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Kopernika w Toruniu

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi jednotematyczny cykl publikacji pod
zbiorczym tytutem: Wplyw diety na choroby i zmiany w obrgbie tkanek przyzebia
indukowane stresem oksydacyjnym i stanami zapalnymi w jamie ustnej ludzi i zwierzat.

W sktad rozprawy doktorskiej wchodza nastgpujace publikacje:

1. Rowinska I, Szyperska—Slaska A, Zariczny P, Pastawski R, Kramkowski K, Kowalczyk P.
Impact of the Diet on the Formation of Oxidative Stress and Inflammation Induced by
Bacterial Biofilm in the Oral Cavity. Materials 2021, 14, 1372. doi: 10.3390/mal14061372,
MNiSW: 140 pkt; IF. 3,623. Wkiad Doktorantki w autorstwo: 60%. Jej udzial polegal na
wspottworzeniu koncepcji badania, przeprowadzeniu badan klinicznych, opracowaniu
wynikow, analizie statystycznej i przygotowaniu manuskryptu wspdlnie z wszystkimi
wspétautorami.

2. Rowinska I, Szyperska-Slaska A, Zariczny P, Pastawski R, Kramkowski K, Kowalczyk P. :
The Influence of Diet on Oxidative Stress and Inflammation Induced by Bacterial Biofilms in
the Human Oral Cavity. Materials 2021, 14, 1444. doi: 10.3390/mal14061444, MNiSW: 140
pkt; IF: 3,623. Wklad Doktorantki w autorstwo: 60%, a jej udziat polegat na wspdéttworzeniu
koncepcji badania, wykonaniu czgsci klinicznej badania, opracowaniu wynikéw, analizie
statystycznej i przygotowaniu manuskryptu we wspolpracy z wszystkimi wspétautorami.

3. Rowinska I, Lizut R, Zariczny P, Pastawski R, Kramkowski K, Skiba G, Raj S, Kowalczyk
P. Effect of Diet on the Induction of Pathogens in the Oral Cavity of Humans and Animals EC
Veterinary Science 2021, 6.9, doi: MNiSW: 5 pkt; Wktad Doktorantki w autorstwo: 51% , a

jej udzial polegat na wspéttworzeniu koncepcji badania oraz wykonaniu badania klinicznego




Przeprowadzila ona takze analiz¢ statystyczng i przygotowata manuskrypt, ktéry oméwita ze
wszystkimi wspotautorami.

Przedstawiona do oceny praca liczy w sumie 130 stron i rozpoczyna sie streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim. Strony od 7 do 13 zawierajg dane osobowe Doktorantki i wykaz
publikacji. Mozna z nich si¢ dowiedzie¢, ze mgr Ilona Rowinska ukonczyta studia w 2005
roku na wydziale Pedagogiki i Psychologii w zakresie promocji zdrowia na Akademii
Bydgoskiej. Obecnie jest egzaminatorem panstwowym oraz nauczycielem mianowanym w
zawodach Higienistka stomatologiczna i Asystentka stomatologiczna w Policealnej Szkole
Medycznej w Toruniu, w ktdrej jest zatrudniona od 2006 roku. Jej dorobek jako wspétautorki
publikacji i projektow , prelegentki czy recenzentki biorgcej czynny udzial w pracach
réznych krajowych osrodkéw edukacyjnych w zakresie ksztalcenia dyplomowanych
asystentek 1 higienistek stomatologicznych jest godny podziwu. Dorobek naukowy
Doktorantki to 3 prace naukowe begdace podstawg doktoratu oraz 14 publikacji popularno-
naukowych wydanych w czasopismach spoza listy JCR. Uzyskana suma punktow MNiSW to
345, IF=7,246, cytowania wg Web of Science=25, h-index=2.

Nastepne dwie strony pracy zajeta doktorantce lista skrotéw i ich objasnien uzytych w pracy,
a od strony 17 do 59, Recenzent zapoznaje si¢ ze wstgpem, w ktérym Doktorantka prezentuje
zakres aktualnej wiedzy z zakresu funkcji blony sluzowej jamy ustnej, fizjologicznej flory
bakteryjnej jamy ustnej, zasad powstawania plytki bakteryjnej i kamienia nazgbnego, stanow
zapalnych w jamie ustnej oraz wpltywu diety i higieny na rozwdj chordb przyzebia. Przeglad
piSmiennictwa z tego zakresu zostal opublikowany w pierwszej publikacji wchodzacej w
skiad dysertacji. Doktorantka zwraca uwage na fakt, ze zdrowie jamy ustnej w znaczny
sposob determinuje jako$¢ zycia czlowieka, a o komforcie zycia decyduje: brak bdlu,
obecnos¢ zebow, dostateczna ilos¢ Sliny, zdolno$¢ zucia, komfort zucia, brak objawow
dysfunkcji spowodowanych chorobami przyzebia, estetyczny wyglad twarzy i prawidlowe
odczuwanie smaku. Dlatego tez blona Sluzowa jamy ustnej pelni wiele funkcji: ostaniajaca,
dzieki wyspecjalizowanej budowie nablonka i blony S$luzowej wiasciwej jamy ustnej,
wchlaniania i wydzielania dzigki unaczynieniu i gruczotom s$linowym, czuciows dzigki
rozbudowanemu aparatowi czuciowemu odbierajgcemu smak, dotyk, bdl, cieplo a nawet
zapach oraz obronng dzigki mechanizmom immunologicznym nieswoistym i swoistym.
Doktorantka opisuje szereg nieswoistych mechanizméw obronnych funkcjonujgcych w jamie
ustnej, do ktdérych zalicza si¢: cigglos¢ szkliwa i blony sluzowej, zluszczanie nabtonka,
obecnos¢ mikroflory fizjologicznej, automatyczne ruchy miesni zucia i jezyka oraz przepltyw
Sliny. Opisuje tez swoiste mechanizmy obronne - immunoglobuliny zwracajac uwage
szczegolnie na IgA. Ich zadaniem jest aglutynacja bakterii bytujacych w jamie ustnej, jak
réwniez hamowanie procesu ich adhezji do zgbéw i nablonka. W tkankach oraz ptynie
dzigstowym znajdujg si¢ takze immunoglobuliny klas IgM, IgG. Przeciwciala te takze
utrudniajg bakteriom kolonizacj¢ na tkankach jamy ustnej i hamujg ich metabolizm.
Doktorantka sporo uwagi poswigca zréznicowanej florze mikrobiologicznej jamy ustnej, w
sktad ktorej wchodzg bakterie, grzyby, mykoplazmy, pierwotniaki oraz wirusy, podkreslajac
ze zmiana $rodowiska, w ktoérym zyja drobnoustroje w jamie ustnej moze spowodowac, ze z
saprofitycznych stang si¢ one chorobotwodrcze. Skiad flory mikrobiologicznej jamy ustnej
zmienia si¢ w trakcie zycia czlowieka i jest zalezny od szeregu czynnikéw. Procesy




stopniowej kolonizacji jamy ustnej przez drobnoustroje nazywane sukcesja ekologiczng, wraz
powstawaniem nowych nisz, naplywaniem nowych drobnoustrojow, powstawaniem nowych
warunkow Srodowiskowych, powoduje Ze ten ekosystem jamy ustnej osiagga w koncu
stabilizacj¢ - homeostaze. Kolejnos¢ zasiedlania jamy ustnej przez drobnoustrojéw zalezy od
dostepnosci sktadnikéw odzywczych, przetamania naturalnej granicy odpornosci nieswoiste;j i
jest rézna zaleznie od wieku i stanu uzgbienia pacjenta. Doktorantka szczegétowo opisuje
czynniki sprzyjajace i hamujace procesy kolonizacji przez drobnoustroje blone sluzowg jamy
ustnej, policzka, ust, warg, jezyka oraz powierzchni naddzigstowej i poddzigstowej zebow,
szczelin i kieszonek dzigstowych. W kolejnym podrozdziale wstepu, mgr Ilona Rowinska
przedstawia etapy rozwoju plytki bakteryjnej i kamienia nazg¢bnego wyjasniajac pojecie
"kompleksu bakteryjnego", ktore zostalo wprowadzone przez Socransky’ego i wsp. (1998).
Zasada podzialu wprowadzona przez Socransky’ego opierala si¢ na zatozeniu, ze wprawdzie
w materiale pobranym z jamy ustnej mozna zidentyfikowa¢ nawet 700 gatunkéw bakterii, to
czes$¢ saprofitycznej flory moze sta¢ si¢ patogenna dla przyzegbia. Bakterie, ktore sg czescig
fizjologicznej flory, w sytuacji gdy dochodzi do zaburzenia réwnowagi w biofilmie mogg
nabiera¢ nowych zdolnosci zmieniajac sktad biofilmu. I wlasnie to przesuni¢cie w skladzie
biofilmu jest istota choréb przyzebia - zespolu tkanek otaczajacych i utrzymujacych zgb w
zgbodole oraz chronigcych przed wnikaniem zakazenia. Zapalenie przyzgbia (periodontitis)
uwaza si¢ za chorob¢ wieloczynnikows. Jej przyczyna jest zaburzenie réwnowagi miedzy
drobnoustrojami biofilmu znajdujacego si¢ na powierzchni zeboéw i dzigsel a mechanizmami
obronnymi gospodarza. To wiasnie Socransky i wsp. wyodrebnili ok. 40 bakterii potencjalnie
sprzyjajacych chorobom przyzgbia, ktére na podstawie ich metabolicznych preferencji
podzielili na kompleksy, oznaczonych umownie kolorami. Za najwazniejsze periopatogeny
obecnie uwaza si¢ bakterie tzw. kompleksu czerwonego — Porphyromona gingivalis,
Tanerella forsythia, Treponema denticola oraz Aggregatibacter actinomycetemcomitans —
bakterie kompleksu zielonego. Do kompleksu czerwonego zalicza si¢ rowniez bakterie
wytwarzajgce czarne barwniki, kretki, enterokoki, streptokoki, bakterie z rodziny Actinomyces
i Lactobacillus oraz grzyby z rodziny Candida. Klinicznie bakterie kompleksu zielonego i
z0ttego s zwigzane z plytkimi kieszonkami przyzebnymi, a patogeny kompleksu
pomaranczowego i czerwonego z zaawansowang chorobg przyzebia i glgbszymi kieszonkami
przyzebnymi. Co ciekawe, gatunki nalezace do poszczegdlnych komplekséw sa blisko ze
soba zwigzane i w wiekszosci przypadkow wystepujg wszystkie gatunki z grupy lub zaden co
nazwano ,teoria wspolnoty”. Za gldéwny czynnik zapalenia przyze¢bia uwaza si¢ bakterie
bytujace w plytce nazgbnej i kieszonkach przyzgbnych, czyli przestrzeni miedzy zg¢bem a
dzigstem. Do czynnikéw ryzyka wystgpienia zapalenia przyzebia (periodontitis) zalicza si¢
zkg dietg, stres, niektore leki, palenie tytoniu i czynniki genetyczne. Omawiajac wpltyw diety
na stan jamy ustnej i przyzg¢bia, Doktorantka analizuje najnowszg literaturg z zakresu wptywu
sktadnikow odzywczych (weglowodandw w tym cukrow, bialek, ttuszczéw, witamin, soli
mineralnych) oraz antyoksydantéw i suplementow diety na rozwoj zapalenia przyzgbia.
Podaje tez produkty spozywcze o dzialaniu przeciwbakteryjnym, list¢ zi6l oraz zasady
higieny, ktdre to czynniki hamujg rozwoj zapalenia przyzgbia. Po tak szczegélowym wstepie
Doktorantka przedstawila cztery gtéwne cele pracy, ktorymi byty:




L Oszacowanie wptywu réznych typoéw diet w indukcji stanéw zapalnych tkanek
miekkich w jamie ustnej w obecnosci zalegajacej ptytki bakteryjnej i przy braku
zalegajacej ptytki bakteryjnej nad- i poddzigstowe;.
II. Ocena wpltywu réznych rodzajéw diet na obecno$é stanéw zapalnych tkanek
migkkich w jamie ustnej oraz obecnos¢ plytki bakteryjnej nad- i poddzigstowej, u 0s6b
nie posiadajgcych zwierzat i wiascicieli zwierzat domowych
III.  Oszacowanie jaka dieta w najwigkszym stopniu wplywa na mikrobiom
bakteryjny w jamie ustnej ssakow.
IV. Poréwnanie biofilméw bakteryjnych ludzi i zwierzat.
W 3cim rozdziale pracy ,,Materiat i metody” na stronach 59-70, Doktorantka informuje, ze
badania przeprowadzono zgodnie z regulacjami prawnymi prawa polskiego i Unii
Europejskiej za dobrowolna zgoda ochotnikow bioragcych w nich udzial. Wyniki
prowadzonych badan zostaly opublikowane w artykutach pozycja 2 i 3.
W badaniach udzial wzigto szes¢dziesigt dorostych oséb z réznym stanem zdrowia jamy
ustnej i zdrowiem ogdlnym, w réznym wieku (od 21 do 82 lat), obojga pici, z czego 72,5%
stanowity kobiety. Badania prowadzono w trzech dwudziestoosobowe grupy. Do pierwszej
grupy zakwalifikowano osoby nie majace na co dzien kontaktu ze zwierzetami domowymi i
gospodarskimi. Drugg grupe stanowia osoby posiadajace zwierzgta domowe (psy) i
przebywajace z nimi co najmniej przez kilka godzin dziennie. Trzecia grupe tworzyly osoby
majace kontakt ze zwierzgtami gospodarskimi ($winiami) przez kilka godzin dziennie (min. 2
godziny dziennie). Osoby zaliczone do grup badawczych podzielono na podgrupy, ktérym
przydzielono okre$long diet¢. Kazda podgrupe dietetyczng oznaczono:
B - dieta biatkowa opierajgca si¢ gldwnie na produktach bogatych w biatko.
W - dieta warzywna ukierunkowana gltéwnie na warzywa.
T - dieta bogata w tluszcze omega-3.
F - dieta mieszana - dieta bez ograniczen, dowolna, sktadajaca si¢ z tradycyjnych positkow,
zawierajacych bialka, weglowodany, thuszczowe i warzywa.
Na czas badan wszystkie osoby zobowigzaly si¢ do spozywania okreslonej diety i nie
zmienia¢ nawykow higienicznych. Zwierzeta domowe i hodowlane wiaczone do badania byly
zywione standardowa karma wtasciwa dla danego gatunku i wieku.
Po trzech dniach diety, dokonano oceny obecnosci i lokalizacji biofilmu bakteryjnego w jamie
ustnej w gabinecie stomatologicznym w Medyczno-Spotecznym Centrum Ksztalcenia
Zawodowego i Ustawicznego w Toruniu. Nastgpnie wykonano zabieg oczyszczenia zebow z
kamienia naz¢bnego nad- i poddzigstowego. Po kolejnych trzech dniach stosowania zaleconej
diety pobierano po raz drugi materiat biologiczny do badan. Aby osiagnaé postawione cele
wykonano analize sekwencyjng biofilméw bakteryjnych w badanych grupach. Pobrane
biofilmy bakteryjne naddzigstowe i ze szczeliny dzigstowej w postaci inokulum ze wszystkich
badanych grup (60 oséb, 20 pséw, 20 swin). Nastepnie z uzyskanych kolonii bakteryjnych
analizowanych biofilméw wyizolowano bakteryjny DNA i sekwencjonowano przy
zastosowaniu metody Sangera i uniwersalnych starteréw (primeréw).
Do badan Doktorantka wykorzystala standardowe techniki stomatologiczne, takie jak
wskaznik fuksynowy do wybarwienia zlogéw nazebnych, wskaznik API (Aproximal Plaque
Index) do uwidocznienia i oszacowania obecnosci plytki bakteryjnej w przestrzeniach
miedzyzebowych, wskaznik PLI (Plaque Index) do oceny grubosci plytki bakteryjnej w




okolicy szyjki zgba, wskaznik OHI (Oral Hygiene Index) - higieny jamy ustnej, okreslajgcy
obecnos¢ nalotu i kamienia nazgbnego oraz wskaznik CPITN (Community Periodontal Index
for Treatment Needs), ktéry $wiadczy o chorobie przyzebia i okresla potrzebe leczenia.
Nalezy uzupelni¢ autoréw/dane literaturowe zastosowanych powyzej technik badawczych.
Doktorantka w pracy zastosowata takze techniki biomedyczne, celem oceny stanu biofilmu
bakteryjnego metodami mikrobiologicznymi (posiew i metoda sekwencjonowania Sangera).
Analizy statystyczne uzyskanych wynikéw przeprowadzono za pomocg oprogramowania
Statistica (wersja 12, StatSoft, Tulsa, OK, USA) wykorzystujac jednokierunkows analize
wariancji ANOVA z testem wielokrotnego poréwnania post hoc LSD dla uzyskanych danych.
Na stronach 70-88 pracy Doktorantka prezentuje uzyskane ,, Wyniki” badan.

Dominujaca liczebnie grupa bakterii izolowanych z jamy ustnej badanych byly bakterie
kompleksu czerwonego, nastgpnie pomaranczowego > zbttego > zielonego i fioletowego >
niebieskiego. Uzyskane przez Doktorantke¢ wyniki wskazuja, ze wpltyw okreslonego rodzaju
diety moze stymulowaé rozwo¢j tzw. pozytecznych bakterii, takich jak np. Lactobacillus
salivarius, lub szkodliwych bakterii, takich jak np. Porphyromonas gingivalis. Analizowane
biofilmy bakteryjne u oso6b pracujacych ze zwierzg¢tami hodowlanymi i posiadajgcych
zwierzeta domowe réznily si¢ dosé istotnie sktadem mikroflory bakteryjne. U tych os6b sktad
mikroflory jamy ustnej przesungt si¢ w kierunku kompleksow zottych, niebieskich i
pomaranczowych, a sekwencjonowanie drobnoustrojow metodg Sangera wykazalo u nich
obecnosé bakterii charakterystycznych dla danego gatunku zwierzat. Z drugiej strony udziat
biofilmu tworzacego kompleks czerwony byt jednolity. Dodatkowo, analizujgc wyniki
wplywu zastosowanej diety na stan przyzebia, Doktorantka wysnuwa wniosek, ze
zdecydowanie nalezy zaleci¢ pacjentom ograniczenie spozywania weglowodanow, zwlaszcza
tych o lepkiej konsystencji, napojéw stodzonych, kwasnych, gazowanych czy sokéw. W
sytuacji kiedy nie mozna umy¢ zgbow, mozna zaleci¢ zucie gumy do Zzucia bez cukru 5-10
min. (osobom ze zdrowymi stawami skroniowo-zuchwowymi) albo konczy¢ positek
warzywem bogatym w witaminy i mineraty.

W kolejnym rozdziale ,,Dyskusja” zamieszczonym na stronach 88-96, ktory wydaje sie
Recenzentowi raczej ,,Omowieniem wynikdw” zgodnym z postawionymi celami pracy i
uzasadniajacymi sformulowanie wnioskdéw, Doktorantka omawia w 4rech podrozdziatach
uzyskane wyniki badan pod katem wplywu zastosowanych diet, posiadanych zwierzat i stresu
oksydacyjnego na rozwoj standw zapalnych w jamie ustnej oraz przeprowadza analize
uzyskanych wynikow biofilméw bakteryjnych ludzi i zwierzat. Rozdzial ten zostal
niedoktadnie opisany w spisie tresci (str. 4). Wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ nie
potwierdzaja ,,0g6lnie” przyjetej w stomatologii zasady ,,Zta higiena = stan zapalny dzigset”.
Dotyczy to zwlaszcza podgrupy oséb zakwalifikowanych do diety warzywnej W, w ktorej to
zaobserwowano spadek stanu zapalnego tkanek migkkich dzigki powigkszeniu asortymentu
drobnoustrojow i wzrostowi ilosci ,,pozytecznych bakterii”. Uzyskane przez Doktorantke w
grupie W wskazniki API i PBI badane w tych samych obszarach jamy ustnej nie potwierdzajg
panujgcego pogladu, ze sa one ze sobg skorelowane. Recenzentowi brak jest odniesien do
wynikéw badan innych Autoréw, a stwierdzenia ,,wbrew powszechnej opinii” ,,paradygmat
....w stomatologii” ,,panujgcy ogélnie poglad” sa zbyt lakoniczne i wymagajg, celem
prawidlowo przeprowadzonej dyskusji, podania Zrédet piSmiennictwa i wniosk6w innych
Autoré6w. A moze sg to obserwacje wlasne Doktorantki?




Uzyskane wyniki pozwolity mgr Ilonie Rowinskiej na postawienie nastgpujagcych wnioskow,
ktére zamiescita na stronie 95 pracy:

1. Opracowany schemat diagnostyczny badania (zaprezentowany na Ryc. 11 jak rozumie
Recenzent) pozwala na ocen¢ stopnia nasilenia stanu zapalnego tkanek przyzebia i
identyfikacji bakterii zaangazowanych w ten proces.

2. Wykazano, ze dieta istotnie wptywa na zdrowie tkanek migkkich w obrgbie przyzebia
czlowieka, nawet przy obecnej plytce nazgbne;j.

3. Najsilniejsze efekty ograniczajace stres oksydacyjny (Recenzent nie spostrzeght jakimi
metodami Doktorantka bada stres oksydacyjny) i stan zapalny przyzg¢bia wykazywala dieta
warzywna.

4. Wykazano, ze posiadanie zwierzat istotnie wplywa na skiad mikroflory jamy ustnej. Nie
wykazano, aby zmiany te miaty jakikolwiek negatywny wplyw na stan przyzebia ludzi.
Rozdziat 7 pracy ,,Literatura” prezentuje 134 pozycji z czego 7 jest sprzed roku 2000. W tym
rozdziale wedlug Recenzenta panuje chaos, co utrudnia zorientowanie si¢ w pozycjach
literaturowych zamieszczonych w tekscie.

Na stronach 109-130 zamieszczono zataczniki, ktére wykorzystano podczas realizacji pracy,
czyli ankiety, o§wiadczenia pacjentéw, karty zdrowia, wzory umow itp.

Prace konczg mite podzigkowania Doktorantki kierowane do oséb, ktdra przyczynity si¢ do
realizacji doktoratu.

Reasumujac stwierdzam, ze badania bgdace przedmiotem dysertacji doktorskiej Pani
mgr Ilony Rowinskiej pt.:” pt. : WPLYW DIETY NA CHOROBY I ZMIANY W OBREBIE
TKANEK PRZYZEBIA INDUKOWANE PRZEZ MIKROBIOM BAKTERYIJNY W
STANACH ZAPALNYCH JAMY USTNEJ LUDZI I ZWIERZAT” zostaly prawidiowo
zaplanowane i zrealizowane na reprezentatywnym materiale z zastosowaniem nowoczesnych
technik badawczych. Zaréwno sposob przeprowadzenia badan jak i opracowanie wynikow
oraz ich konfrontacja z danymi pi$miennictwa (co bylo duzym wyzwaniem dla Recenzenta),
wskazujag na opanowanie przez Doktorantk¢ zagadnien teoretycznych i praktycznych
bedacych przedmiotem recenzowanej dysertacji doktorskiej. Na uznanie zastuguje ogromna
pracochtonnos$¢ badan, wyczerpujaca i przejrzysta dokumentacja wynikéw badan, a takze
duze znaczenie uzyskanych wynikéw dla  praktyki klinicznej. Dzigki zastosowaniu
odpowiednich technik badawczych praca Pani mgr Ilony Rowinskiej wnosi wazne elementy
dla weterynaryjnej praktyki klinicznej, co szczegdlnie dla mnie jako lekarza weterynarii jest
bardzo interesujgce i moze mie¢ zastosowanie w praktyce.

W mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr Ilony Rowinskiej spetnia
ustawowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z wymaganiami artykulu 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1668 z pdzn. zm.). W oparciu o przedstawiong powyzej pozytywna ocen¢ przedktadam
Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie Mikolaja Kopernika w Toruniu
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Ilony Rowinskiej do dalszych etapdw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne.
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