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_Resumo

A Unidade de Tecnologia e Inovagdo (UTl) do Departamento de Genética
Humana foi criada em 2009 pelo despacho normativo n.° 15/2009. Apesar
de estar integrada num departamento técnico cientifico, esta unidade
constituiu-se desde logo como core-facility de sequenciagdo genémica
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). Este papel
envolve uma gestao continua de prioridades dos servigos a prestar aos
utilizadores, no ambito da resposta a diferentes problemas de saude
publica, aliada a uma preocupagdo permanente com a qualidade dos
resultados e os tempos de resposta. Neste trabalho, apresentamos o0s
resultados da avaliagdo do desempenho da UTI, desde a introducdo da
tecnologia de Next-Generation Sequencing (NGS) em 2013, em termos
de: (i) métricas de produgao da Unidade, (i) impacto dos resultados publi-
cados no ambito de colaboragdes cientificas com os grupos de investiga-
cdo do INSA ou de entidades externas e de (iii) avaliagdo dos servigos
através de um inquérito dirigido aos utilizadores. Até final de 2021, o
numero de ensaios de NGS e de citagdes dos trabalhos publicados cres-
ceram, por ano, 39% e 61%, respectivamente. Os utilizadores avaliaram
de forma muito positiva os servigos prestados pela UTl em 2021. Global-
mente, estes resultados demonstram que o modelo de trabalho de "core-
-facility" exercido pela UTI é uma mais-valia na resposta aos problemas da
salde publica em Portugal.

_Abstract

The Technology and Innovation Unit (UTI) of the Department of Human
Genetics was established in 2009 by the normative order no. 15/2009.
Despite being integrated in a technical and scientific department, this
unit was from the beginning constituted as the genomic sequencing
core-facility of the National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge
(INSA). This role involves continuous management of service priorities
to be provided to users, within the scope of responding to different
public health problems, combined with a permanent concern with
the quality of data and response time. In this work, we present the
results of the UTI performance evaluation since the introduction of the
Next-Generation Sequencing (NGS) technology in 2013, in terms of:
(i) Unit production metrics, (ii) impact of the results published in the
scope of scientific collaborations with INSA research groups or exter-
nal entities, and (iii) evaluation of services through a survey aimed at
users. By the end of 2021, the number of NGS assays and citations of
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published works grew by 39% and 61% annually, respectively. Users
evaluated very positively the services provided by the UTI in 2021.
Overall, these results demonstrate that the "core-facility" work model
exercised by the UTI is an asset in responding to public health prob-
lems in Portugal.

_Introdugéo

Atualmente, a resposta aos problemas de saude requer a
existéncia de tecnologias sofisticadas, capazes de fornecer
dados de relevancia clinica ou epidemioldgica, que se tra-
duzam em melhores diagnésticos individuais ou na tomada
rapida de decisées em matéria de salde publica. E o caso
das tecnologias de sequenciagao de nova geracédo (Next-
-Generation Sequencing, NGS) que hoje permitem, num
mesmo periodo de tempo, sequenciar mais cerca de mil
milhoes de bases de DNA do que ha 35 anos atrés, e cujo
impacto no conhecimento cientifico é similar ao da inven-
cdo do microscépio (). No entanto, este tipo de tecnolo-
gias esta geralmente associado a custos de aquisicao e
operacao elevados e requer a formagéo de recursos huma-
nos altamente especializados, 0 que torna a sua implemen-
tacéo exigente e dispendiosa.

Nas grandes instituicbes académicas ou cientificas, as pla-
taformas de sequenciagédo estdo sediadas em laboratérios
centralizados designados por core-facilities. A centraliza-
cdo permite a utilizadores internos ou externos, oriundos
de areas cientificas distintas (por ex., genética humana ou
microbiologia), aceder a tecnologias de ponta, materiais
relevantes e apoio técnico especializado, incluindo anélise
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de dados, 0 que nao é sustentavel em cada laboratério indi-
vidual. As core-facilities devem ter a capacidade de adaptar
0s seus colaboradores e equipamentos de forma a oferecer
um conjunto vasto de aplicacdes e garantir a manutencéo,
calibracéo, operacionalidade e atualizagéo regular dos equi-
pamentos, a reutilizagdo de protocolos entre utilizadores, a
formacéo e treino de estudantes, técnicos e investigadores,
e trabalhar com procedimentos estandardizados e valida-
dos de acordo com sistemas de gestdo da qualidade, res-
peitando orgamentos e prazos de resposta (2),

A Unidade de Tecnologia e Inovagéo (UTI) do Departamento
de Genética Humana foi criada em janeiro de 2009 pelo
despacho normativo n.° 15/2009 (3), constituindo-se desde
entdo como core-facility de sequenciagao gendémica do Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA). De
acordo com o artigo 24° do Regulamento Interno do INSA (4),
a UTI compete, especificamente, "o desenvolvimento e a
execucdo de ensaios moleculares no ambito da investiga-
¢ado e da prestagao de servicos (...) empregando tecnologia
de ponta" e "desenvolver e avaliar as condicoes de aplica-
cao de novas tecnologias (...)". Dada a sua matriz primordial
de core-facility, a UTI adotou ao longo dos ultimos 13 anos
uma estratégia que visou a atualizacdo tecnologica e meto-
doldgica, a diversificagdo do portefélio de servicos, a adesao
ao sistema de gestao da qualidade do INSA e, mais recente-
mente, a implementacéo de pipelines e métodos de bioinfor-
matica para analise de dados de sequenciacdo em genética
humana. A UTI exerce um modelo de operacdo hibrido, ou
seja, em que a parte principal da sua atividade corresponde
a servicos inclusos de sequenciacao "de Sanger", NGS, ana-
lise de fragmentos e biologia computacional/biocinformética,
executados sob a exclusiva responsabilidade dos colabora-
dores da Unidade, e outra parte em que os utilizadores inter-
nos do INSA podem operar autonomamente alguns dos equi-
pamentos da Unidade. Atualmente, a Unidade esta equipada
com tecnologias de sequenciacao capilar (Applied Biosys-
tems) e de NGS de 22 (/llumina) e 32 (Oxford Nanopore Tech-
nologies) geracdes, e servidores de alto desempenho para
tarefas de computagdo. Na tabela 1 estdo sumarizados 0s
principais servicos que sao realizados atualmente na UTI.
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Tabela 1: Principais servigos executados na Unidade de Tec-
nologia e Inovagdo do Departamento de Genética
Humana, INSA.
Servico

Genotipagem

Andlise de fragmentos

Sequenciacao de 12 geracao
Sequenciacdo "de Sanger"

Sequenciacao de 22 geracao
Diagnoéstico pré-natal nao invasivo
Sequenciacao de exoma clinico e andlise de variantes
Sequenciacao de exoma completo e andlise de variantes
Sequenciacdo de painéis de genes (especificos de doenca)
Sequenciacao de pequenos genomas (bactérias e virus)

Sequenciacao de pequenos RNAs e andlise de expressao
diferencial

Sequenciacdo de transcriptoma

Sequenciacao metagenomica 165 rRNA e andlise taxondémica
Sequenciacao de 3? geracao”

Sequenciacao de genoma humano

Sequenciacao de metiloma humano e andlise de metilacao
(5"-mQ)

Sequenciacao de pequenos genomas (bactérias)

* disponivel apenas no ambito de projetos de investigacdo.

A UTl trabalha lado a lado com investigadores e técnicos de
diferentes areas tematicas, na busca de novas descober-
tas cientificas, no esclarecimento de surtos epidémicos e na
obtencao de diagnosticos mais rapidos e completos. Este
papel exige um elevado sentido de responsabilidade e uma
gestao de prioridades eficaz, por forma a que todas as soli-
citacOes sejam respondidas em tempo Util, sem negligenciar
0s requisitos de qualidade. Neste contexto, o desempenho
desta Unidade deve ser medido de forma periodica, com
base em diferentes métricas preconizadas para a avaliacéo
da eficiéncia e eficacia de core-facilities (5:6). No caso da
UTI, pretendeu-se avaliar o desempenho da Unidade tendo
por base os servigos de sequenciacdo "de Sanger', ané-
lise de fragmentos e NGS, realizados desde a introdugéo
desta Ultima tecnologia em 2013, de acordo com os 3 pla-
nos seguintes: (i) métricas dos servicos inclusos da UTI,
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incluindo numero de amostras processadas, quantidade de
sequéncia gerada e tempo de resposta, ao longo dos anos,
(ii) numero e impacto das publicacbes cientificas em que
a UTI foi solicitada a colaborar com investigadores inter-
nos e externos, enquanto core-facility especializada em
sequenciacao de DNA e andlise de fragmentos, e (iii) opi-
nido dos utilizadores internos sobre 0s servicos prestados
pela UTI em 2021, obtida através de um inquérito de res-
posta andénima. Neste trabalho, apresentamos os resultados
desta avaliagéo.

_Métodos

As métricas dos servigcos da UTI foram obtidas entre 2013 e
2021 por diferentes métodos. Até junho de 2017, o nimero
de amostras recebidas foi obtido a partir dos registos efe-
tuados manualmente ou de forma semi-automatizada (script
em linguagem VBA), no Microsoft Excel. A partir de julho
de 2017, foi implementado um sistema de gestédo de tickets
online (ServiceDesk UTI) com base na plataforma OTRS
(Rexpondo), para submisséao dos pedidos de servicos a UTI,
gestdo interna dos pedidos e entrega de resultados. Apds
rececao de cada pedido de servigo foi atribuido um nivel de
prioridade, em funcdo do tipo de atividade e/ou urgéncia,
respetivamente:

Prioridade 1: Atividade de diagnostico ou saude publica,

com caracter de urgéncia

Prioridade 2: Atividade de diagnostico ou saude publica,

sem cardacter de urgéncia

Prioridade 3: Atividade de investigacdo e desenvolvimento,
avaliacdo externa da qualidade ou vigilancia

epidemioldgica.

Os dados de producao e de tempo de resposta foram extrai-
dos da base de dados do ServiceDesk UTI, no final de cada
ano, através de um script em linguagem Python desenhado
internamente.

Neste trabalho, apresentam-se somente os tempos de res-
posta para a sequenciacao "de Sanger", por se tratar do
servico mais requisitado desde a criacdo da UTI e pelo facto
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de as amostras serem usualmente processadas em conjuntos
de numero fixo (96 ou multiplos de 96 amostras), de acordo
com um Unico método. As médias dos tempos de respos-
ta foram calculadas separadamente para os anos de 2018,
2019, 2020 e 2021, numa base de 24 horas/dia e 7 dias/
semana, em funcao da prioridade atribuida a cada pedido
de servigo.

O total de sequéncia de DNA obtido em cada corrida de se-
quenciacao realizada nos equipamentos de NGS foi obtido
diretamente a partir dos dados fornecidos pela aplicacao
Sequencing Analysis Viewer (lllumina) ou, indiretamente,
através do pacote de bibliotecas InterOp (lllumina) através
do relatério MultiQC (7).,

A colaboracdo em atividades de investigacao foi avaliada
tendo por base 0s artigos publicados com reviséo por pares,
entre 2015 e 2021 inclusive, cujo trabalho de sequenciacdo
e/ou andlise de fragmentos tenha sido integralmente reali-
zado na UTl e em que, pelo menos, um membro da equipa
da UTI fosse coautor. O nimero de citacdes e a classifica-
cao das areas de investigacdo dos artigos publicados, foram
obtidos a partir da informacéo disponibilizada pela Web of
Science (Clarivate).

A opinido dos utilizadores dos servigos da UTI foi obtida
através de um inquérito elaborado com a aplicagao Google
Forms. O inquérito foi constituido por um total de 10 pergun-
tas com resposta de escolha multipla obrigatéria e 1 per-
gunta com resposta livre (opcional), que procuraram obter o
perfil dos utilizadores dos servicos da UTI (4 perguntas) e a
avaliagdo dos mesmos sobre 0s servicos prestados (7 per-
guntas). O inquérito foi enviado aos 100 requisitantes inter-
nos que solicitaram 1 ou mais servicos a UTl entre 5 de
janeiro e 30 de dezembro de 2021 inclusive. O numero total
de servicos prestados neste periodo foi de 1708, corres-
pondente a um total acumulado de 49452 amostras. As res-
postas foram coletadas de forma anonima, automatizada e
agregada pela aplicacdo Google Forms, entre os dias 5 e 14
de janeiro de 2022 inclusive.
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_Resultados

Amostras processadas

Entre 2013 e 2021, a UTI foi responsavel por produzir resul-
tados de sequenciacdo e genotipagem para um total de
334471 amostras provenientes de utilizadores internos e
externos, das quais apenas 0,8% (2781 amostras) corres-
ponderam a servigos externos faturaveis. O numero de
amostras anual apresentou um comportamento relativa-
mente estavel até 2017, variando entre um minimo de 35227
e um méaximo de 39659 amostras, e evidenciou uma ligeira
tendéncia decrescente entre 2018 e 2020, em resultado de
uma reducdo acentuada nas amostras de sequenciacao
"de Sanger" (grafico 1a). No entanto, em 2021, o numero
de amostras processadas atingiu o valor mais alto de sem-
pre (49452 amostras), o que se deveu maioritariamente a
sequenciacao por NGS de 18766 amostras de genoma do
novo coronavirus SARS-CoV-2, mas também a um aumento
das amostras de sequenciacdo "de Sanger" (9,8%) e de
analise de fragmentos (13,7%), relativamente a 2020.

A partir de 2013, em consequéncia da introducdo do pri-
meiro equipamento de NGS na UTI (MiSeq, lllumina), obser-
vou-se uma transigao gradual da sequenciagéo "de Sanger"
para a NGS, evidenciada na variagdo oposta do nimero de
amostras processadas em cada tecnologia ao longo dos
anos, e que foi transversal a diferentes areas de trabalho
do INSA. No entanto, em 2021, a sequenciacao "de Sanger"
ainda representava cerca de 42% do total das amostras pro-
cessadas pela UTI. A tecnologia de electroforese capilar, uti-
lizada na sequenciacao "de Sanger", serve também de base
a metodologia de analise de fragmentos, que esta muito
associada a kits comerciais ou ensaios padronizados inter-
namente, incluidos no ambito do diagnostico genético (por
exemplo, pesquisa de aneuploidas em diagndéstico pré-
-natal) ou da vigilancia epidemioldgica (por exemplo, ribo-
tipagem de Clostridium difficile). Nos Ultimos 3 anos, 0
numero de amostras processadas para analise de fragmen-
tos apresentou uma tendéncia crescente, tendo inclusive
atingido o valor maximo anual (7200 amostras) em 2021.

58

Quantidade de sequéncia produzida por tecnologias
de NGS

Ap6s a aquisicédo do equipamento MiSeq, a UTI reforgou a
capacidade instalada em 2018 com o equipamento NextSeq
550 (/llumina), que permite gerar cerca de 8x mais sequén-
cia que o0 MiSeq. Entre 2013 e 2021, estes 2 equipamentos
foram responséveis pela quase totalidade dos servigos de
NGS realizados pela UTI. Conforme representado no gra-
fico 1b, o nimero de ensaios de NGS e/ou a quantidade de
sequéncia produzida tém vindo a aumentar de forma con-
tinuada desde 2013, demonstrando o sucesso da UTI na
implementacéo da transicdo tecnoldgica da sequenciacao
"de Sanger" para a NGS. Até final de 2021, foram gerados
mais de 8,5 terabases de sequéncia de DNA, através de 646
ensaios realizados nas 2 plataformas de NGS, o que equi-
vale a0 somatorio da sequéncia hapldide de ~2800 genomas
humanos. A partir de 2018, efetuou-se a transferéncia pro-
gressiva dos ensaios realizados no equipamento MiSeq para
0 NextSeq 550, os quais representaram a maioria (55,9%)
dos ensaios de NGS realizados em 2021.

Tempos de resposta

O tempo de resposta na sequenciagao "de Sanger" tem vindo
a decrescer desde 2018 de forma consistente, variando entre
um minimo de 1,4 dias e um maximo de 3,6 dias no dltimo
ano, de acordo com a respetiva prioridade (grafico 1c). Este
decréscimo acompanhou a redugdo anual do nimero de
amostras entre 2018 e 2020. No entanto, em 2021, os tempos
de resposta melhoraram face a 2020, apesar do aumento do
numero de amostras. Este efeito reflete, em parte, a adocéo
ao regime de teletrabalho no INSA durante a pandemia da
COVID-19, uma vez que os resultados da eletroforese capilar
puderam ser analisados remotamente, devido a disponibiliza-
cao de ligacoes VPN aos equipamentos.
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Gréfico 1: [2] Métricas dos servigos inclusos da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento de
Genética Humana, INSA.

a) Evolugdo do nimero de amostras processadas pela UTI para sequenciagdo "de Sanger", NGS e anédlise
de fragmentos, entre 2013 e 2021.
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Colaboracdo cientifica e dreas de investigacdo

Entre os anos de 2015 e 2021, inclusive, foram publicados 49
artigos em revistas com revisao por pares (média de 7 arti-
gos/ano), em que a equipa da UTI colaborou ativamente uti-
lizando 0s seus recursos tecnoldgicos e materiais. A larga
maioria dos artigos (93,8%) teve como base exclusiva, ou
maioritaria, dados obtidos com as varias plataformas de
NGS, enquanto que os restantes (6,2%) incluiram dados
obtidos unicamente com a tecnologia de eletroforese capi-
lar. Entre 2015 e 2021, o numero de citagdes dos artigos
publicados foi de 549 (média de 11,2 citacbes por artigo),

tendo aumentado de ano para ano, de forma consistente
(grafico 2).

No conjunto dos artigos publicados, verificou-se uma ele-
vada transversalidade das areas de investigagdo em que foi
possivel aplicar resultados de sequenciacéo. No entanto, de
um total de 19 areas identificadas, sobressairam claramente
a microbiologia e as doencas infeciosas, que corresponde-
ram, no seu conjunto, a 49% (24 artigos) e a 26,5% (13 arti-
gos) do total de artigos em que a UTI colaborou nos ultimos
7 anos (figura 1).

Grafico 2: ['7 Métricas das colaboragdes cientificas da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento de

Genética Humana, INSA.
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Figura 1: [l Representagéo grafica das areas de investigagdo em que a equipa da Unidade de Tecnologia e Inovagao do Departa-
mento de Genética Humana/INSA colaborou, através da participagdo em publicagdes por pares, entre 2015 e 2021.
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A dimensdo de cada mosaico é proporcional ao numero de artigos de cada area de investigacdo, sendo que algumas publicacdes podem ser classificadas pela Web of Science

em mais do que uma drea de investigacao.
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Inquérito aos utilizadores

A taxa de resposta ao inquérito foi de 26% e os resultados
obtidos para cada questdo de escolha multipla estao repre-
sentados no gréafico 3. Em 2021, o espectro de utilizado-
res dos servigos da UTI cobria diferentes areas tematicas
do INSA, incluindo a genética humana (46,2%), as doengas
infeciosas (30,8%), as doengas nédo transmissiveis (19,2%) e
a saude ambiental (3,8%). Do total de utilizadores que res-
ponderam ao inquérito, a maioria esta adstrita as ativida-
des de prestagéo de servicos (53,8%) e/ou investigagao e
desenvolvimento (53,8%), sendo que 30,8% acumula duas
ou mais atividades distintas. A larga maioria dos utilizado-
res desempenha funcdes técnicas em diferentes carreiras
do Estado (73,1%), sendo que uma parte significativa des-
tes técnicos (21,1%) também esta a realizar o doutoramento.
A qualificacdo académica mais frequente dos utilizadores é
0 mestrado (46,2%), seguida de doutoramento (34,6%) e de
licenciatura (19,2%).

Em 2021, a larga maioria dos utilizadores (84,6%) recor-
reu a sequenciacao "de Sanger" na sua atividade regular,
enquanto que menos de metade solicitou também, ou uni-
camente, servigos de NGS (42,3%) ou analise de fragmen-
tos (38,5%). Globalmente, mais de metade dos utilizadores
(57,7%) recorreram a 2 ou mais servicos da UTIl. A quase
totalidade dos inquiridos (84,6%) considerou que a UTI, no
final de 2021, se encontrava totalmente atualizada a nivel tec-
nolégico. A totalidade dos utilizadores indicou também que a
qualidade dos resultados produzidos pela UTI foi "excelente"
(61,5%) ou "boa" (38,5%), enquanto que a interagcdo com a
equipa da UTI foi classificada por 53,8% como "excelente" e
por 38,5% como "boa". O tempo de resposta da UTI foi ava-
liado de forma menos consensual pelos inquiridos, tendo
sido classificado como "excelente" (23,5%), "bom" (61,5%),
"aceitavel" (11,5%) ou "insatisfatorio" (3,8%). Finalmente, a
maioria dos utilizadores (69,2%) considerou que os resul-
tados produzidos pela UTI tiveram um impacto elevado nos
seus respetivos trabalhos.
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_Conclusoes

A introducdo da tecnologia de sequenciacdo de nova gera-
¢do (NGS) no INSA, em 2013, foi um marco crucial e indis-
pensavel no crescimento e desenvolvimento das atividades
de investigacao e prestacao de servicos. Os resultados da
avaliacdo da atividade da Unidade de Tecnologia e Inovagao
(UTI) do seu Departamento de Genética Humana nos ultimos
nove anos, que se descrevem neste trabalho, confirmam o
sucesso da adaptac@o a uma tecnologia disruptiva e a novos
métodos de trabalho. Durante este periodo, a UTI colaborou
na investigagao em saude publica em diferentes areas cienti-
ficas e aumentou mais de 500x o total de sequéncia de DNA
produzida anualmente. Este trabalho abriu lugar a descober-
tas cientificas (8) e a novos diagnésticos (9), e alavancou os
recursos indispensaveis, entre outros, a monitorizacdo da
diversidade genética de SARS-CoV-2 no contexto da pande-
mia da COVID-19 em Portugal (10).

A forte aposta na tecnologia de NGS nao descurou 0 apoio
e dedicacdo da UTI aos restantes servigos, de que sao
exemplo a resposta ao aumento de amostras processadas
para analise de fragmentos e a reducao no tempo de res-
posta para sequenciacdo "de Sanger", que ocorreram de
forma gradual e consistente, nos ultimos trés anos. No en-
tanto, uma parte dos utilizadores inquiridos sobre 0s servi-
cos da UTI defende que o tempo de resposta dos servigos
€ um aspecto ainda a melhorar. Por outro lado, a maioria
considera que os resultados obtidos pela UTI sdo de eleva-
da qualidade e tém um impacto relevante nos diversos tra-
balhos do INSA.

Apesar de ser consensual entre os inquiridos que a Unidade
esta atualizada tecnologicamente, a UTI esta ja a prepa-
rar-se para uma nova transicao tecnoldgica, através da
sequenciagdo do genoma e epigenoma humano baseada
em nanoporos (1) e da sua aplicacdo ao estudo de doen-
cas raras.
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Gréfico 3: ['2 Inquérito aos utilizadores dos servigos da Unidade de Tecnologia e Inovagao (UTI) do Departamento
de Genética Humana/INSA durante 2021.

a) Resultados relativos ao perfil dos utilizadores (4 perguntas).
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