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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Woroszyto
pt. ,Analiza wptywu wirujacego pola magnetycznego na efektywnos¢ dziatania substancji
przeciwdrobnoustrojowych wzgledem bakterii patogennych” (,, Analysis of the influence of rotating
magnetic field on the effectiveness of antimicrobials against pathogenic bacteria”)

w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie biotechnologia

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Mikrobiologii i Biotechnologii na Wydziale
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.
Promotorem tej rozprawy jest dr hab. inz. Karol Fijatkowski, prof. ZUT.

Recenzje ww. pracy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na pismo nr L.dz:WBiHZ/99/2023 z dnia 17
lipca 2023 r. przestane przez Przewodniczacg Rady Dyscypliny Naukowej ,Zootechnika i Rybactwo” dr hab.
inz. Matgorzate Ozgo, prof. ZUT.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zawiera osiggniecia opisane w trzech powigzanych
tematycznie pracach eksperymentalnych opublikowanych w roku 2021 w otwartym dostepie (Open Access)
w czasopismach MDPI, tj. w Pathogens (1 praca, D-1) oraz International Journal of Molecular Sciences (2
prace, D-2 i D-3) o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania (impact factor) IF 16,947 i 380 pkt. MEiN.
We wszystkich trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Swdj udziat oszacowata na 65% w
pierwszej publikacji (7 autoréw), 65% w drugiej (7 autorow) i 60% w trzeciej publikacji (9 autoréw).
Procentowy udziat w realizacji tych publikacji przedstawiony przez Doktorantke zostat w mojej ocenie nieco
zawyzony (szczegdlnie w pracy D-3), gdyz s to prace wieloautorskie. Nalezy zatozy¢, ze dla osoby, ktorej

wkfad w powstawanie publikacji byt na tyle istotny, ze zostata ona wspotautorem publikacji, nalezatoby



uwzgledni¢ co najmniej 5% udziat. Niemniej, ta uwaga nie umniejsza znaczagco mojej bardzo dobrej
catosciowej opinii na temat przedstawionej do oceny pracy doktorskiej. Przedstawione badania miaty
charakter interdyscyplinarny i byty realizowane we wspoétpracy z ekspertami z réznych obszaréow nauk
inzynieryjnych, przyrodniczych oraz medycznych w ramach projektu finansowanego ze zrodet Narodowego
Centrum Nauki (OPUS 14), ktérego Promotor byt kierownikiem. Specyfika i wielowgtkowos¢ prowadzonych
badan uzasadnia powstanie publikacji wieloautorskich. Dzieki ogromnemu wsparciu merytorycznemu i
duzemu doswiadczeniu naukowemu dr. hab. inz. Karola Fijatkowskiego, prof. ZUT, Pani mgr inz. Marta
Woroszyto mogta uzyska¢ wiele wartosciowych wynikdbw o bardzo duzym potencjale aplikacyjnym.
Przyczynito sie to do uzyskania pracy doktorskiej na bardzo wysokim poziomie naukowym. Nalezy
podkresli¢, ze oprécz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Doktorantka jest rowniez
wspotautorem 4 publikacji z listy JCR. O duzej aktywnosci naukowej Pani mgr inz. Marty Woroszyto
Swiadczy takze Jej udziat w realizacji projektow i zlecert badawczych jako wykonawca oraz udziat w licznych

konferencjach naukowych, szkoleniach i praktykach.

Problem badawczy

Tematyka badawcza podjeta przez mgr inz. Marte Woroszyto i zespét dr. hab. inz. Karola
Fijatkowskiego, prof. ZUT jest bardzo wazina i aktualna ze wzgledu na duze zagrozenie zdrowia ludzi i
zwierzat powodowane przez patogenne bakterie, ze szczegdlnym uwzglednieniem Staphylococcus aureus.
Globalny problem rosngcej opornosci bakterii patogennych na substancje przeciwdrobnoustrojowe, w tym
antybiotyki, i wynikajgce z tego trudnosci w leczeniu infekcji spowodowanych wielolekoopornymi
bakteriami, zmusza do intensywnego™ poszukiwania nowych alternatywnych metod terapeutycznych.
Bardzo ciekawym i obiecujgcym podejsciem w tym zakresie jest zastosowanie pola magnetycznego do
wzmacniania efektow dziatania réznych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Z tych powoddéw tematyka
badawcza podjeta przez Doktorantke i zespdt dr. hab. inz. Karola Fijatkowskiego, prof. ZUT doskonale

wpisuje sie w aktualne potrzeby terapeutyczne.

Ocena formalna rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wszystkie wymogi formalne. Tytut pracy w petni
odpowiada tresciom w zawartym w rozprawie, a opisywane zagadnienia dotyczg aktualnych kierunkéw
badarn zwigzanych z okresleniem wptywu wirujgcego pola magnetycznego (WPM) na efekt dziatania
antybiotykow wobec bakterii S. aqureus, zaréwno szczepow metycylinoopornych (methicillin-resistant S.
aureus, MRSA), jak i szczepdw metycylinowrazliwych (methicillin-susceptible S. aureus, MSSA). W pracy
opisano wyniki analiz majgcych na celu ustalenie wptywu WPM na rézne parametry fizjologiczne badanych

szczepow bakterii. Przedstawiona do oceny praca doktorska jest obszernym opracowaniem (185 stron),
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ktére zawiera wszystkie wymagane elementy dla tego typu prac naukowych, tj.: streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotéw, wprowadzenie do tematyki badawczej, hipotezy, cel
pracy, syntetyczny opis wykorzystanych materiatéw i metod badawczych oraz uzyskanych wynikéw,
wnioski, spis cytowanej literatury, omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowych, kopie prac naukowych
wchodzgcych w sktad rozprawy oraz oswiadczenia wspotautorow publikacji. Z oswiadczen wspétautoréw
publikacji wynika, ze wktad Doktorantki w wykonanie eksperymentdw, analize wynikéw i przygotowanie
manuskryptow publikacji, wchodzacych w sktad pracy doktorskiej byt dominujacy (65% w pierwszej, 65% w
drugiej i 60% w trzeciej pracy). Praca doktorska zostata przygotowana bardzo starannie i szczegétowo,
zarowno pod wzgledem naukowym, jak tez graficznym i jezykowym, dzigki czemu czytato sie jg z duzg
przyjemnoscig.

Rozdziat ,,Wprowadzenie" zawiera zwiezty opis (6 stron) witasnosci szczepoéw MRSA i MSSA S.
aureus, bedacych obiektem badan, w tym znaczenia tworzonego przez nie biofilmu dla trudnosci w
eliminowaniu infekcji powodowanych przez te bakterie, jak rowniez opis réznych rodzajow pdl
magnetycznych wykorzystywanych w badaniach z uzyciem organizméw zywych. W mojej ocenie, podjety
temat badawczy jest bardzo wazny, gdyz S. aureus zostat zaklasyfikowany do grupy patogendéw ESKAPE, ze
wzgledu na jego zdolnos¢ do szybkiej adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych (w tym
rowniez lekow przeciwbakteryjnych i dezynfektantdw) i wystepowanie w obrebie tego gatunku wielu
szczepow wielolekoopornych. Doktorantka opisata w sposdb zwiezty aktualny stan wiedzy w tym temacie
wraz z cytowaniem licznej literatury, co jest bardzo dobrym wprowadzeniem do czesci eksperymentalnej
pracy doktorskiej.

Podobnie hipotezy i cel pracy doktorskiej zostaty sformutowane jasno i precyzyjnie. Doktorantka
postanowita zbadac¢ (i) czy wptyw WPM na wybrane cechy fizjologiczne bakterii patogennych, takie jak:
kinetyka wzrostu i aktywnos¢ metaboliczna, jest uzalezniony od zréznicowania szczepéw w obrebie gatunku
(publikacja D-1) i czy (ii) zwiekszenie efektywnosci dziatania antybiotykdw w obecnosci WPM wzgledem
bakterii S. aureus jest zalezne od mechanizmu ich dziatania oraz stezenia, zréznicowania szczepodw w
obrebie gatunku, a takze od czasu ekspozycji i czestotliwosci zastosowanego WPM (publikacje D-2 i D-3).
Cel ten osiggnieto w petni poprzez konsekwentng realizacje licznych szczegétowych zadan, ktére dotyczyty
ustalenia wptywu WPM na kinetyke wzrostu, morfologie, zywotnos¢ komérek S. aureus i ich aktywnosé
metaboliczng w formie planktonicznej oraz w biofilmie, na efektywnos¢ dziatania antybiotykow wobec S.
aureus, na uwalnianie antybiotykéw z krgzkéw bibutowych oraz ich dyfuzje w agarze, oceny zmian w
efektywnosci dziatania antybiotykdw wobec S. aureus preeksponowanych na WPM (efekt poekspozycyjny),
jak tez usystematyzowania sposobu prowadzenia analiz dotyczacych wptywu PM na parametry

funkcjonalne bakterii oraz efektywnos¢ dziatania substancji przeciwdrobnoustrojowych. Wybrany cel



badawczy byt bardzo szeroko zakrojony, lecz mimo tego osiggnieto go w petni, realizujgc konsekwentnie
powigzane ze sobg zadania badawcze.

Rozdziat ,Materiaty i metody” (6 stron) — ta cze$¢ pracy zostata opisana przez Doktorantke zwiezle
ale wyczerpujgco, ze wskazaniem jakie analizy byty wykonywane we wspoétpracy z innymi naukowcami.
Podobnie rozdziat , Wyniki” (5 stron) zawiera syntetyczny opis najwazniejszych wynikéow uzyskanych w
ramach tego osiggniecia naukowego, ktdére zostaty skrupulatnie podsumowane w rozdziale ,Wnioski”.

W mojej ocenie praca doktorska mgr inz. Marty Woroszyto jest bardzo wartosciowym
opracowaniem naukowym obejmujacym kompleksowa analize wptywu WPM na rézne aspekty fizjologiczne
bakterii patogennych, w tym bardzo groznej dla cztowieka i zwierzat bakterii S. aureus. Dotychczasowe
dane literaturowe wskazuja, ze badania w tym temacie nie byty prowadzone w tak szerokim zakresie. W
pierwszej pracy (Pathogens 2021), Doktorantka przeprowadzita szczegétowa analize aktualnego stanu
wiedzy na temat wptywu réznych rodzajow pola magnetycznego na zywotnos$¢, wzrost i profil metaboliczny
patogennych bakterii nalezagcych do réinych gatunkéw. W przeciwienstwie do analiz prowadzonych
wczesniej przez innych naukowcéw, ktére dotyczyty tylko wybranych szczepow referencyjnych z danego
gatunku bakterii, Doktorantka przeprowadzita analizy z uzyciem wiekszej liczby szczepdw, tj. co najmniej 4
szczepy z kazdego sposrdd 8 badanych gatunkéw bakterii: S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Moraxella catarrhalis i
Bacillus cereus, ktére rdznity sie pod wzgledem budowy oston komdrkowych (bakterie Gram-dodatnie i
Gram-ujemne), ksztattem komorek, ruchliwoscia oraz zdolnoscig do tworzenia spor. Doktorantka poczynita
bardzo ciekawe obserwacje wskazujgce, ze juz tak niska warto$¢ WPM jak 5 Hz powodowata zmiany we
witasnosciach bakterii i dalsze zwiekszanie WPM do 50 Hz nie wptywato drastycznie na zwiekszenie efektow
jego dziatania. Ponadto Doktorantka wykazata, ze wystepuje duze zréznicowanie efektéw powodowanych
przez WPM (pozytywne, negatywne lub brak efektu), nie tylko w odniesieniu do poszczegdlnych gatunkéw
bakterii, ale takze w duzym stopniu jest zalezne od wtasnosci fizjologicznych poszczegdlnych szczepdw
bakterii. W mojej ocenie to bardzo interesujgcy i wazny wynik, potwierdzajgcy zréznicowang wrazliwosc
réznych szczepdw tego samego gatunku bakterii w stosunku do tego czynnika stresowego. Co ciekawe i
bardzo istotne ze wzgleddw aplikacyjnych, to fakt, iz WPM wykazuje skutecznos¢ dziatania juz przy bardzo
niskich wartosciach (5 Hz) i krdtkim czasie ekspozycji (pierwsze efekty byty obserwowane juz po 1 godz.). W
zwigzku z tym, mam pytanie do Doktorantki, jak mozna bytoby te informacje wykorzystaé
biotechnologicznie? Czy wykonujac globalng analize poréwnawczg miedzy gatunkami bakterii Gram+ i
Gram- mozna bytoby zaobserwowac jakies dodatkowe korelacje?

W kolejnym etapie prac mgr inz. Marta Woroszyto wraz z pozostatym zespotem badawczym
postanowita sprawdzi¢ czy WPM wptywa na zmiane wrazliwosci antybiotykowej metycylinoopornych

szczepOw S. aureus. W drugiej publikacji (Int. J. Mol. Sci. 2021,22), Doktorantka opisata uzyskane w tym
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zakresie wyniki. Przy uzyciu kragzkéw bibutowych nasgczonych antybiotykami o réznym mechanizmie
dziatania oraz E-testow i technice pomiaru stref zahamowania wzrostu bakterii na ptytkach z agarem
(bakterie byty potraktowane WPM 5 i 50 Hz), Doktorantka wykazata zwiekszenie wrazliwosci testowanych
szczepow MRSA jedynie na antybiotyki B-laktamowe (tj. cefoksytyne, amoksyciline i amoksycyline z kwasem
klawulanowym), ktére powodujag zahamowanie biosyntezy $ciany komodrkowej bakterii. Co ciekawe,
podobne efekty zaobserwowano dla obu testowanych wartosci WPM. Natomiast nie wykazano zbyt duzego
wptywu WPM na ilo$¢ uwalnianych antybiotykéw z krazkéw bibutowych w przypadku wiekszosci
stosowanych zwigzkow. Obserwacje poczynione przez Doktorantke sugerowaty, iz WPM moze dziata¢ na
bakterie na etapie tworzenia oston komdrkowych. Dlatego logiczng konsekwencja tych dziatan byto
sprawdzenie dziatania WPM i jednego z przedstawicieli antybiotykow B-laktamowych (cefoksytyny) na
integralnosc¢ sciany komaérkowej S. aureus w biofilmie. W mojej ocenie za szczegélnie cenne uwazam wyniki
uzyskane dzieki zastosowaniu mikroskopii konfokalnej i barwnikdéw specyficznych dla zywych i martwych
komorek bakterii (SYTO-9 i jodek propidyny), ktére potwierdzity te hipoteze i dodatkowo wykazaty, ze WPM
negatywnie oddziatuje na $ciany komdrkowe bakterii, prowadzgc do ich uszkodzenia, dziatajagc tym samym
synergistycznie z antybiotykami B-laktamowymi. Informacje te mogtyby mie¢ zastosowanie w zwalczaniu
infekcji wywotanych bakteriami S. aureus. W nawigzaniu do tej czesci badarh mam pytanie do Doktorantki
czy dostepne sg w literaturze dane na temat wptywu WPM na produkcje polisacharydow
powierzchniowych, hydrofobowosé i potencjat elektrokinetyczny (zeta) komoérek S. aureus i/lub innych
bakterii patogennych? Czy znane sg w literaturze dane na temat wptywu WPM na strukture i/lub wtasnosci
bton komdrkowych bakterii? W mojej ocenie, sg to ciekawe watki badawcze, ktéry w przysztosci mogtyby
by¢ wtgczone do badarn przez Doktorantke i zespét badawczy Promotora.

W dalszych etapach pracy, mgr inz. Marta Woroszyto kontynuowata z duzg konsekwencjg i
determinacja badania dotyczace réznych szczepow bakterii S. aureus. Efektem tych dziatan byto uzyskanie
wynikow, ktére Doktorantka wraz z pozostatymi wspétautorami opisata w trzeciej publikacji (Int. J. Mol. Sci.
2021,22), wchodzacej w sktad osiggniecia naukowego. W publikacji tej zawarto wyniki dotyczace efektow
dziatania WPM i antybiotykow B-laktamowych na szczepy MRSA i MSSA. Doktorantka przebadata tgcznie 28
szczepOw i wykazata, ze jednoczesne zastosowanie WPM i antybiotykow B-laktamowych powodowato
zintensyfikowanie dziatania antybiotyku, obserwowane jako zahamowanie strefy wzrostu bakterii i
obnizenie wartosci MIC antybiotyku. Analizy mikroskopowe z uzyciem technik TEM i SEM wykazaty, ze
oddziatywanie WPM na komorki bakterii skutkowato zmiang morfologii komoérek (tj. ksztattu, gestosci
$ciany komorkowej i kondensacji cytoplazmy). Chciatam podkresli¢, iz Pani Marta Woroszyto poczynita
bardzo ciekawe i wazne obserwacje w tym temacie w kontekscie przysztych zastosowan
biotechnologicznych; wykazata bowiem wiekszg efektywnos¢ dziatania antybiotykéow B-laktamowych w

obecnosci WPM w stosunku do szczepow MRSA w poréwnaniu do efektéow uzyskanych w warunkach
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kontrolnych. Chciatabym zapyta¢ Doktorantke jakie widziataby potencjalne zastosowania praktyczne swoich
osiggnie¢ naukowych przedstawionych w pracy doktorskie i ktére z uzyskanych przez siebie wynikdw uwaza
za najwazniejsze lub najciekawsze?

Podsumowujgc, mgr inz. Marta Woroszyto w ramach przedstawionej pracy doktorskiej, stanowiacej
cykl trzech publikacji, uzyskata bardzo duzo ciekawych i wartosciowych wynikéw, dotyczacych wptywu
WPM na wtasnosci i funkcjonowanie bakterii patogenﬁych oraz skuteczno$¢ dziatania réznych
antybiotykow. Nalezy doceni¢ ilos¢ pracy witozonej przez mgr inz. Marte Woroszyto w uzyskanie
przedstawionych wynikéw. Doktorantka osobiscie wykonata wiele eksperymentéw i analiz z uzyciem
licznych szczepdw bakteryjnych i metod mikrobiologicznych oraz biochemicznych. Przetestowata wiele
wariantow, stosujgc rozne wartosci WPM, szeroki zakres czasu ekspozycji, wiele antybiotykdw o réznych
mechanizmach dziatania, wptyw WPM na dyfuzje i dziatanie antybiotykdw oraz okredlita rézne parametry
funkcjonalne bakterii w tych warunkach, takie jak: kinetyke wzrostu, zywotnos¢ i aktywnos¢ metaboliczng
komorek, ksztatt i topologie $cian bakterii patogennych. W swoich badaniach Doktorantka skupita sie
gtéwnie na modelu badawczym, jakim byta Gram-dodatnia bakteria S. aureus. Prowadzenie badan
wykorzystujgc tak trudny materiat biologiczny, jakim sg bakterie, wymaga wykonania bardzo duzej liczby
powtdrzen i przeanalizowania wielu préb, co jest zadaniem bardzo czasochtonnym. Doktorantka $wietnie
sobie poradzita z tym problemem, czego dowodem jest uzyskanie wynikdow o duzej powtarzalnosci
(Swiadczg o tym niskie wartosci SD) i istotnosci statystycznej. Dzieki starannosci i dokfadnosci
prowadzonych badan, Doktorantka mogta zaobserwowac rdznice miedzy testowanymi wariantami i
wyciggngac ciekawe i wazne wnioski.

W konkluzji recenzji, chciatabym pokresli¢ szeroki zakres prac przeprowadzonych przez mgr inz.
Marte Woroszyto, czasochtonnosé eksperymentdéw z uzyciem wielu licznych preparatéw mikrobiologicznych
oraz testowanych wariantéw. Dzieki pracowitosci, wytrwatosci i duzemu zaangazowaniu Doktorantka
otrzymata duzg ilo$¢ interesujgcych i wartosciowych wynikdw, ktére przyczynity sie do zwiekszenia naszej
wiedzy na temat mechanizméw dziatania WPM na bakterie patogenne oraz wptywu tego czynnika
stresowego na dziatanie réznych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych. Dzigki osiggnieciom naukowym
Doktorantki zastosowanie WPM moze w przysztosci przyczynic sie do lepszego wyk orzystania antybiotykow

B-laktamowych w zwalczaniu infekcji spowodowanych szczepami wielolekoopornymi.

Whiosek koricowy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty Woroszyto stanowi samodzielng i wyodrgbniong czes¢
pracy zbiorowej, sktadajacej sie z trzech publikacji naukowych spéjnych pod wzgledem tematycznym oraz
prowadzonych badani. Dominujacy udziat Doktorantki w realizacji tych zadan badawczych zostat

potwierdzony przez Nig oraz w oswiadczeniach pozostatych Wspodtautordw publikaciji. Z tych powodoéw, z
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petnym przekonaniem stwierdzam, ze osiggniecie naukowe Pani mgr inz. Marty Woroszyto spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim (Ustawa z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce, Dz.U. z 2018 r., poz. 261, poz. 1669) przede wszystkim ze wzgledu na: (i) aktualny
problem naukowy, ktérego rozwigzanie jest istotne dla poprawy leczenia infekcji spowodowanych
wielolekoopornymi bakteriami patogennymi, (ii) dostarczenie nowej wiedzy w temacie wptywu wirujgcego
pola magnetycznego na morfologie i funkcjonowanie komoérek bakterii patogennych, (iii) odkrycie
synergistycznego dziatania WPM i antybiotykdw pB-laktamowych wobec bakterii. Doktorantka jasno i
precyzyjnie okreslita cel swoich badan, zoptymalizowata stosowane parametry i warunki hodowlane
bakterii, precyzyjnie wykonata analizy mikrobiologiczne i biochemiczne dla ogromnej liczby prébek
biologicznych i testowanych wariantow badawczych. Uwazam, ze Doktorantka opanowata w wymaganym
zakresie warsztat badawczy niezbedny do rozwigzywania problemédw naukowych w dziedzinie nauk
rolniczych. Doktorantka potwierdzita swoimi osiggnieciami i aktywnoscig naukowa, ze jest przygotowana do
prowadzenia wieloaspektowych zadan badawczych. W zwigzku z powyzszym, sktadam wniosek do Rady
Dyscypliny Naukowej ,Zootechnika i Rybactwo” Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty
Woroszyto do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na bogaty materiat analityczny zastosowany w pracy, szeroki zakres
przeprowadzonych badari mikrobiologicznych i biochemicznych, ogrom wtozonej pracy oraz uzyskanie przez
Doktorantke warto$ciowych wynikéw o charakterze poznawczym i aplikacyjnym, w mojej ocenie
osiggniecia zawarte w rozprawie doktorskiej nalezy uzna¢ za wyrdzniajace sig. Biorgc pod uwage rowniez
fakt bezposredniego zaangazowania Doktorantki w analize i opracowanie uzyskanych danych oraz
przygotowanie manuskryptéw oraz opublikowania wszystkich wynikéw w wysokopunktowanych
czasopismach o sumarycznym IF 16,947 i 380 pkt. MEiN wnosze o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr inz.
Marty Woroszyto stosowng Nagroda przez Rade Naukowag ,Zootechnika i Rybactwo” Wydziatu

Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.
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