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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Anny Weroniki Myczki
pt.
Prewalencja i genotypowanie szczepéw Anaplasma phagocytophilum wsr6d zwierzat
kopytnych w Polsce

przygotowanej pod kierunkiem Promotora— dra. hab. Zdzistawa Laskowskiego, profesora IP PAN,
i Promotora pomocniczego dra. Witolda Jezewskiego,
Instytut Parazytologii im. Witolda Stefanskiego, Polska Akademia Nauk w Warszawie

Podstawa wydania opinii jest pismo prof. dr hab. Bozeny Moskwy — Dyrektor Instytutu
Parazytologii im. Witolda Stefanskiego PAN z dnia 4-go lipca 2022r. (S-051-18/2022) oraz dokumentacja
w postaci papierowej wersji pracy doktorskiej i na ptycie CD nadestane w dniu 6-go lipca 2022r. poczty
kurierska.

Mgr Anna Weronika Myczka przedstawita do oceny prace doktorska, skladajaca sie z cyklu
trzech powigzanych tematycznie prac oryginalnych, opublikowanych w latach 2021-2022,
w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR) posiadajacych wskaznik
oddzialywania Impact Factor (IF):
1. Myczka A.W., Szewczyk T., Laskowski Z. The Occurrence of Zoonotic Anaplasma
phagocytophilum Strains, in the Spleen and Liver of Wild Boars from North-West and Central
Parts of Poland. Acta Parasitol. 2021 Sep;66(3):1082-1085. doi: 10.1007/s11686-021-00368-6
Wskaznik Impact Factor: 1,440 (IFag21 = 1,534); Punkty MEiIN: 40

2. Myczka A.W., Steiner-Bogdaszewska 7z Filip-Hutsch K., Olos G., Czopowicz M., Laskowski Z.
Detection of Anaplasma phagocytophilum in Wild and Farmed Cervids in Poland. Pathogens.
2021 Sep 14;10(9):1190. doi:10.3390/pathogens10091190
Wskaznik Impact Factor: 4,066 (IF2021 = 4,531); Punkty MEiN: 100

3. Myczka A.W., Kaczor S., Filip-Hutsch K., Czopowicz M., Plis-Kuprianowicz E., Laskowski Z.
Prevalence and Genotyping of Amnaplasma phagocytophilum Strains from Wild Animals,
European Bison (Bison bonasus) and Eurasian Moose (Alces alces) in Poland. Animals. 2022;
12(9):1222. doi.org/10.3390/ani12091222
Wskaznik Impact Factor: 2,942 (IF2021 = 3,231); Punkty MEiN: 100

Laczny IF2021 prac zaliczonych do ocenianego cyklu jest wysoki i wynosi IF = 9,296 (240 pkt MEiN).

Przedstawione prace s3 wieloautorskie, a mgr Anna Myczka jest pierwszym i jednoczesnie
korespondencyjnym autorem. Wedlug zalaczonych oswiadczen, wkiad Doktorantki w powstanie
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publikacji byt znaczacy i polegatl na pobieraniu materiatu biologicznego, wykonaniu badan z zakresu
biologii molekularnej oraz czgséci analiz filogenetycznych i statystycznych, interpretacji i opracowaniu
wynikéw oraz na przygotowaniu i redagowaniu tekstow prac. Wszyscy pozostali wspotautorzy okreslili
swoj udzial w powstanie publikacji 1 wyrazili zgod¢ na przedlozenie powyzszego cyklu publikacji jako
rozprawy doktorskiej przez mgr A. Myczke.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej, zbior trzech publikacji jest poprzedzony
wprowadzeniem w jezyku polskim, ktéry zawiera: Spis tresci, Wykaz skrotow, Cele pracy i hipotezy
badawcze, Cykl publikacji bedgcy podstawq rozprawy doktorskiej, Streszczenie (w jezyku polskim
i angielskim), Materialy i Metody. Kazda z utozonych chronologicznie publikacji poprzedzona jest strong
tytulowsa, na ktorej Doktorantka zamiescita wklad wiasny w powstanie pracy. Os$wiadczenia
wspdlautoréw zostaty umiejscowione za publikacjami zaliczonymi do cyklu ocenianych prac. Nastepnie,
mgr A. Myczka zamiescita rozdzial Najwaziniejsze wyniki i wnioski, ktore omoéwita kolejno dla
publikacji 1-3. Nastgpny rozdzial rozprawy to Genotypowanie szczepéw Anaplasma phagocytophilum
izolowanych od saren europejskich (Capreolus capreolus) i jeleni szlachetnych (Cevus elaphus), ktory
poprzedza rozdziaty Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie oraz Wnioski. Na konficu rozprawy umieszczono
Pismiennictwo. Calos¢ przedstawionej do recenzji dysertacji liczy 101 stron. Publikacje wraz ze
zwigztym wprowadzeniem, omodwieniem i podsumowaniem stanowia istot¢ nowoczesnej pracy
doktorskiej. Praca ma przejrzystg, nieprzetadowang struktur¢ i jest napisana poprawnym jezykiem
naukowym. Wszystkie publikacje skladajgce si¢ na dysertacje doktorska ukazaly si¢ w recenzowanych
czasopismach naukowych, w ktdrych juz wczesniej redakcje czasopism 1 recenzenci dokonali ich oceny
merytorycznej, ich tematyka jest powiagzana ze soba i dotyczy detekcji oraz genotypowania
A. phagocytophilum tacznie u szesciu gatunkow zwierzat kopytnych.

I. Znaczenie podjetej problematyki badawczej

Podjete przez Doktorantk¢ badania posiadaja szerszy aspekt niz tylko aspekt poznawczy.
Anaplazmoza granulocytarna jest zakazng chorobg ludzi i zwierzat. Choroba wystepuje na calym $wiecie.
W Polsce notuje si¢ przypadki anaplazmozy granulocytarnej u zwierzat oraz material genetyczny
patogenu w kleszczach pochodzacych z réznych rejondéw naszego kraju. Ludzka anaplazmoza
granulocytarna (HGA) jest zoonotyczng choroba goraczkows zwykle o ostrym przebiegu, zaliczana do
niedawna do grupy tzw. chorob rozprzestrzeniajgcych si¢ (.emerging infectious diseases™). Objawy
anaplazmozy sa niespecyficzne i choroba jest trudna do rozpoznania. Zwykle HGA objawia si¢ goraczka
z dreszczami, bolami glowy i migéni, nudnosciami, wymiotami, biegunkg i ogdlnym ostabieniem.
W obrazie krwi notowana jest trombocytopenia, leukopenia oraz wzrost aktywnosci aminotransferaz.
Szacuje sie, ze od 5 do 7 % pacjentéw przechodzi najcigzsza posta¢ choroby. Na swiecie zanotowano do
tej pory siedem przypadkow $miertelnych HGA. Czynnikiem etiologicznym anaplazmozy jest Anaplasma
phagocytophilum (Rickettsiales: Anaplasmataceae), Gram-ujemna bakteria, zasiedlajgca gléwnie
granulocyty krwi obwodowej ludzi i zwierzat. Obecnie gatunek A. phagocytophilum obejmuje znane do
2001r.: Ehrlichia phagocytophila, wywolujaca chorobg owiec i bydta, Ehrlichia equi, bedaca czynnikiem
erlichiozy granulocytarnej koni oraz czynnik ludzkiej erlichiozy granulocytarnej. W obrgbie
A. phagocytophilum wyrdznia sie wariant chorobotwoérczy, ktory jest wykrywany u ludzi, kleszczy, psow
i koni oraz wariant nie wywolujgcy objawow chorobowych, wykrywany u kleszczy i saren. Wektorami
A. phagocytophilum sa kleszcze z rodzaju Ixodes (gtownie Ixodes ricinus ale tez Ixodes pacificus, Ixodes
scapularis czy Ixodes persulcatus, w Azji i europejskiej czgsci Rosji rowniez Dermacentor silvarum).
Zwierzetami rezerwuarowymi dla A. phagocytophilum sa przede wszystkim: zwierzyna ptowa, niektore
zwierzeta hodowlane, mate gryzonie oraz zwierzgta domowe. Wobec narastajgcego zarazenia zwierzat
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rezerwuarowych oraz kleszczy i innych wektoréw bakteria A. phagocytophilum, w Polsce istnieje realne
zagrozenie rozprzestrzeniania si¢ anaplazmozy.  Genotypowanie szczepdw A. phagocytophilum
u zwierzat kopytnych w Polsce, ktérego podjeta sie mgr A. Myczka pozwolito na wykazanie, ze szczepy
bakterii A. phagocytophilum wystepujace u tych zwierzat w Polsce maja sekwencje w 100% identyczne
i grupuja si¢ podczas analizy filogenetycznej ze szczepami bakterii wykrytych u czlowieka. Jest to
niezwykle wazne spostrzezenie z epidemiologicznego punktu widzenia i wpisuje si¢ w nurt badan ,,One
Health”.

II. Analiza rozprawy doktorskiej

Na poczatku dysertacji Autorka przedstawita Cele pracy i hipotezy badawcze. Jest to trochg
nietypowe miejsce dla tego rozdziatu. Zwykle cele i hipotezy badawcze umieszcza si¢ po wprowadzeniu
(wstepie) pracy. Moze to budzié¢ pewne zaskoczenie dla czytelnika ale z pewnoscig Doktorantka posiada
uzasadnienie takiej a nie innej kolejnosci rozdzialow, ktére mam nadziej¢ przedstawi podczas obrony
pracy. Wedtug mnie, cele pracy zostaty jasno sformutowane a nastgpnie osiagni¢te w trakcie realizacji
zadan badawczych przedstawionych w cyklu trzech prac zaliczonych do pracy doktorskiej. Glownymi
celami Doktorantki bylo okreslenie prewalencji A. phagocytophilum u szesciu gatunkdéw zwierzat
kopytnych, jak rdwniez poréwnanie poziomoéw prewalencji tej bakterii u jelenia szlachetnego (gatunek
dziki) i daniela zwyczajnego (gatunek hodowlany), charakterystyka szczepow A. phagocytophilum
z zastosowaniem roznych markeréw genetycznych oraz pordwnanie uzytecznosci tkanek $ledziony
i watroby jako organdéw do badan nad detekcja A. phagocytophilum u zwierzat kopytnych. Uwazam za
stuszne podejscie mgr A. Myczki do podjgcia si¢ analizy poroéwnawczej miedzy réznymi gatunkami
zwierzat rezerwuarowych oraz dwoma rodzajami tkanek uzytych do detekcji A. phagocytophilum.
Na uwage zastuguje rowniez fakt wykorzystania az trzech markerow genetycznych (16S rDNA, groEL
i ankA) do identyfikacji bakterii w tkankach zwierzat. Takie podejscie Doktorantki do realizacji
zalozonych celow czyni niniejsze badania kompleksowymi i wiarygodnymi.

Przedstawione w pracy cztery hipotezy badawcze zostaly potwierdzone 1 znalazly swoje
odzwierciedlenie we wnioskach zamieszczonych na koficu dysertacji. W wyniku realizacji zadan
badawczych i analizy wynikow Autorka udowodnita, ze A. phagocytophilum powszechnie wystepuje
u dzikich zwierzat kopytnych w Polsce. Nie jest to spostrzezenie nowe, jednak iloé¢ badanych gatunkow
zwierzat rezerwuarowych jest tutaj znaczna w poréwnaniu do wezesniejszych badan tego typu w naszym
kraju. Doktorantka wykazata takze, ze zwierzgta kopytne w Polsce sg rezerwuarem potencjalnie
zoonotycznych gatunkow A. phagocytophilum, prewalencja omawianej bakterii jest wyzsza u zwierzat
dzikich niz u hodowlanych a tkanka $ledziony stanowi bardziej wydajne Zrédlo materiatu biologicznego
do detekcji czynnika etiologicznego anaplazmozy. Sa to informacje nowe albo uzupehniajace
dotychczasowe wyniki badan i z tego wzgledu niezwykle istotne dla innych badaczy zajmujacych si¢ tym
zagadnieniem.

We Wstepie pracy Autorka przedstawia charakterystyke bakterii A. phagocytophilum, omawia
nastepnie markery genetyczne uzywane do identyfikacji tej bakterii w materiale biologicznym, co moim
zdaniem powinna uczyni¢ na koncu rozdziatu. Nastepnie Doktorantka opisuje rezerwuary i wektory
bakterii. Na koncu Wstgpu przedstawia ujecie projektu ,,Ome Health” w powiazaniu z HGA,
co wpisuje si¢ w obecny trend rozpatrywania zdrowia ludzi 1 zwierzat w kontekscie chordb
zoonotycznych na $wiecie.

W rozdziale Materialy Autorka przedstawia sposoby pozyskiwania materialu biologicznego
do analiz. Informacje te uzupetnia czytelna mapa przedstawiajgca rozmieszczenie geograficzne miejsc
poboru prob oraz tabela zawierajaca informacje na temat liczebnosci badanych 305 osobnikow.
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We wspomnianej tabeli zwraca uwage fakt, ze Doktorantka nie podata w niej kategorii wiekowej dzikéw
tak, jak to uczynita w przypadku innych gatunkéw badanych zwierzat. Cheiatabym zapytaé, czy Autorka
nie miala takich informacji, czy byty one niepelne i dlatego ich nie zamiescita?

W Materialach mgr A. Myczka w rzetelny sposob przedstawila rowniez zgody na pobieranie materiatu
biologicznego od zwierzat objetych réznymi formami ochrony gatunkowej.

W rozdziale Metody Autorka przedstawia procedur¢ izolacji DNA oraz analiz molekularnych.
Doktadnie opisuje warunki reakcji PCR. Na uwage zastuguje fakt, ze pary starteréw do reakcji PCR
i nested-PCR (dla genéw 16S rDNA i ankA) zostaly zaprojektowane w Zakladzie Ekologii i Ewolucji
Pasozytnictwa Instytutu Parazytologii im. Witolda Stefanskiego PAN w Warszawie. Tylko w przypadku
markeru genetycznego groEL Doktorantka wykorzystata startery z dostgpnej literatury.

W rozdziale Najwaziniejsze wyniki i wnioski Autorka omawia gléwne osiagnigcia poszczegolnych
prac wchodzacych do cyklu pracy doktorskie;j:

Publikacja nr 1:

Pierwsza z prezentowanego cyklu publikacji posiada status SHORT COMMUNICATION
i dotyczy detekcji A. phagocytophilum u dzikéw euroazjatyckich. W wyniku przeprowadzonych badan
wykazano obecno$¢ bakterii u 20% badanych osobnikéw. Autorzy dowiedli, ze dziki wystepujace
w Polsce mogg by¢ traktowane jako naturalny rezerwuar szczepow zoonotycznych A. phagocytophilum,
potencjalnie chorobotworczych dla cztowieka. Dodatkowo, zardéwno tkanki Sledziony jak watroby
w przypadku dzikow stanowia uzyteczne zrodto materiatu biologicznego do detekcji DNA badanej
bakterii. W _przypadku poboru prob zauwazylam pewna niescistos¢. W publikacji Autorzy podaja, ze
proby tkanek bvly zebrane z 59 dzikdéw w latach 2017-2019. W rozdziale Materialy mer A. Myczka
pisze: "Od 2018 roku zbior préb biologicznych od dzikdw euroazjatyckich mie byt mozliwy z powodu
ASF."(str. 24, linia 5-6). Bardzo bym prosila Doktorantke o wyjasnienie tej rozbieznosci podczas obrony.
Publikacja nr 2:

Druga z cyklu prac dotyczy wystgpowania A. phagocytophilum u jeleniowatych, gdzie zanotowano
prewalencje na poziomie powyzej 50% u saren i jeleni, 18% u tosi za$ u danieli zwyczajnych nie
wykryto bakterii z rodzaju Anaplasma. Autorzy zanotowali, ze A. phagocytophilum wystepuje czesciej
w tkankach $ledziony u miodych osobnikow jeleniowatych. Jest to bardzo wazne i interesujace
spostrzezenie. Znaczyloby to , ze prawdopodobnie dochodzi do samowyleczenia u starszych zwierzat?
Chciatabym pozna¢ opini¢ Doktorantki w_tej kwestii podczas obrony. Dodatkowo, po raz pierwszy
na $wiecie poddano analizie sledziony i watroby fosi w celu detekcji A. phagocytophilum. Waznym
osiggnieciem recenzowanej pracy doktorskiej jest wykazanie przez Autoréw wystgpowania osobnego
i unikatowego szczepu A. phagocytophilum, ktéry wstepnie okreslili jako "Anaplasma phagocytophilum
roe deer strain"

Publikacja nr 3:

Trzecia publikacja z cyklu dotyczy zubra europejskiego i losia euroazjatyckiego, u ktorych
prewalencja A. phagocytophilum wynosita odpowiednio 24% i 30%. Te dwa gatunki najwiekszych
przezuwaczy w Polsce sa rowniez, zdaniem Autoréw, naturalnym rezerwuarem bakterii z rodzaju
Anaplasma. Ponad to, podczas analizy genotypowania Autorzy wykazali, ze wszystkie trzy badane
markery genetyczne u obu gatunkéw zwierzat sa identyczne albo grupuja si¢ ze szczepami HGA a zatem
sg potencjalnie chorobotwércze dla ludzi. Z epidemiologicznego punktu widzenia jest to niezwykle
wazna Informacja, uzupehiajgca dotychczasowy stan wiedzy na temat naturalnych rezerwuarow
A. phagocytophilum.
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Genotypowanie szczepow Anaplasma phagocytophilum izolowanych od saren europejskich (Capreolus
capreolus) i jeleni szlachetnych (Cervus elaphus)

Po omoéwieniu najwazniejszych wynikéw i wnioskéw publikacji wchodzacych w skfad pracy
doktorskiej, Doktorantka w dodatkowym podrozdziale uzupelnila informacje na temat genotypowania
szczepow A. phagocytophilum u saren i jeleni szlachetnych. Podrozdziat ten jest wazng czescig pracy,
ktora zawiera opracowane drzewa filogenetyczne fragmentow gendéw groEL (486 pz) oraz ankA (633 pz).
Poddawane analizie fragmenty genow nie s3 zbyt duze, zwlaszcza genu groEL. Czy zdaniem Autorki
sg wystarczajace dhugie i dlaczego?

W rozdziale Dyskusja Autorka umiejetnie dyskutuje najwazniejsze wyniki wlasnych badan na tle
licznych doniesien literaturowych. Chociaz rozdziat jest stosunkowo krotki, to przebieg dyskusji jest
uporzadkowany i merytoryczny. Jest to kolejny dowdd na to, ze Doktorantka jest dojrzatym i wnikliwym
pracownikiem naukowym. Moja szczegélna uwage zwrdcita tutaj nastgpujgca informacja: "Szczepy
A. phagocytophilum od saren europejskich, te ktore sq charakterystyczne dla tego gospodarza, nie
wykazujg podobienstw do szczepow zoonotycznych. Jednak z uwagi na to, ze sarny mogq by¢ nosicielami
nie specyficznych dla gatunku szczepow A. phagocytophilum (jak sarna §36), to nie mozna wykluczyé, ze
wsrod saren europejskich bedzie sie wykrywaé zoonotyczne szczepy A. phagocytophilum."

Moim zdaniem jest to kolejny dowoéd na rozprzestrzenianie si¢ wariantow genetycznych
A. phagocytophilum chorobotworczych dla cztowieka u nowych gatunkéw zywicieli.

W rozdziale Podsumowanie Autorka przedstawia w 10 punktach najwazniejsze osiggnigcia pracy
doktorskiej, dotyczace ilosci przebadanych osobnikéw, prewalencji A. phagocythophilum
u poszczegélnych gatunkéw zwierzat, wynikéw sekwencjonowania pozwalajacych na klasyfikacje
gatunkowa patogenu, identyfikacji haplotypéw genu 16S rDNA, groEL i ankA oraz analizy
filogenetycznej genow groEL i ankA A. phagocytophilum. Rozdziat ten w skrocony sposob eksponuje
najwazniejsze wyniki zawarte w dysertacji i stanowi realne podsumowanie wykonanych przez
Doktorantke i Wspdtautorow analiz.

W rozdziale Wnioski Autorka przedstawita siedem wnioskow. Pierwsze cztery z nich sformutowane
przez Doktorantk¢ sa potwierdzeniem hipotez badawczych umieszczonych na poczatku dysertaci.
Dodatkowo, Autorka zamiescila trzy kolejne. Dwa zostaly sformulowane na podstawie przeprowadzone;j
analizy statystycznej i dotycza czgstszego wystgpowania A. phagocytophilum u zwierzat miodych
i wyzsze] prewalencji omawianego patogenu u samic niz u samcOw zwierzgt rezerwuarowych.
W ostatnim sid6dmym wniosku autorka zawarta nowa hipoteze: "..., Ze gatunek sarny europejskiej
(Capreolus capreolus) jest gospodarzem szczepu A. phagocytophilum charakterystycznego tylko dla tego
gatunku (Anaplasma phagocytophilum roe deer strain) lub nowego szczepu bakterii 7 rodzaju Anaplasma
tymczasowo nazwanego Anaplasma capreolus.” W_tym miejscu chciatabym zapytaé, czy Doktorantka
zamierza kontynuowaé badania dotyczace tej hipotezy? Innymi slowy., czy jest to zadanie badawcze,
ktére chee zrealizowaé w najblizszej przysztosci?

Rozdzial Pismiennictwo obejmuje spis 93 pozycji literatury przedmiotu z Polski i §wiata. Prawie
wszystkie pozycje ze spisu zostaly opublikowane w jezyku angielskim. Dodatkowo, Autorka zamiescita
Spis stron internetowych, z ktérych korzystalta podczas pisania pracy doktorskie;j.

Na zakonczenie chcialabym nadmienié, ze w pracy znajdujg si¢ nieliczne blgdy interpunkcyjne
i jezykowe, niepotrzebne rozwiniecia skrotow, ktore znalazly si¢ wcezesniej w Wykazie skrotow oraz
zbedne cate nazwy gatunkowe badanego patogenu w tekscie pracy (peina nazwe gatunkows "Anaplasma
phagocytophilum" nalezato uzy¢ raz a potem wersje skrocona "A. phagocytophilum"”, zasady tej nie
stosuje si¢ zwyczajowo tylko w tytulach tabel, podpisach rysunkéw i nagléwkach). Te niewiclkie
uchybienia nie majg jednak wpltywu na moja wysoka oceng pracy.
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II1. Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji praca doktorska wnosi w wielu aspektach nowy wklad w rozwdj
reprezentowanej dyscypliny naukowej, posiada przejrzysta strukture i jest napisana poprawnym jezykiem
naukowym. Publikacje zaliczone do cyklu prac zostaly opublikowane w czasopismach znajdujacych sie
w bazie JCR, posiadajacych wskaznik oddzialywania IF.

W $wietle wszystkich powyzszych argumentdéw stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji
dysertacja doktorska Pani mgr Anny Weroniki Myczki w postaci cyklu publikacji zebranych pod
wspolnym tytutlem: "Prewalencja i genotypowanie szczepéw Amnaplasma phagocytophilum wéréd
zwierzat kopytnych w Polsce” wnosi znaczacy wktad w rozwdj dyscypliny nauki biologiczne
i odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i moze by¢ podstawa do nadania stopnia naukowego doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie biologia, w postgpowaniu prowadzonym na
podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 1. poz. 1 789 ze zm.), w zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia
3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017
r. poz. 1789 ze zm. W Dz. U. z 22 marca 2019 r. poz. 534). W zwiazku z powyZszym zwracam si¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polskiej Akademii
Nauk o dopuszczenie mgr Anny Weroniki Myczki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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