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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Macieja Kosinskiego
pod tytutem:
»Opracowanie szybkiej metody detekcji wirusowych infekeji drog oddechowych opartej

na sekwencjonowaniu w czasie rzeczywistym”

Przedstawiona do recenzji rozprawa powstala w Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii UG i GUMed pod opieka promotora dr hab. Andrei Lipinskiej oraz

promotora pomocniczego dr. Lukasza Rabalskiego.

Podstawe formalng do wykonania niniejszej recenzji stanowi pismo
przewodniczacego Rady Dyscypliny Biotechnologia Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed z dnia 01.09.2025t.

Rozprawa dotyczy diagnostyki zakazef wirusowych uktadu oddechowego- jednego z



najczestszych probleméw klinicznych u dzieci i dorostych. W rutynowej diagnostyce
dominuja szybkie testy ptytkowe i RT-qPCR. Cho¢ metody te sa powszechnie dostgpne i
sprawdzone, ich podstawowe ograniczenia sg dobrze rozpoznane: obejmujg skonczong
liczbe celow i trudniej je elastycznie rozszerza¢ o nowe patogeny lub warianty; ponadto
aktualizacja paneli bywa czasochtonna i kosztowna. W praktyce przeklada sig to na
problemy w réznicowaniu blisko spokrewnionych wiruséw, na ograniczong
wykrywalno$¢ koinfekeji oraz na wysoki koszt badania. Na tym tle Doktorant trafnie
identyfikuje potrzebe opracowania szybszej, bardziej elastycznej i ekonomicznej metody-

i proponuje rozwigzanie z realnym potencjatem wdrozeniowym.

Praca ma klasyczny, przejrzysty uktad i spojna logike wywodu. Obejmuje streszczenia
polskojezyczne i anglojezyczne, obszerne wprowadzenie (przeglad rodzin wiruséw
uktadu oddechowego i metod diagnostycznych), jasno sformutowane cele i hipotezg,
cze$é ,,Materiaty i metody” (opis probek, projektowania starteréw, przygotowania
bibliotek, sekwencjonowania i potoku bioinformatycznego), ,, Wyniki” (wraz z
segmentem walidacyjnym), ,,Dyskusje”, ,, Wnioski” oraz kompletne ryciny, tabele i
pi$miennictwo. Logika przej$¢ miedzy rozdziatami zostata dobrze zachowana: od ta i
zatozen — przez realizacje eksperymentalna- po interpretacje i implikacje praktyczne. W
miejscach, gdzie autor wraca do wiadomosci z wprowadzenia (np. ograniczenia RT-
gPCR czy zalety ONT), warto zastapi¢ powtorzenia krétkimi odestaniami, by skupi¢
dyskusje na wnioskach z wtasnych badan.

Cele pracy sformutowano jasno i logicznie: opracowanie nowej metody detekcji
patogenéw wirusowych uktadu oddechowego, jej optymalizacja oraz walidacja. Hipoteza
glosi, ze sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym (ONT), potgczone z odpowiednio
zaprojektowanym panelem amplikonéw i zautomatyzowanym potokiem analitycznym,
umozliwi szybkie i wiarygodne wykrywanie szerokiego spektrum wiruséw, w tym
koinfekcji oraz patogendw blisko spokrewnionych.

Autor wykorzystat sekwencje referencyjne wiruséw z baz NCBI, izolowanych od
cztowieka (m.in. Adenoviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae,
Picornaviridae, Pneumoviridae, Parvoviridae, Poxviridae, Matonaviridae; dla grypy A i B

- segmenty PB1 i HA). Dla kazdej grupy przeprowadzono dopasowanie



wielosekwencyjne (MAFFT); tam, gdzie konsensus byt niepewny, wykonano analize

filogenetyczng (Geneious Tree Builder; model Tamury-Nei; Neighbor-Joining).

Zestawy starterow projektowano w zmodyfikowanym Primer3, przyjmujac docelows
dhugos¢ amplikon 450-500 nt. Gdy zmiennos¢ sekwencji to wymuszata, stosowano
startery zdegenerowane, a pary taczono w mieszanki multipleksowe. Reakcje
prowadzono na mieszaninie Q5 wedtug standardowego schematu; produkty
weryfikowano elektroforeza, izolowano z zelu (,,DNA Gel-Out concentrator”), a czes¢
amplikonéw klonowano do kontroli pozytywnych (wektor liniowy — ligacja —
transformacja E. coli — selekcja — izolacja plazmidow — trawienia kontrolne).
Réwnolegle, do walidacji czutosci i specyficznosci, wykonywano odpowiednio RT-

qPCR lub gPCR z analizg krzywej topnienia.

Sekwencjonowanie prowadzono metoda nanoporowa; w MinKNOW zastosowano
ustawienia zgodne z zestawem SQK-RBK110.96, wiaczono basecalling w trybie
wysokiej doktadnosci i filtr dtugosci >100 nt. Kluczowym elementem jest autorski potok
opracowany w Pythonie 3.8, ktéry automatyzuje mapowanie odczytow, skladanie
kontigow i tworzenie zbiorczego raportu dla kazdego indeksu (liczba dopasowan do
poszczegolnych celow). Zdefiniowano prég pozytywnosci na podstawie reakcji bez
matrycy, co ogranicza ryzyko wynikow fatszywie dodatnich i stabilizuje interpretacje.
Czuto$é analityczng oceniono na seriach rozcieficzen kontroli pozytywnych; dla
wiekszosci celdw limit detekcji miescit sie¢ w przedziale 1-100 kopii/reakcje. Wyniki te
potwierdzaja przydatnos¢ metody do zastosowan diagnostycznych, przy czym rdznice
miedzy celami wynikajg z wtasciwosci sekwencji oraz koniecznosci stosowania starterow
zdegenerowanych. Walidacja na materiatach z hodowli wykazala zgodnos¢ jakosciowa z
oczekiwanym skladem panelu: prébki dawaty sygnaly wiasciwych celow, a testy
koinfekcji potwierdzily poprawng identyfikacje wielu patogenéw w mieszaninach
(obserwowane rdéznice udziatow bdczytéw sg spdjne z rdznicami powinowactwa
starteréw). Co istotne, ten schemat analityczny pozwolit identyfikowac epizody
kontaminacji materiatem referencyjnym, co dodatkowo podnosi wiarygodnos¢
procedury.

W analizie klinicznej przebadano tacznie 15 wymazéw z nosogardzieli, poréwnujac



wyniki z systemem zamknigtym stosowanym rutynowo. W wigkszosci przypadkow
uzyskano zgodnos¢; w czesci probek sekwencjonowanie wykryto dodatkowe wirusy
nieuwzglednione w panelu poréwnawczym, a w kilku- nie potwierdzito wszystkich
sygnatéw systemu referencyjnego. Rozbieznosci te sg zrozumiate w Swietle réznic w
doborze regiondw docelowych, progdw interpretacji oraz logistyki izolacji i
przechowywania materiatu. Na uwage zasluguje przewaga rozdzielczoscei taksonomicznej
nowej metody (np. rozréznienie rinowirusow i enterowirusow), co ma znaczenie
praktyczne w interpretacji wynikow klinicznych. Nalezy podkresli¢, ze liczba zbadanych
probek klinicznych jest ograniczona, jednakze stanowi naturalny punkt wyjscia do

dalszej walidacji metody.

Autor trafnie umieszcza wyniki na tle aktualnego pismiennictwa i technologii (RT-qPCR,
ONT). Aby uniknaé powtérzen, sugeruje, jak wezesniej- w dyskusji odsyta¢ do sekeji
wprowadzajgcej w miejscach, gdzie wracajg ogdlne rozwazania o zaletach i
ograniczeniach metod; pozwoli to skupi¢ narracje na interpretacji uzyskanych wynikow,
w tym na kwestiach koinfekcji, rozdzielczosci taksonomicznej i kontroli kontaminacji.
Warto rowniez wyrazniej podkresli¢, ze zdefiniowany prog pozytywnosci oparto na
analizie tla (reakcje bez matrycy), co jest mocnym elementem pracy i nadaje wynikom

stabilno$¢ interpretacyjna.

Najwazniejsze ograniczenia przedstawionej pracy to:
- relatywnie mata liczebno$¢ zbadanych probek klinicznych

- brak ilosciowego zestawienia kosztdw i czasu procedury ,,0d probki do wyniku” (z
rozbiciem na etapy). Zwazywszy, ze w celach pracy pojawia sie sformutowanie o
»Szybkiej, ekonomicznej i tatwej” metodzie, dobrym uzupelnieniem byloby podanie
chociaz przyblizonego kosztu zbadania pojedynczej probki oraz czasu badania dla
typowego przebiegu (ekstrakcja — amplifikacja — biblioteka — sekwencjonowanie —
analiza), co utatwitoby pordwnanie z RT-qPCR w realiach laboratoriow

diagnostycznych.



Tekst pracy jest klarowny i merytorycznie spdjny. Przed ostatecznym ztozeniem
wskazana jest korekta drobnych potkniec:

— w tytule angielskim: ,,Development of the rapid method...”, nie ,,od the rapid...”;

— nazwy gatunkowe: Mycobacterium smegmatis (zamiast ,,smegmantis™), Clostridioides

difficile (zamiast ,,Clostridiodes”).

Podsumowujac, zaproponowana metodyka taczy ze soba szybkos¢ uzyskania wyniku
bezposrednio z danych sekwencjonowania, elastyczno$¢ panelu ampliconéw, wysokg
rozdzielczos$¢ taksonomiczng (réznicowanie blisko spokrewnionych wirusow). Osiggana
czutos¢ analityczna (1-100 kopii/reakcje, w zaleznosci od celu) zostata potwierdzona na
materiatach z hodowli i w probkach klinicznych. Catos$¢ swiadczy o wysokiej dojrzatosci

technicznej rozwigzania i jego potencjale do pilotazowych wdrozen diagnostycznych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa mgr Macieja Kosinskiego spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). Wnioskuje
zatem o dopuszczenie mgr Macieja Kosiniskiego do dalszych etapdw postepowania w

sprawie nadania stopnia doktora.




