G. Modulation of microbial communities
and mucosal gene expression in chicken intestines after galactooligosaccharides
delivery in ovo. PLoS ONE 2019, 14(2): e0212318. DOIl:
10.1371/journal.pone.0212318.

Wszystkie prace zostaty opublikowane w uznanych czasopismach naukowych,
objetych oceng przez ISI Journal Citation Reports, prezentujacych prace z zakresu
genetyki, biotechnologii i bioinzynierii. f.gczna warto$¢ wskaznika wplywu (IF)
dla wymienionych prac wynosi 8,04, a liczba punktow MNiSW - 90. W kazdej z nich
pani mgr inz. Aleksandra Dunistawska jest pierwszym lub drugim autorem, a jej wktad
w ich powstanie jest niepodwazalny 1 wiodacy. Przedstawione os$wiadczenia
wspoétautoréw publikacji jednoznacznie $wiadcza, ze Doktorantka brata czynny udziat
we wszystkich etapach ich powstawania: od opracowania planu doswiadczen i zatozen
metodycznych, poprzez badania in vitro i podanie synbiotykow in ovo, pobranie
materiatu i wykonanie analiz molekularnych, statystyczne oraz bioinformatyczne
opracowanie wynikoéw, a na koniec przygotowania manuskryptéw. Zakres wykonanej
pracy, ze $wiadczy o samodzielnosci i dojrzalosci naukowej Doktorantki.
Na szczegolne wyrdznienie zastuguje opanowanie licznych metod laboratoryjnych
m.in.: fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH); analizy transkryptomu kurczat
przy wykorzystaniu mikromacierzy; analizy ekspresji genéw za pomocg reakcji RT-
gPCR metoda ddCt. Nalezy takze podkresli¢ fakt, ze badania zostaly wykonane
w ramach dwoch miedzynarodowych projektow badawczych: 1) ECO FCE —
,Monogastrics Feed Efficiency; ECO FCE. A whole-systems approach to optimise
feed efficiency and reduce the ecological footprint of monogastrics” —finansowanego
przez Uni¢ Europejska w ramach 7 Programu Ramowego; i 2) OVOBIOTIC — ,.In ovo
delivery of prebiotic in commercial and indigenous Italian chicken breeds provides a

contribution to healthy food production under a heat stress”- finansowanego przez
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Ministero dell'Istruzione dell'Universita e della Ricerca z siedzibg w Rzymie
(Wtochy). Niewatpliwie doswiadcznie zdobyte przez paniag mgr inz. Aleksandry
Dunistawskiej podczas wspolnej pracy i jednoczesnie mozliwosci przedyskutowania
wynikow ze uznanymi specjalistami z kilku jednostek naukowych, w tym Wydziatu
Hodowli 1 Biologii Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno — Przyrodniczego
w Bydgoszczy, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej 1 Nauk o Zwierzetach
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Uniwersytetu Molise w Campobasso
(Wtochy) oraz z Poznanskiego Parku Naukowo — Technologicznego przetozyla sig
na bardzo wysoka jakos¢ naukowa ocenianej dysertacji.

W dotaczonym do artykutow naukowych autoreferacie Doktorantka zestawita
I podsumowata wyniki wszystkich przeprowadzonych doswiadczen. W mojej ocenie,
rozprawa dostarcza przekonujacych argumentéw, ze: 1) podanie in ovo kompleksu
probiotyk- prebiotyk stymuluje mikrobioty przewodu pokarmowego, a zakres
| potencjal symbiotyku mozna zmienia¢ przez dobor odpowiednich komponentow.
Badania pani mgr inz. Aleksandra Dunislawskiej udowadniaja, ze w przypadku
synbiotyku sktadajacego si¢ z bakterii Lactobacillus salivarius
I galaktooligosaccharydu, uzyty prebioptyk stymuluje wzrost bakterii probiotycznych,
a tym samym moduluje sklad mikroflory jelitowej. Wpltywa to na ekspresje
| aktywacje genow zaangazowanych w procesy immunologiczne, stymuluje funkcje
bariery jelitowej oraz procesy metaboliczne w blonie $luzowej kurczat. Natomiast
synbiotyk sktadajacy sie¢ z Lactobacillus. plantarum i oligosacharydu z rodziny
rafinozy wydaje si¢ wykazywaé synergistyczne, niezaleznie dziatanie obu
komponentow, wplywajac na szlaki metaboliczne w watrobie kurczat.

Analizujac  bezsprzeczny efekt symbiotyku na  ekspresje  genow
odpowiedzialnych za procesy odpornosciowe i metaboliczne kurczg nasuwa mi si¢
jednak pytanie, w jaki sposob prebiotyk, przenikajac przez blon¢ podskorupowa
do naczyn krwiono$nych omoczniokosmoéwki, jest rownocze$nie wykorzystywany
przez probiotyk jako substrat do fermentacji w okresie pozostatych 7-8 dni inkubacji.
Dlatego z obowiagzku recenzenta, ale przede wszystkim z wlasnej naukowej

cickawos$ci, chcialbym prosi¢ 0 Szersze niz to przedstawiono w ,,Autoreferacie”,
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wyjasnienie mechanizmu dziatania symbiotykow W przyjetej metodzie aplikacji in ovo
do na blong¢ podskorupowa, a takze uzasadnienie wyboru terminu iniekcji.

Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska pani mgr inz.
Aleksandry Dunislawskiej pt.: ,,Modyfikacja transkryptonu kurczat brojlerow
z wykorzystaniem technologii in ovo” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Marii Siwek-Gapinskiej i promotora pomocniczego dr hab. inz. Anny Stawinskiej
spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65 poz. 595) z p6zniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia z dnia 15 wrze$nia
2017 r. (Dz. U. 2017 r. poz. 1789.), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i naucel
(Dz.U. 2018 poz. 1669).

W zwigzku z powyzszym przedktadam wniosek Szanownemu Panu
Dziekanowi i Wysokiej Radzie Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie
mgr inz. Aleksandry Dunistawskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, pragne podkreslic, ze bardzo wysoko oceniam warto$¢
merytoryczng 1 aplikacyjng recenzowanej pracy doktorskiej. Doceniam wybor
interesujgcego, interdyscyplinarnego tematu, witasciwy dobor i opanowanie metod
oraz procedur badawczych, a przede wszystkim umiej¢tnos¢ wielokierunkowej
interpretacji uzyskanych wynikow. W zwigzku powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Wydzialu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z wnioskiem wyroznienia dysertacji

przygotowanej przez mgr inz. Aleksandra Dunistawska.
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