Gdansk, dn. 28 pazdziernika 2025 r.
Recenzja

rozprawy na stopien doktora nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia

mgr Macieja Kosinskiego
»Opracowanie szybkiej metody detekcji wirusowych infekcji drég oddechowych
opartej na sekwencjonowaniu w czasie rzeczywistym”

Promotor: dr hab. Andrea Lipiniska; promotor pomocniczy: dr tukasz. Rabalski

Zaktad Biologii Molekularnej Wiruséw oraz Zaktad Szczepionek Rekombinowanych,
Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdarskiego i Gdariskiego Uniwersytetu
Medycznego

Praca doktorska zostata przygotowana w oparciu o finansowanie udzielone przez:

1. firme Vaxican Sp.zo0.0.;

2. Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w formie subwencji dla projektu dr tukasza
Rabalskiego ,Infekcje towarzyszgce przy zakazeniach SARS-CoV-2. Baza Infekcji
Towarzyszacych COVID-19”;

3. Narodowe Centrum Nauki w postaci grantu Opus-20 dla projektu ,Wtasciwosci
immunomodulacyjne biatek koronawirusa SARS-CoV-2” dr hab. Andrei Lipifiskiej;

4. Europejskie Archiwum Wiruséw — EVAg przyznanego mgr Maciejowi Kosifiskiemu.

Recenzent zaktada, ze badanie nie wymagato opinii Komisji Bioetycznej, jednak prosi

o komentarz Doktoranta w tym zakresie.

Rozprawa doktorska mgr Macieja Kosiriskiego liczy sto siedemdziesiagt osiem stron i ma uktad
rozdziatow typowy dla prac z zakresu nauk biologicznych i medycznych. Znaczacg czes$¢ rozprawy
stanowi obszerny (trzydziesci osiem stron) wstep, w ktdrym Doktorant omawia typowe objawy
kliniczne i najczestsze powikfania zakazern wirusowych gdérnych drég oddechowych, najczestszg
etiologie tego typu infekcji wirusowych, metody diagnostyczne obecnie dostepne i stosowane
w diagnozowaniu zakazeri wirusowych, rozwdj metod sekwencjonowania materiatu genetycznego
wiruséw i ich przydatnosci w praktyce klinicznej. Oméwienie to przygotowane jest bardzo starannie,
syntetycznie i wyczerpujaco, a przede wszystkim dowodzi biegtej znajomosci tego szerokiego

spektrum zagadnieri przez Doktoranta. Recenzent, bedacy praktykujacym klinicysta i na co dzien




korzysta jedynie z gotowych wynikéw uzyskanych dzieki tym zréznicowanym biotechnologiom,
zapoznat sie z tg czeécig z duzym zainteresowaniem, chciatby jedynie wskaza¢, ze w czgsci tekstu
dotyczacej klasyfikacji wirusowych czynnikéw etiologicznych gérnych drég oddechowych syncytialny
wirus oddechowy (RSV) wymieniony jest zaréwno w rozdziale dotyczacym rodziny Paramyxoviridae
jak i rodziny (podrodziny? rodzaju?) Pneumoviridae, dlatego Recenzent, prosi tu o komentarz ze strony
Doktoranta — pytanie to ma charakter redakcyjny, a nie merytoryczny. Ponadto recenzent
w odniesieniu do tabeli 2 prosi o przyjecie uwagi, ze objawy takie jak kaszel, dusznos¢ czy béle
w klatce piersiowej moga wskazywaé na rozszerzenie sig infekcji wirusowej (lub wtérnej bakteryjnej)
na dolne drogi oddechowe, a takie wymagajg one od lekarza co najmniej starannego zbadania
pacjenta stetoskopem i pulsoksymetrem. Zapalenie krtani, tchawicy, oskrzeli i ptuc nie s3 objawami
w $cistym tego stowa znaczeniu, stanowia raczej jakosciowo odrebne jednostki chorobowe
o powazniejszym rokowaniu, powinny byé postrzegane jako powiktania prostej infekcji gérnych drog
oddechowych, a do tego potencjalnie mogg zapéwiadac’ wystgpienie kolejnych powiktari infekcji
gérnych drég oddechowych, takich jak niewydolno$¢ oddechowa, zaburzenia krzepnigcia, zapalenie
mieénia sercowego etc. Rozdzielenie objawdw zakazenia gérnych drég oddechowych od ich nastgpstw
jest dlatego waine, 7e te pierwsze s bardzo powszechne lecz zazwyczaj btahe, natomiast te drugie
sg znacznie rzadsze choé wigzg sie z wyraznie gorszym rokowaniem, szczegélnie u pacjentow z grup

podwyzszonego ryzyka.

Bardzo waznym i ambitnym celem pracy byto stworzenie szybkiej, taniej, prostej
w wykonaniu i wiarygodnej metody réwnoczesnego wykrywania licznych potencjalnych infekcji
gérnych drég oddechowych przy uzyciu sekwencjonowania nanoporowego w czasie rzeczywistym,
jej optymalizacja i walidacja. Tak sformutowany cel budzi szczery szacunek klinicysty, ktdry prosi
jedynie o przyjecie uwagi, iz z punktu widzenia pacjenta docelowo kompletne narzedzie diagnostyczne
powinno zawiera¢ réwniez mozliwo$¢ detekcji wybranych bakterii (paciorkowce!), jednak jest to

zadanie na zupetnie odrebna prace.

Bardzo szczegétowa metodologia badania liczy czterdziesci osiem stron i jest napisana
na tyle przystepnie, ze recenzent zapoznat si¢ z tg czescig pracy z duzym zainteresowaniem i nie

zgtasza do niej jakichkolwiek zastrzezen.

Wyniki bardzo zmudnych i szczegétowo przeprowadzonych analiz zajmujg trzydziesci osiem
stron. W efekcie opracowano metode jednoczesnego wykrywania zakazeri wirusami RNA jak i DNA
poprzez pobranie wymazu z nosogardzieli oséb prezentujacych objawy infekcji, potencjalnie
zar6wno dorostych jak i dzieci, metoda szybkiego sekwencjonowania nanoporowego w czasie

rzeczywistym. Jest to system czeéciowo zautomatyzowany, wykorzystujacy do interpretacji wynikow




narzedzia bioinformatyczne, a catos$¢ procesu koriczy sie uzyskaniem pliku wynikowego zawierajgcego
informacje o obecnosci wiruséw w pobranym materiale. Opracowana metoda ma bardzo niski prog
detekcji na poziomie od jednego do stu wiriondéw w.badanej probce, zaleznie rodzaju wirusa. Ponadto
Doktorant przeprowadzit symulacje o$miu koinfekcji w celu potwierdzenia przydatnosci tej metody
diagnostycznej w przypadku obecnosci nawet 5-6 wiruséw jednocze$nie — w efekcie we wszystkich
probkach symulowanej koinfekcji wykryto spodziewane wirusy. Wypada podkredli¢, ze sytuacja ta
daleko wykracza poza kliniczne oczekiwania dla testu diagnostycznego: w warunkach real life
zakazenia gérnych drég oddechowych sg monoinfekcjami, sporadycznie mogg by¢ koinfekcjg dwoch

wirusdw, a juz wirusowe koinfekcje potréjne sg kazuistyka.

Dodatkowo przeprowadzono walidacje metody przy uzyciu prébek pozyskanych ze szpitala
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne GUMed z potwiAerdzona obecnoscig wirusdéw zakazajgcych gérne
drogi oddechowe badaniem panelu oddechowego Biofire firmy Bio-Mérieux. Poréwnanie 14 wynikow
w tabeli 25 (wprawdzie w tekscie wspomniano o 15 prdbkach...) wykazato, ze nowa metoda
diagnostyczna w wiekszosci potwierdzita pierwotne rozpoznanie, w trzech wykryta dodatkowe
patogeny, a w dwdch nie potwierdzita pierwotnego rozpoznania czynnika etiologicznego. Ta czes¢
pracy z pewnos$cig wymaga zwiekszenia liczby oznaczen i poréwnania takze z innymi metodami
diagnostycznymi, jednak juz na obecnym etapie analiza potwierdzita jej bardzo wysoka czutosé
i swoisto$¢, najwyrazniej ma ona réwniez wysokg tzw. wartoé¢ predykcyjna pozytywna (PPV)

a takze, zapewne, negatywng (NPV).

Na liscie wybranych do wykrywania wiruséw recenzent niestety nie dostrzega wiruséw EBV
i CMV z rodziny Herpes, kt6rych pierwotne zakazenie stanowi nierzadky przyczyne dolegliwosci

migdatkdw i weztdw chtonnych u dzieci i nastolatkéw.

Dyskusja liczy trzynascie stron i stanowi skrécone oméwienie uzyskanych wynikow
z odniesieniami do rezultatéw podobnych prac zmierzajgcych do opracowania zblizonych testéw
diagnostycznych wykrywajgcych czynniki etiologiczne zakazen gérnych drég oddechowych — przy czym
poréwnania wskazujg, ze oceniana metoda sekwencjonowania nanoporowego cechuje sig licznymi
przewagami i generalnie jest lepsza pod wzgledem ceny, szybkosci, prostoty wykonania i zakresu

wykrywanych czynnikéw etiologicznych.

Doktorant prawidtowo formutuje pie¢ wnioskéw odpowiadajacych celom pracy, bedgcych w

istocie ogélnym podsumowaniem wykonanych etapéw prac i analiz.




Czeé¢ poswiecona literaturze tematu liczy 19 stron zawiera az 174 doniesienia z lat 1976-2025
uszeregowane w kolejnosci cytowania, prawidtowo dobrane i przytoczone. Dodatkowo praca zawiera

streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spisy: skrétow, tresci, 47 rycin i 25 tabel.

Podsumowujac — recenzent wyraza bardzo pozytywna opinie o przedstawionej do oceny
rozprawie doktorskiej mgr Macieja Kosinskiego: ,Opracowanie szybkiej metody detekc;ji
wirusowych infekcji drog oddechowych opartej na §ekwencjonowaniu w czasie rzeczywistym”. Praca
dowodzi rzetelnosci i biegtosci warsztatowej Autora w realizacji badan naukowych i w petni
uzasadnia uzyskanie przez mgr Macieja Kosifiskiego stopnia naukowego doktora nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia. Na podkreslenie zastuguje ogrom pracy i duza liczba
wielokierunkowych analiz przeprowadzonych w ramach tego badania. W efekcie opracowana
metoda diagnostyczna czynnikéw etiologicznych infekcji wirusowych gérnych drég oddechowych
wymaga wprawdzie dalszej analizy biznesowej i kosztownych prac wdrozeniowych, jednak pod
wzgledem naukowym jest opracowaniem niemal kompletnym, posiadajacym wiele zalet rokujacych
duzy potencjat wdrozeniowy. Uwagi krytyczne recenzenta nie stanowig istotnych zarzutéw a jedynie

majg na celu podniesienie jakos$ci osiggniecia.

Infekcje gérnych oddechowych sg bardzo powszechne, wysoce transmisyjne i w swej
przyttaczajgcej wiekszoéci postrzegane jako btahe, dobrze rokujgce nawet pomimo stosowania jedynie
leczenia objawowego o skutecznosci placebo, gdyz leczenie przyczynowe w wigkszosci z nich nie jest
dostepne. Opiniowana praca porusza fundamentalny problem lekarzy rodzinnych, specjalistéw
medycyny ratunkowej i choréb zakaznych: czy objawy kliniczne prezentowane przez chorego
uzasadniajg uzycie antybiotyku i/lub skierowanie go do leczenia w warunkach oddziatu szpitalnego.
Przez wieki medycyna wypracowata zasady podejmowania tu trafnych decyzji terapeutycznych przy
braku precyzyjnej informacji o czynniku etiologicznym zakazenia gérnych drég oddechowych. Pora
zakoriczyé w medycynie diagnostyki opartej na ,szkietku i oku” lekarza i przejs¢ do obiektywnych

metod diagnostycznych.

Paradoks polega tu na tym, ze brak leczenia przyczynowego nie stymuluje do
opracowywania ani zlecania testéw diagnostycznych, gdyz przy braku leczenia przyczynowego testy
pozostajg same w sobie bez wptywu na losy chorego, natomiast brak testéw uniemozliwia realng
ocene odlegtych szkéd zdrowotnych wywotywanych przez te wirusy (zapalenia ptuc, stawow i mézgu,
kardiomiopatie koriczgce sig¢ przeszczepem serca, zatorowosci ptucne, ktebkowe zapalenia nerek,
zesp6t Guillaine-Barre etc.) i w efekcie nie ma przestanek do opracowania lekéw przeciwwirusowych.

Lekarz dysponuje petnym pakietem interwencyjnym (test, lek, szczepionka) jedynie w odniesieniu do




wirusdw grypy i SARS-CoV-2. Niniejsza praca dazy do przetamania tego paradoksu — i dlatego jest tak

wartosciowa.

Testowanie ma wymiar kliniczny i epidemiologiczny. Wprowadzenie po pandemii COVID-19
tatwego, taniego i szybkiego testowania w gabinecie lekarza rodzinnego w kierunku COVID-19, grypy i
RSV w potaczeniu z rozwigzaniami informatycznymi umozliwia wrecz $ledzenie w czasie rzeczywistym
ewolucji epidemii tych zakazen (https://ezdrowie.gov.pl/portal/home/badania-i-dane/raport-o-
chorobach-zakaznych). Zastosowania epidemiologiczne to kolejna potencjalna zaleta recenzowanej

pracy.

Jedyna cecha opracowanej metody sekwéncjonowania nanoporowego, ktéra potencjalnie
moze ograniczy¢ jej zastosowanie w praktyce klinicznej to brak w obecnej formie mozliwosci
wykonania tego badania przy tézku chorego (sekwencjonowanie nanoporowe nie jest testem typu
point-of-care ze wzgledu na konieczne oprzyrzadowanie), czyli fakt iz badanie musi by¢

przeprowadzane w placéwce diagnostycznej, a nie $cisle medycznej.

W opinii recenzenta rozprawa doktorska mgr Macieja Kosifiskiego ,,Opracowanie szybkiej
metody detekcji wirusowych infekcji drég oddechowych opartej na sekwencjonowaniu w czasie
rzeczywistym” stanowi oryginalng odpowiedz na realny i bardzo powszechny problem codziennej
praktyki lekarza rodzinnego i daje rzetelne rozwigzanie tego problemu, a wiec wypetnia wymogi art.
187 Ustawy z dnia 18 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742),
dlatego recenzent wnioskuje do Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego

o dopuszczenie tej rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




