Streszczenie

Globalny problem rosngcej opornosci patogenéw bakteryjnych na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe i wigzace si¢ z nim niepowodzenia w leczeniu infekcji, sktaniaja do
poszukiwania nowych, alternatywnych metod terapii. Badania dotyczace wplywu pola
magnetycznego (PM) na parametry funkcjonalne bakterii sa prowadzone przez wiele zespotow
badawczych na calym swiecie. Jednym ze stosunkowo nowych kierunkéw badan jest analiza
wpltywu PM na efektywnos¢ dziatania $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych wobec bakterii.
Jednakze, czesto badania takie prowadzone sa w sposob, ktéry nie obejmuje w analizie czesci
czynnikéw mogacych wplywa¢ na obserwowane efekty i tym samym, uzyskane wyniki nie
dostarczaja satysfakcjonujacego wyjasnienia obserwowanych zjawisk. Dlatego tez, wskazane
wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan w tym zakresie, jak rowniez systematyzacja ich
prowadzenia.

Podstawowym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla analiza wplywu wirujacego
pola magnetycznego (WPM) na efektywnos¢ dziatania antybiotykéw wobec bakterii z gatunku
Staphylococcus aureus, w tym szczepéw metycylinoopornych (ang. methicillin-resistant S.
aureus, MRSA) oraz metycylinowrazliwych (ang. methicillin-susceptible S. aureus, MSSA).
Ponadto, rozprawa doktorska byla préba usystematyzowania sposobu prowadzenia analiz
dotyczacych wplywu PM na r6zne parametry funkcjonalne bakterii.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone w ramach opisanego osiagniecia naukowego
wykonano z  wykorzystaniem stanowisk badawczych wyposazonych w bioreaktory
wspomagane WPM, zbudowane ze stojanu elektrycznego silnika tréjfazowego oraz komory
procesowej, w ktorej w trakcie ekspozycji umieszczano hodowle bakterii. W badaniach
wykorzystano zaréwno kliniczne, jak i referencyjne szczepy bakterii nalezace do 8 gatunkéw
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae, Moraxella catarrhalis i Bacillus cereus), przy
czym eksperymenty zwigzane z efektywnoscia dziatania antybiotykéw przeprowadzono
wylacznie z uzyciem szczepdw S. aureus (w tym szczepéw MRSA i MSSA). W analizach
uwzgledniono rézne parametry zwiazane z ekspozycja bakterii na WPM (np. czestotliwogé
WPM w zakresie od 5 do 50 Hz i czas ekspozycji w zakresie od 1 do 18 godzin) oraz antybiotyki
z roznych grup, charakteryzujace si¢ odmiennym mechanizmem dzialania, a takze réznymi
tadunkami elektrycznymi. Przeprowadzone analizy zwigzane byly z wplywem WPM na
kinetyke wzrostu i komoérkowa aktywnosé metaboliczng bakterii oraz efektywnos¢ dziatania
antybiotykow.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze oddzialywanie WPM na takie parametry jak kinetyka
wzrostu oraz komdérkowa aktywnos¢ metaboliczna, nie zaleza wylacznie od parametrow
opisywanych dotad w literaturze (np. od gatunku bakterii, ksztaltu komérki, budowy $ciany
komérkowej, czy tez od rodzaju i parametréw PM i czasu ekspozycji), ale réwniez, w istotnym
stopniu od zréznicowania szczepéw bakteryjnych w obrgbie gatunku (w tym nawet szczepow
nalezacych do jednego typu klonalnego). Ustalono réwniez, ze efektywnos¢ dzialania
antybiotykéw z réznych grup, w tym aminoglikozydéw, B-laktaméw, fluorochinolonéw,
glikopeptydéw, linkozamidéw makrolidéw i tetracyklin wobec S. aureus wzrasta pod
wpltywem WPM. Szczegélnie znaczace zmiany obserwowane byly w odniesieniu do
antybiotykoéw, ktérych mechanizm dziatania zwigzany jest hamowaniem syntezy $ciany



bakteryjnej (B-laktamy i glikopeptydy). Wykazano, ze zmiany w efektywnosci dziatania p-
laktamow byly spowodowane ostabieniem komérek bakteryjnych pod wzgledem
strukturalnym. Wsréd obserwowanych zmian stwierdzono deformacje ksztaltu i zmiany w
wielkosci komorek, a takze zapadanie si¢ Scian komérkowych i utrate turgoru komérkowego.

W ramach prowadzonych analiz dowiedziono réwniez, ze na zmiany w efektywnosci
dzialania antybiotykéw wobec bakterii eksponowanych na WPM wplyw maja takie czynniki
Jjak: czgstotliwos¢ WPM, czas ekspozycji oraz stezenie antybiotyku. Wykazano ponadto, ze
zmiany w efektywnosci dziatania antybiotykéw pod wptywem WPM sa, podobnie jak kinetyka
wzrostu oraz komorkowa aktywnos¢ metaboliczna, réwniez $ciSle zwigzane ze
zréznicowaniem szczepow w obrebie gatunku. Wykazano réwniez, ze zmiany w efektywnosci
dziatania antybiotykow B-laktamowych wobec bakterii manifestuja si¢ jedynie w obecnosci
WPM i nie pozostaja one utrwalone w komérkach po zaprzestaniu ekspozycji. Udowodniono
takze, ze cho¢ WPM ma wplyw na uwalnianie antybiotykéw z noénika oraz ich dyfuzje w
agarze, nie jest to czynnik istotnie determinujacy efektywnos¢ dzialania antybiotykéw wobec
bakterii.

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej istotnie poglebity
wiedze dotyczacg zmian w efektywnosci dzialania antybiotykéw pod wplywem WPM wobec
bakterii z gatunku S. aureus. Ponadto, po raz pierwszy w tak szczeg6towy i kompleksowy
sposéb przeanalizowano wplyw WPM na komérki bakteryjne. Istotnym osiggnieciem,
wynikajacym z przeprowadzonych analiz, jest réwniez stworzenie spojnej bazy
metodologicznej, ktéra moze przyczynié si¢ do systematyzacji badan zwiazanych z wpltywem
PM na r6zne parametry funkcjonalne oraz efektywno$é¢ dzialania s$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych wobec bakterii.
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Abstract

The global problem of increasing resistance of bacterial pathogens to antimicrobials and
the associated failures in treating infections are prompting the search for new alternative
therapies. Research on the effects of magnetic field (MF) on the functional parameters of
bacteria is being conducted by many research teams around the world. Relatively new line of
research is the analysis of the effect of MF on the effectiveness of antimicrobials against
bacteria. However, often such studies are conducted in a way that does not include in the
analysis some of the factors that can affect the observed effects, and thus, the results obtained
do not provide a satisfactory explanation of the observed phenomena. Therefore, it seems
advisable to conduct further research in this area, as well as to systematize conducting the
research.

The main objective of the dissertation was to analyze the effect of rotating magnetic
field (RMF) on the effectiveness of antibiotics against Staphylococcus aureus, including
methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) strains.
In addition, the doctoral dissertation was an attempt to systematize the methodological
approaches for analyses on the effects of MF on various functional parameters of bacteria.

All experiments carried out as part of the scientific achievement described herein were
performed using RMF bioreactors made of a three-phase electric motor stator and a process
chamber in which cultures of bacteria were placed during exposure. Both clinical and reference
bacterial strains belonging to 8 species (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloacae,
Moraxella catarrhalis and Bacillus cereus) were used in the study, with experiments related to
antibiotic efficacy carried out exclusively with S. aureus strains (including MRSA and MSSA
strains). Various parameters related to RMF exposure (e.g. RMF frequency ranging from 5 to
50 Hz and exposure time ranging from 1 to 18 hours) and antibiotics from different groups,
characterized by different mechanisms of action, as well as different electrical charges. The
analyses carried out were related to the effect of RMF on the growth kinetics and cellular
metabolic activity of bacteria and the effectiveness of antibiotics.

The results obtained showed that the effect of RMF on parameters such as growth
kinetics and cellular metabolic activity does not depend solely on the parameters described so
far in the literature (e.g. bacterial species, cell shape, cell wall structure, or the type and
parameters of MF and exposure time), but also, to a significant extent, on the diversity of
bacterial strains within a species (including even strains belonging to a single clonal type). It
was also found that the efficacy of antibiotics from different groups, including aminoglycosides,
B-lactams, fluoroquinolones, glycopeptides, macrolides lincosamides and tetracyclines against
S. aureus increases under influence of the RMF. Particularly significant changes were observed
for antibiotics whose mechanism of action is related to inhibition of bacterial wall synthesis (p-
lactams and glycopeptides). Changes in the effectiveness of B-lactams were shown to be due to
structural weakening of bacterial cells. Among the changes observed were deformations in cell
shape and changes in cell size, as well as cell wall collapse and loss of cell turgor.

The analyses also demonstrated that changes in the effectiveness of antibiotics against
bacteria exposed to RMF are influenced by factors such as RMF frequency, exposure time and
antibiotic concentration. It was further shown that changes in antibiotic efficacy under RMF



are, like growth kinetics and cellular metabolic activity, also closely related to strain variation
within species. It has also been shown that changes in the efficacy of B-lactam antibiotics
against bacteria are only manifested in the presence of RMF and do not remain fixed in cells
after exposure. It has also been shown that, although RMF affects the release of antibiotics from
the carrier and their diffusion in the agar, it is not a significant determinant of the effectiveness
of antibiotics against bacteria.

The results obtained in the course of this dissertation have significantly advanced the
knowledge of changes in the effectiveness of antibiotics under the influence of RMF against S.
aureus bacteria. In addition, this is the first time when the effect of RMF on bacterial cells has
been analyzed in such a detailed and comprehensive manner. An important achievement,
resulting from the analyses, is the creation of a consistent methodological basis that can enable
the systematization of studies related to the effects of MF on various functional parameters and
the effectiveness of antimicrobials against bacteria.
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Ocena formalna pracy

Przedstawiona do recenzji praca jest cyklem trzech badawczych, powigzanych tematycznie
publikacji, opatrzonych wspolnym tytutem: Analiza wplywu wirujacego pola
magnetycznego na efektywnos$¢ dzialania substancji przeciwdrobnoustrojowych
wzgledem bakterii patogennych.

W sktad pracy wchodzg trzy anglojezyczne prace opublikowane w czasopismach z listy JCR.
W sktad cyklu wchodza:

1. Woroszylo M., Ciecholewska-Jusko D., Junka A., Pruss A., Kwiatkowski P.,
Wardach M., Fijatkowski K. (2021). The impact of intraspecies variability on
growth rate and cellular metabolic activity of bacteria exposed to rotating magnetic
field. Pathogens.10 (11), 1427.

2. Woroszyto M., Ciecholewska-Jusko D., Junka A., Wardach M., Chodaczek G.,
Dudek B., Fijatkowski K. (2021). The effect of rotating magnetic field on
susceptibility profile of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains exposed
to activity of different groups of antibiotics. International Journal of Molecular

Sciences. 22 (21), 11551



3. Woroszyto M., Ciecholewska-Jusko D., Junka A., Drozd R., Wardach M., Migdat
P., Szymczyk-Zidtkowska P., Styburski D., Fijatkowski K. (2021). Rotating
magnetic field increases B-lactam antibiotic susceptibility of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus strains. International Journal of Molecular Sciences. 22 (22),

12397

Dwie prace opublikowano w czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences i jedna

w Pathogens. Wszystkie prace opublikowano w uznanych czasopismach z zakresu dziedziny
nauk rolniczych, dyscypliny biotechnologia. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact
Factor (IF) tych publikacji jest wysoki, wynosi 16,942. Wszystkie prace sg wieloautorskie (7-9
autoréw). Po zapoznaniu si¢ z publikacjami ktore sa wyjatkowo obszerne jak na prace
badawcze (24-29 stron) zawierajg bardzo duzg liczbe analiz przeprowadzonych réznymi
technikami badawczymi z réoznych obszaroOw nauki, liczba wspotautorow jest dla mnie jak
najbardziej adekwatna do przeprowadzonych badan. Miedzy innymi prowadzono badania
molekularne, analizy z uzyciem mikroskopu konfokalnego oraz skaningowego mikroskopu
elektronowego oraz analizy w uzyciem chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig
mas. Po zapoznaniu si¢ z os$wiadczeniami wspotautorow oraz Doktorantki nie mam
watpliwosci, ze miata Ona wiodacy udzial w ich powstawaniu. Doktorantka jest pierwszym
Autorem we wszystkich publikacjach, brala udziat w opracowywaniu koncepcji i metodologii
badan, wykonywata znaczng cze$¢ analiz, opracowywata wyniki i czynnie brata udziat w
procesie publikacyjnym. Zaplanowanie tak duzej liczby doswiadczen, znalezienie
odpowiednich oso6b i ,,zebranie wszystkiego” tak aby powstaty publikacje wymagato duzego
zaangazowania, skrupulatnos$ci i umiejetnosci wspotpracy.

Cykl publikacji Doktorantka poprzedzita dobrze przygotowanym wstepem
teoretycznym, przedstawita hipotezy oraz cel pracy, materialty i metody badawcze, omoéwita
wyniki 1 przedstawita wnioski. Bylo to zapewne trudne zadanie aby tak obszerne badania
zawrze¢ w tak syntetycznym opisie, ale w moim odczuciu udalo si¢ w peini osiggnac
zamierzony cel, przy kazdym punkcie znajduja si¢ odnosniki do publikacji wigc bez problemu
mozna odnalez¢ omawiane etapy w konkretnych artykutach. Ponadto Doktorantka przedstawita
swoje dotychczasowe osiggniecia naukowe z okresu studiéw doktoranckich, oraz aktualnie
realizowane badania co pozwolito Recenzentowi utwierdzi¢ si¢ w przekonaniu, ze Pani mgr
inz. Marta Woroszylo jest bardzo ambitng i pracowita osoba o czym $wiadczg liczne
doniesienia konferencyjne, aktywne uczestnictwo w kole naukowym oraz pozostale nie

wchodzace w skiad pracy doktorskiej artykuty naukowe .



Ocena merytoryczna pracy

Wedlug WHO rosngca oporno$¢ na antybiotyki jest powaznym zagrozeniem 1 jest obecnie
jednym z najwiekszych probleméw zdrowia publicznego. Uwazam, ze praca doktorska Pani
mgr inz. Marty Woroszyto ktorej gldwnym celem byla analiza wplywu wirujacego pola
magnetycznego na efektywno$¢ dzialania antybiotykéw wzgledem bakterii patogennych
wpisuje si¢ w nurty aktualnych badan naukowych. Doktorantka poza podstawowym celem
przedstawila rowniez dziewig¢ celow szczegdtowych ktore konsekwentnie realizowata w
poszczegblnych etapach badan. W pierwszym etapie badan oceniata wplyw wirujacego pola
magnetycznego na komorkowa aktywno$¢ metaboliczng bakterii. Przeprowadzone badania
byty kompleksowe, obejmowaty zaréwno pateczki, laseczki jak 1 ziarniaki réznych rodzajow i
gatunkow bakterii, przeprowadzono analizy na kilku szczepach tego samego gatunku co
pozwolitlo Doktorantce stwierdzi¢, ze wptyw wirujacego pola magnetycznego w znacznym
stopniu jest szczepo-zalezny.

Kolejne etapy badan skupiaty si¢ na kilku szczepach Staphylococcus aureus, zaré6wno
metycylinoopornych jak 1 metycylinowrazliwych. Doktorantka uzasadnita wybdr tego gatunku
ziarniakéw 1 zgadzam si¢ z nig, ze zarowno ogromny potencjal chorobotworczy, zdolno$¢ do
nabywania oporno$ci oraz rozpowszechnienie w $rodowisku naturalnym predysponuje te
drobnoustroje do jak najwigkszej uwagi badaczy. Doktorantka oznaczyta u badanych izolatow
gen mecA oraz okreslita pokrewienstwo genetyczne z uzyciem techniki PFGE. Przeprowadzita
szereg analiz, ktore bardzo dobrze opisata i udokumentowata w przygotowanych publikacjach.
Wykonata miedzy innymi oceng wptywu wirujacego pola magnetycznego na liczbe komorek
S. aureus zdolnych do wzrostu na podtozu statym, wykonata analize zmian w efektywnosci
dziatania antybiotykéw oraz okreslita efekt poekspozycyjny. Doktoranta wykazata si¢ duza
dociekliwos$cia i checig bardzo doktadnego zbadania wptywu wirujacego pola magnetycznego
na komorki S. aureus, w tym celu przeprowadzita analiz¢ zmian w morfologii komorek, zmian
w integralnosci $cian komorkowych w biofilmie oraz okreslita liczbe¢ zywych 1 martwych
komorek z uzyciem fluorescencji. Bardzo ciekawym elementem badan jest moim zdaniem
analiza wplywu wirujacego pola magnetycznego na uwalnianie antybiotykow z krazkow
bibutowych oraz ich dyfuzj¢ w agarze. Ten element badan wskazuje na bardzo skrupulatne
podejscie do badan, dociekliwo$¢ oraz ch¢é wyciagnigcia poprawnych wnioskéw i
wyeliminowanie tych elementoéw ktére mogltyby w tym przeszkodzi¢. Za niezmiernie istotne

uwazam wykazanie, ze wirujace pole magnetyczne zaburza integralno$¢ §cian komorkowych



S. aureus w biofilmie bez wzgledu na jego grubo$¢ oraz gestos¢ komoérek w jego
poszczegbdlnych warstwach.

Na zakonczenie Autorka sformutowata dziewig¢ wnioskow przedstawiajacych jej osiggniecia
poprzedzajac je streszczeniem wynikoOw wraz z komentarzami do nich. Nie mam watpliwosci,
ze Doktorantka wilasciwie zaplanowata badania, wykonala ogrom pracy laboratoryjnej i
umiejetnie wszystko opisata stosujac rowniez metody statystyczne ktore utatwity wyciagniecie
wnioskow.

Zawarte w cyklu ,,Analiza wptywu wirujacego pola magnetycznego na efektywnos¢ dziatania
substancji przeciwdrobnoustrojowych wzgledem bakterii patogennych: prace sg juz
opublikowane w renomowanych czasopismach i poddane recenzjom, i ja rowniez oceniam je
bardzo pozytywnie. Pozwole sobie sformutowac kilka pytan, do ktorych poprosze Doktorantke
o ustosunkowanie si¢/dyskusje:

- dlaczego analizy wptywu WMP na zmiany w liczebno$ci zywych 1 martwych komorek
wykonano po 12 godzinach a ocen¢ zmian w kinetyce wzrostu i komodrkowej aktywnosci
metabolicznej zakonczono po 9 godzinach

- w celu analizy zmian w efektywno$ci dziatania antybiotykow w wirujacym polu
magnetycznym wykonano ocen¢ wrazliwo$ci na antybiotyki metodg dyfuzyjno-krazkowa wg
wytycznych EUCAST, w jakim celu hodowle eksponowano na wirujgce pole magnetyczne
przez 12 godzin, mierzono dajace si¢ odczytaé strefy zahamowania wzrostu a nastgpnie
prowadzono inkubacj¢ bez dzialania wirujacego pola magnetycznego? Z jakiego powodu nie
inkubowano hodowli przez caty rekomendowany przez EUCAST czas w wirujacym polu
magnetycznym.

- zastosowano niezmiernie skomplikowang i pracochtonng metode oceny wplywu wirujacego
pola magnetycznego na liczbe komoérek S. aureus. zdolnych do wzrostu na podtozu statym.
Zawiesiny szczepOw posiewano na podioze Muller-Hinton, inkubowano w wirujgcym polu
magnetycznym przez 12 godzin, nastgpnie wykonywano ‘zmyw” kolonii z uzyciem PBS,
posiewano na podloze BHIA i inkubowano kolejne 24 godziny bez wptywu wirujacego pola
magnetycznego. Doktorantka wyjasnita ze eksperyment ten wykonano w celu oceny potencjatu
bakteriobojczego samego WMP wobec eksponowanych bakterii. Czy nie wystarczyloby w tym
celu posia¢ powierzchniowo rozcienczong hodowle o potencjalnie policzalnej liczbie bakterii
np. 102-10° cfu/ml, zastosowaé jedno podtoze hodowlane, poréwnaé liczbe kolonii na ptytkach
eksponowanych i1 kontrolnych?

- podczas analiz zmian w integralnosci §cian komérkowych hodowli w biofilmie traktowanym

cefoksytyng i eksponowanych na wirujgce pole magnetyczne stosowano hodowle bakteryjng o



gestosci 1x10° cfu/ml, mam pytanie czysto techniczne, w jaki sposob przygotowano tak écisle
okreslong gesto$¢ hodowli, w pozostatych eksperymentach podawano przyblizone warto$ci co

jest dla mnie zrozumiate.

WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. Marty Woroszyto pt.: ,,Analiza wplywu wirujacego
pola magnetycznego na efektywno$¢ dzialania substancji przeciwdrobnoustrojowych
wzgledem bakterii patogennych ”, spelnia wymagania zapisane w art. 13 ust. 1 ustawy z dn.
14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule z zakresu sztuki (Dz.
U.z203 1. Nr 65, poz.595; zpdzn. zm.), jest bowiem samodzielnym 1 warto§ciowym dorobkiem
naukowym, prezentuje wysoki poziom merytoryczny oraz wnosi do nauki wiele elementow
poznawczych i ma znaczng warto$¢ aplikacyjna.

Prosz¢ Rad¢ Dyscypliny Zootechnika 1 Rybactwo Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o przyjecie pracy 1 dopuszczenie Panig mgr inz.
Marte Woroszyto do publicznej obrony zawartych w niej tez. Biorac pod uwage wysoka

warto$¢ naukowg 1 aplikacyjng recenzowanej pracy wnosze¢ o jej wyrdznienie.

Hrne. Ladeowaie
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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.

O///ZO/U«JCQ/ Lol

Prof. dr hab.\l\@nika Janczarek



UCHWALA NR 38

Rady Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 29 listopada 2023 r.

W sprawie nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo

mgr inz. Marcie Woroszyto

Na podstawie art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.) oraz § 1 ust. 1 pkt 2) uchwaty nr 130
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie z dnia 29 maja 2023 r.
w zwigzku z § 96 ust. 8 Statutu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie,

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo uchwala co nastepuje:

§1

Rada Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie po zapoznaniu sie z przebiegiem przewodu doktorskiego postanawia nadaé stopien

doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo mgr inz. Marcie Woroszyto.

§2

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczaca Rady Dyscypliny
Zootechnika i Rybactwo

dr hab. inz. Matgorzatal0zgo, prof. ZUT

Szczecin, dnia 29 listopada 2023 r.
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