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Temat pracy jako problem naukowy

Mikroflora powietrza s$rodowiska hodowlanego stata si¢ w ostatnich latach
przedmiotem licznych badan naukowych. Prowadzone prace badawcze miaty glownie na celu
charakterystyke ilosciowg 1 jako$ciowg drobnoustrojow wystepujacych w powietrzu budynkow
inwentarskich, jak rowniez okreslenie czynnikow wptywajacych na jego jakos¢. W wigkszos$ci
publikowanych badan koncentracja ogodlnej liczby bakterii przekraczata zalecenia
zoohigieniczne (8,0 x 10* jtk/m®) [Kotacz i Dobrzanski, 2006] oraz higieniczne, ustalone
wedlug kryterium zdrowia ludzi, pracujacych w tym sektorze (1,0 x 10° jtk/m®)
[Dz.U.2005.81.716]. Budynki dla drobiu cechujg si¢ najwyzszym poziomem bioaerozolu
bakteryjnego. Istotnym czynnikiem zwigkszajagcym koncentracje mikroorganizméw jest
zapylenie, oznaczane tutaj na duzo wyzszych poziomach w poréwnaniu do obor, czy chlewni.
Ze wzgledu na mozliwos$¢ zagrozenia zdrowia ludzi 1 zwierzat w fermach specjalizujacych sie
hodowlg drobiu, istotne jest nie tylko monitorowanie poziomu zanieczyszczenia
mikrobiologicznego, ale przede wszystkim podejmowanie odpowiednich dziatan
bioasekuracyjnych.  Nieodlagcznym elementem higieny i zwalczania czynnikow
chorobotworczych jest utrzymywanie prawidlowych warunkow zoohigienicznych oraz
zastosowanie profilaktyki, w tym dezynfekcji srodowiska, w ktorym utrzymywany jest drob.

Na rynku jest obecnie wiele nowych srodkéw dezynfekcyjnych o szerokim zakresie
dziatania i duzej skutecznosci ich stosowania. Niestety pojawienie si¢ opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe u bakterii komensalnych i patogenow zwierzgcych przyczynia si¢ do
wzrostu liczebnosci genéw opornosci. Glowny problem stanowig szczepy S. aureus oporne na

metycyling, tzw. LA MRSA (Livestock Associated Methicillin Resistant S. aureus), oraz
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szczepy pateczek Gram-ujemnych, zwlaszcza bakterii z rodziny Enterobacteriaceae,
wytwarzajacych B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (tzw. ESBL - extended-
spectrum beta-lactamases), w tym enteropatogennych bakterii z rodzaju Salmonella, E. coli i
Campylobacter. Mimo wprowadzanych zakazow nieterapeutycznego stosowania antybiotykow
u zwierzat wcigz zmniejsza si¢ skutecznos$¢ profilaktyki i leczenia coraz wigkszej liczby
infekcji. Wielko$¢ spozycia srodkow przeciwdrobnoustrojowych wyraznie wpltywa na poziom
izolowanych bakterii lekoopornych, stad najwyzsze rozpowszechnienie opornosci odnotowuje
si¢ w brojlerniach 1 indyczarniach, rzadziej w oborach. O skali problemu $§wiadczy raport
Swiatowej Organizacji Zdrowia méwiacy o bezwzglednej koniecznosci zredukowania
rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoodpornosci ze zrodet rolniczych [WHO, 2014].

Niepokojaca jest rowniez wysoka czgstotliwo$¢ pojawiania si¢ szczepoOw
charakteryzujacych si¢ wieloopornoscig. W konsekwencji, niektore preparaty dezynfekcyjne
stajg sie mniej efektywne, lub w ogodle nieskuteczne w zwalczaniu patogendéw, a liczba
szczepdw opornych wzrasta niewspotmiernie szybko w stosunku do liczby nowo odkrywanych
biocydow. Dlatego tez, poszukiwanie nowych zwigzkoéw o dzialaniu bakteriobdjczym stato si¢
jednym z priorytetowych kierunkow badan w dziedzinie chemii weterynaryjnej. Na szczegdlng
uwage zastugujg badania mozliwosci wykorzystania produktow roslinnych w roli preparatow
dziatajgcych biostatycznie. Duzo uwagi w literaturze poswigca si¢ badaniom aktywnosci
przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej olejkow eterycznych przeciwko takim patogenom, jak
drozdzaki Candida albicans, rézne gatunki dermatofitow i grzybow plesniowych, bakterie
Helicobacter pylori, Neisseria sp., E. coli oraz oporne na antybiotyki szczepy gronkowcow S.
aureus (MRSA), czy wankomycynooporne Enterococcus spp. (vancomycin resistant
enterococci-VRE). Wyniki tych badan wskazujag na mozliwo$¢ wykorzystania olejkow
eterycznych w $rodowisku hodowlanym. Ich zastosowanie moze wptynag¢ na obnizenie
poziomu mikrobiologicznego zanieczyszczenia budynkow inwentarskich, a tym samym na
poprawe zdrowia zwierzat i pracownikow.

W ten nurt badan wlacza sie praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Zebrowskiej.
Nalezy wiec podkresli¢, ze zagadnienia poruszane w pracy sa bardzo aktualne i mieszczg si¢ w
dyscyplinie Zootechnika i Rybactwo. Uwazam, ze podjeta tematyka badawcza jest oryginalna
i wazna zaro6wno dla badan podstawowych, jak i aplikacyjnych Przeprowadzone badania moga
przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych metod ograniczajacych zanieczyszczenia mikrobiologiczne

w indyczarniach, a tym samym podnie$¢ bezpieczenstwo epidemiologiczne na fermach.



Ocena formalna i merytoryczna pracy

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Zebrowskiej
obejmuje 157 stron maszynopisu. Na 30. stronach wyodrebniono spis pismiennictwa
obejmujacy obszerng baze publikacji, tj. 301 pozycji, w wigkszosci oryginalnych,
anglojezycznych artykutow naukowych, z czego 60% opublikowanych w ostatniej dekadzie.
Praca zawiera 35 tabel, 13 wykresow, 2. fotografie oraz streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Na poczatku rozprawy zamieszczono wykaz skrotow stosowanych w pracy, co utatwia
dalsze korzystanie z tekstu.

Uklad rozprawy jest konwencjonalny i nie budzi zastrzezen, jedyne uwagi w tym
zakresie dotycza podrozdziatow, ktére moim zdaniem nalezaloby polaczy¢ (szczegdty ponizej).
Prace rozpoczyna rozdziat ,,Wstep i przeglad piSmiennictwa”, ktory stanowi interesujaca
syntez¢ waznych probleméw zwigzanych ze specyfika zanieczyszczen mikrobiologicznych
wystepujacych w fermach drobiu, zagrozen przez nich powodowanych, w tym coraz czesciej
pojawiajacym Si¢ zjawisku lekoopornosci. Waznym elementem przegladu pismiennictwa jest
omoOwienie charakterystyki wybranych olejkéw eterycznych, ich sktadu, mechanizmoéw
bojczego dziatania oraz zastosowanie.

Podj¢te na tym tle badania, ktérych gldownym celem bylo opracowanie naturalnego
preparatu na bazie wybranych olejkéw eterycznych do profilaktycznego zamglawiania
budynkow fermowych przeznaczonych do wychowu indykéw uwazam za celowe i aktualne,
legitymujace si¢ ponadto praktycznym aspektem zastosowania w praktyce zootechnicznej.

Autorka dokonujagc uzasadnienia wyboru problemu badawczego, a nastgpnie
przygotowujac si¢ do przeprowadzenia badan przyjeta nastepujace hipotezy badawcze:

— Aplikacja preparatu na bazie olejkow eterycznych w formie zamglawiania ograniczy
wystepowanie mikroorganizmow w srodowisku bytowania indykéw rzeznych.

— Zastosowanie wieloskladnikowego komponentu wybranych olejkéw eterycznych poszerzy
spektrum dzialania i zwigkszy aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa preparatu.

— Zamglawianie powietrza wieloskfadnikowym preparatem na bazie olejkow eterycznych
moze okazaé si¢ skuteczne w profilaktyce wobec patogennych, w tym wieloopornych
izolatow bakterii pochodzacych z ferm indyczych.

Podejmowany w projekcie problem, przyjete cele, jak rowniez sam charakter
aplikacyjny badan zadecydowaly o wyborze metodyki badan. Autorka w rozdziale ,Materiat i

metody badan” przedstawila ogolne zalozenia metodyczne realizowanych zadan.



Badania przeprowadzono w trzech etapach. Materiat do I etapu badan stanowity
wycinki narzadow wewnetrznych indykoéw utrzymywanych na fermach zlokalizowanych w
potnocno-wschodniej Polsce, zgromadzone w archiwum Zakladu Higieny Weterynaryjnej w
Olsztynie. W etapie tym, dla szczepéw najczesciej izolowanych z tkanek. tj. Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus oraz
Ornithobacterium rhinotracheale wykonano ocen¢ wrazliwosci na antybiotyki. W II etapie
badan materialem badanym bylo 12 olejkdw eterycznych, w tym tymiankowy, z migty
pieprzowej, eukaliptusowy, z drzewa herbacianego, cytrynowy, cynamonowy, gozdzikowy,
melisowy, bazyliowy, anyzowy, lawendowy oraz rozmarynowy, dla ktorych przeprowadzono
ocen¢ aktywnosci bakteriobdjczej. Ocene przeprowadzono metoda dyfuzyjno-krazkowa,
studzienkowa oraz oznaczajac minimalne st¢zenie hamujace (MIC) wobec bakterii
izolowanych z narzadow oraz szczepow testowych / referencyjnych. Na podstawie uzyskanych
wynikow opracowano sktad preparatu olejkowego 0 wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych zastosowanego w Ill ectapie badan do profilaktycznego
zamglawiania powietrza budynkéw dla indykéw rzeznych. W badaniach aplikacyjnych na
podstawie oceny zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza oraz powierzchni
wychowalni oceniono skutecznos$¢ dekontaminacji.

W tym miejscu nalezy podkreslic kompleksowos¢ wykonanych badan (badania
laboratoryjne poparte badaniami aplikacyjnymi). Zastosowane metody pomiarowe i analizy
nalezg do ogdlnie przyjetych metod i1 sg zgodnie z wytycznymi Europejskiego Komitetu ds.
Badania Wrazliwosci Drobnoustrojow (EUCAST).

Podrozdziat ,,Wyniki badan i dyskusja” stanowi zasadnicza cze¢$¢ dysertacji. W
rozdziale tym Doktorantka wykazata si¢ znaczng wiedzg oraz umiej¢tnoscig interpretacii i
konfrontowania uzyskanych wynikow z rezultatami innych autorow.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan Doktorantka sformulowata 8
wnioskow, z czego kluczowe, w moim odczuciu sg:

— Zmienno$¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej poszczegdlnych olejkow eterycznych jest
determinowana przez rodzaj badanego szczepu bakterii, st¢zenie olejku oraz
zastosowang metode badawcza.

— Najwyzsza aktywnos$cig przeciwbakteryjng zaro6wno drobnoustrojow G+ 1 G-
charakteryzuje si¢ olejek cynamonowy, gozdzikowy i tymiankowy. Olejek cytrynowy
wykazuje znikome dzialanie przeciw bakteriom Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Ornithobacterium rhinotracheale, Staphylococcus aureus i Enterococcus

faecalis pochodzacym od indykow rzeznych.
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— Aplikacja preparatu na bazie olejkéw eterycznych w formie zamgtawiania ogranicza
wystepowanie mikroorganizméw w srodowisku bytowania indykow rzeznych.
Jednocze$nie Doktorantka podkreslita, ze zamgtawianie powietrza wielosktadnikowym
preparatem na bazie olejkow eterycznych wykazuje wysoki potencjat utrzymania standardow
higienicznych na fermach i moze okaza¢ si¢ skutecznym sposobem profilaktyki stosowanej
wobec patogennych (w tym wieloopornych) izolatow bakterii pochodzacych z ferm indyczych.

W tym miejscu zwracam uwagg, ze wniosek nr 1 tj. ,Nie stwierdza si¢ sezonowosci w
wystepowaniu  bakterii Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Ornithobacterium
rhinotracheale, Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis na fermach indykoéw rzeznych.”
nie potwierdza, zadnej ze stawianych hipotez, ani tez nie odpowiada na postawione cele, stad
w moim odczuciu powinien by¢ usuniety. Rowniez wniosek nr 6 brzmiacy ,,Zastosowanie
wielosktadnikowego komponentu wybranych olejkow eterycznych poszerza spektrum
dziatania i zwigkszy aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg mieszaniny” nie ma podstaw, gdyz w
pracy nie porownywano efektywnosci dziatania pojedynczych olejkow z wielosktadnikowym

preparatem.

Uwagi o charakterze ogélnym i korektorskim

Moja ocena strony redakcyjnej rozprawy Pani mgr inz. Joanny Zebrowskiej jest
wysoka. Praca zostala napisana poprawnym jezykiem, jest czytelna, a zawarta w niej ilos¢
btedow stylistycznych i interpunkcyjnych marginalna.

Podczas czytania pracy nasuwa si¢ jednak kilka uwag, ktore Doktorantka moze
wykorzysta¢ podczas przygotowywania pracy do druku. Moje sugestie i zastrzezenia

pogrupowatam chronologiczne wedtug rozdziatéw pracy, ktorych dotycza.

Spis tresci

Sugeruje ograniczenie liczby tworzonych podrozdziatow i nieznaczne ich przeredagowanie.
W rozdziale I, podrozdziat 3 ,,Charakterystyka wybranych bakterii wystepujacych u indykow
fermowych” oraz podrozdziat 4 ,Ptaki fermowe jako potencjalne zrodlo bakterii
zoonotycznych” powinien byé potaczony w jeden podrozdzial. Podobna uwaga dotyczy
kolejnych podrozdziatow. Sugeruje utworzenie potaczonego (6, 7, 8) podrozdziatu dotyczacego
antybiotykow 1 lekoopornosci bakterii oraz podrozdzialu (10 z 11) omawiajacego
charakterystyk¢ wybranych olejkow eterycznych. Tytulu dalszych podrozdziatow

sugerowalabym rozbudowac. ,,Hipoteza”, czy ,,Cel” brzmi zbyt lakonicznie.
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Skroty stosowane w pracy

Nazwy polskie powinny by¢ poprzedzone nazwami w jezyku angielskim, z ktoérego
wickszos$¢ skrotow sie wywodzi.

Przeglqd pismiennictwa

W pracy Autorka odwoluje si¢ do progowych wartosci ustalonych dla pracownikow a
nie wskazuje zadnych zalecen zoohigienicznych, w tym zestawionych w publikacji: Kotacz R.,
Dobrzanski Z., 2006. Higiena i dobrostan zwierzat gospodarskich. Wroclaw: Wydaw. AR.

Materiatl i metody badan

Brakuje w pracy wskazania, co bylo materialem badan. Z zalozen pracy wynika, ze w
pierwszym etapie byly to wycinki narzadow pobranych od indykéw, w II testowane olejki, zas
w I proby powietrza i wymazow z wychowalni indykoéw pobranych w 3 kolejnych seriach (po
odkazaniu, przed i po zamglawianiu).

Prowadzac oceng bakteriobdjcza Autorka wykorzystata izolaty pozyskane z wycinkdéw
serca, pluc, watroby, woreczka zolciowego oraz sledziony, a takze szczepy referencyjne. Prosze
podac¢, jakie i z jakich kolekcji uzyto bakterie wzorcowe. Podczas przygotowywania pracy do
druku konieczne jest uzupetnienie danych firmy skad pozyskano kolekcje szczepow. Zapis ten
dotyczy rowniez podlozy i1 sprzgtu wykorzystanego w badaniach.

Brakuje omodwienia metodyki oznaczania minimalnego st¢zenia hamujacego dla
testowanych olejkow. Proszg zdefiniowa¢ MIC 1 poda¢ petng metodyke.

W zadnej z metod nie podano gestosci inokulum wysiewanego na podloza.

Prosze wskaza¢, ktore analizy powietrza zostaly przeprowadzone metoda
sedymentacyjng, a ktore aspiracyjng. Czy wyniki uzyskane przy réznych metodach poboru
mozna porownywac?

Bledem jest wskazanie sktadu wytypowanej mieszaniny olejkow eterycznych juz w
metodyce badan. W zalozeniach badawczych typowanie olejkow mialo by¢ prowadzone w
oparciu o wyniki badan z etapu II. T¢ cz¢$¢ nalezy przenie$¢ do rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja”.

Jak wybrano udziat procentowy poszczegolnych olejkéw w mieszaninie i dlaczego w
sktadzie mieszaniny znalazt si¢ olejek cytrynowy, ktory jak wynika z oceny aktywnosci bojcze;j
wyciggoéw charakteryzowat si¢ niewielkim dziataniem?

Omawiajac czg$¢ aplikacyjna niedosyt budzi opis miejsca doswiadczenia, t;.
charakterystyka wychowalni indykow, w tym obsada, system wentylacji, pojenia i karmienia,
a przede wszystkich system utrzymania ptakow. Te parametry stanowig istotne czynniki

decydujace o poziomie zanieczyszczenia mikrobiologicznego 0znaczanego w budynku.



Niepelne jest omoéwienie zastosowanych analiz statystycznych. W metodyce nie
uwzgledniono oceny hierarchicznej analizy skupien.

Wyniki badan i dyskusja

Wyniki badan powinny by¢ omawiane wedlug schematu ujetego w rozdziale ,,Materiat
i metody badan”.

Omawiajac mikroorganizmy izolowane z narzagdow wewnetrznych jednodniowych
indykow niewlasciwe jest porownywanie z wynikami autoréw badajacych bioaerozol
kurnikéw. Warto byloby odnie$¢ si¢ do publikacji oceniajacych szczepy izolowane przy
zakazeniach wewngtrznych ptakow. Ponizej przytaczam kilka tytutéw publikacji.

1. Kallapura G., Botero A., Layton S., Bielke L.R., Latorre J.D., Menconi A., Hernandez-
Velasco X., Bueno D.J., Hargis B.M., Téllez G. 2014. Evaluation of recovery of
Salmonella from trachea and ceca in commercial poultry. J Appl. Poult. Res. 23(1), 132-
136.

2. Abbasi A.G., Abro S.H., Kamboh A.A., Kalhoro D.H., Mazari M.Q., Arain M.B.,
Vistro W.A., Memon M.A., Memon M.A., Depar S.H. 2020. Epidemiological studies
on bacterial respiratory infections in commercial poultry of district Hyderabad, Sindh,
Pakistan. Pure Appl. Biol. 9(2), 1253-1265.

3. Patel J.G., Patel B.J., Joshi D.V., Patel S.S., Raval S.H., Parmar R.S., Chauhan H.C.,
Chandel B.S. 2017. Culture based isolation of pathogenic bacteria associated with
respiratory disease complex in broiler with special reference to Ornithobacterium
rhinotracheale from India. Pure Appl. Microbio. 2017., 11(4), 1919-1924.

4. Rocha e Silva R.C., Cardoso W.M., Teixeira R.S.C., Horn R.V., Cavalcanti C.M.,
Almeida C.P., Sampaio F.P., Albuqguerque A.H., Lopes E.S., Gomes Filho V.J.R.,
Bezerra W.G.A., Vasconcelos Filho F.S.L., Freitas M.L. 2015. Recovery of Salmonella
Gallinarum in the organs of experimentally-inoculated Japanese quails (Coturnix
coturnix). Braz. J. Poult. Sci. 17(3), 281-286.

Ryciny 3 — 7 nie sg czytelne oraz nie wnoszg nic co nie mozna byloby wnioskowac z
tabel. Ciekawsze byloby wskazanie, z jakich tkanek pochodzity wyizolowane szczepy.

Na stronie 52. Doktorantka uzyla blgdnego sformulowania piszac ,,...stwierdzono
stosunkowo duzg liczbg antybiotykoéw cechujacych si¢ wysoka opornoscig w stosunku do
pateczek E.coli...”. To bakterie wykazujg leko- lub antybiotykooporno$¢.

W podrozdziale 2.1. dwa razy pojawia si¢ podpunkt a i podpunkt b. Moge si¢ tylko
domysla¢, ze w pierwszej cze$ci omowienie dotyczy analiz przeprowadzonych dla szczepow
referencyjnych, zas w drugiej czgsci szczepow wyizolowanych od indykoéw. Prosze to wyraznie
zaznaczyc.

Ciekawe zestawienie wynikow zamieszczono w tabelach 17 — 21. Wyniki te
potwierdzaja, ze szczepy srodowiskowe sa mniej wrazliwe na biocydy, niz szczepy wzorcowe

— referencyjne. Czy wykresy 6 -9 nie sg powieleniem tych tabel?



W tabelach 22 — 26 Autorka podaje liczbe szczepow wrazliwych, za$ jak wynika z tytutu
tych tabel powinny zawiera¢ warto$ci minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) rozwoj
testowanych olejkoéw, ktore zgodnie z definicja podaje si¢ w mg/1.

W czescei aplikacyjnej niewtasciwie zastosowano nazewnictwo materialu §ciolowego —
grupa doswiadczalna i kontrolna. Materiat $ciotowy jest to ta sama grupa tylko oceniana na
r6znych etapach postepowania — w roznych seriach.

Godna uwagi jest tak niewielka liczba btedow interpunkcyjnych. Ponizej zamiescitam
uwagi natury edytorskiej:

— W przegladzie piSmiennictwa nie zgadza si¢ numeracja podrozdzialu nr 3 (w spisie

piSmiennictwa oznaczony jako nr 4);

— str. 17 ,,gatunki grzyboéw” nalezy zmieni¢ na ,,rodzaje grzybow’;

— przy kazdym rodzaju bakterii 1 grzyba, gdy nie uzywamy okreslenia ,,rodzaj” nalezy
uzupetnié o zapis ,,sp.”;

— poréwnujac wzrost odsetka szczepoéw wykazujacych opornos¢ nalezy dodac ,,punkty
procentowe” np. ,,...byt o 37% p.p. nizszy w porownaniu...”;

— tabele 8 — 11 - niepoprawna legenda — wartosci porownywano w kolumnach a nie w
wierszach - porownanie wiclkosci stref zahamowania testowanych olejkow;,

— str. 1021 112 - dwie tabele o tym samym numerze;

— tabela 32 — 34 — nalezy uzupetnic opis wierszy tytutowych (co oznaczajg numery 1 2, 3

47).

Podsumowujac ocen¢ pracy Pani mgr inz. Joanny Zebrowskiej stwierdzam, ze
Autorka przedstawila wazny z punktu widzenia nauki oraz praktyki problem. Oceniana
praca mimo kilku krytycznych, ale i dyskusyjnych uwag wnosi wiele ciekawych elementow
zarOwno poznawczych, jak i1 praktycznych w chowie indykéw. Doktorantka w peini
zrealizowala postawione cele badawcze. Zebrane piSmiennictwo zwigzane z tematyka
pracy zostalo poprawnie dobrane i wykorzystane zarowno we wstepie, jak 1 przy
interpretacji uzyskanych wynikow badan wiasnych. Na podkreslenie zastugujg staranne i
wykonane z duzym nakladem pracy i osobistego zaangazowania badania, zwlaszcza w
zakresie oceny skutecznos$ci bakteriobdjczej testowanych olejkow.

Stwierdzam, ze oceniana praca wnosi nowe elementy poznawcze oraz spelnia
warunki stawiane pracom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14. marca 2003
roku o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z
2017 r. poz. 1789 ze zm.), dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej

Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

8



Olsztynie wniosek o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Zebrowskiej do publicznej

obrony.



