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Resumo

Os coronavirus sdo um grupo de virus que infetam os humanos e podem causar doengas
agudas ou crénicas. Em Dezembro de 2019, foi identificado um novo coronavirus, o0 SARS-
CoV-2, responsavel pela doenca designada por COVID-19, este virus demonstrou ser
altamente transmissivel e em Marco de 2020, foi considerado pela Organizacdo Mundial de
Salde uma pandemia mundial. O diagnéstico laboratorial é fundamental na detecdo de SARS-
CoV-2, permitindo a compreenséo da transmissao do virus, a orientacdo e monitorizagao das
medidas de controlo de saude publica e auxiliar na gestao clinica dos pacientes.

O diagnostico laboratorial para 0 SARS-CoV-2, pode ser feito a partir de técnicas
imunolégicas (testes de anticorpos virais e antigénios virais) ou de técnicas moleculares
[Testes de Amplificac&o de Acidos Nucleicos (TAAN)]. O método de referéncia para a dete¢éo
do SARS-CoV-2 sédo as técnicas moleculares, ¢cdoa Transcricdo Reversa seguida de Reacao
em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR), que compreende um passo prévio de
extracdo do genoma viral das amostras bioldgicas. A extracdo do genoma viral pode ser feita
de mdultiplas formas, sendo estas organizadas em métodos manuais e automaticos. Este
estudo focou-se no estudo de indicadores de gestdo laboratorial associados aos métodos de
extracdo do RNA viral de amostras biol6gicas, para a detecdo de SARS-CoV-2 por RT-PCR.

Para tal, foram utilizados dados provenientes do laboratério de diagndstico para COVID-
19 do Centro Académico de Investigagdo e Formacdo Biomédica do Algarve (ABC),
referentes a um tipo de método de extragcdo manual e outro automatico. As variaveis
estudadas neste projeto foram: tempo de realizacdo de cada um dos métodos de extracdo em
estudo, os custos associados, a gestao de stock e logistica e a complexidade na execucao
dos dois protocolos.

Em suma, o método de extragdo automatico revelou ser o método mais vantajoso para
a gestao laboratorial, porque é o mais rapido, tem menos custos associados e o material para
a execucao deste método ocupa menos espaco de armazenamento. A principal desvantagem
do método de extracdo automatico foram os custos associados ao kit, principalmente se for
utilizado na extracdo de um ndimero reduzido de amostras.

Conclui-se que o método de extracdo automatico € o que melhor favorece o fluxo de
trabalho laboratorial, quando é necesséario a extracao de muitas amostras, favorecendo a
organizacao de equipas, a preparacao de material e € 0 que demonstrou ser menos complexo
na execucao da técnica, por parte dos operadores.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Diagnéstico Molecular; Métodos de Extracao;

Gestao;






Abstract

The coronaviruses are a group of viruses that infect humans and can cause acute or
chronic illness. In December 2019, a new coronavirus was identified, SARS-CoV-2, which
causes the disease called COVID-19, this virus has been shown to be highly transmissible and
in March 2020, it was considered a global pandemic by the World Health Organization.
Laboratory diagnosis is critical for the detection of SARS-CoV-2, allowing the understanding
of virus transmission, the guidance and monitoring of public health control measures and
management of patients.

Laboratory diagnosis for SARS-CoV-2, can be performed using immunological techniques
(viral antibody and viral antigen tests) or molecular techniques (Nucleic Acid Amplification
Tests). The reference method for SARS-CoV-2 detection are molecular techniques, such as
Reverse Transcription followed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (rRT-PCR), which
comprises a previous step of viral genome extraction. Viral genome extraction can be done in
multiple ways, which are organized into manual and automated methods. This study focused
on the study of laboratory management indicators associated with viral RNA extraction
methods from biological samples for the detection of SARS-CoV-2 by RT-PCR.

This study include data from the diagnostic laboratory for COVID-19 of the Algarve
Biomedical Center (ABC), referring to one type of manual and another automatic extraction
method. The variables were: the time to perform each of the extraction methods under study,
the associated costs, the stock management and logistics, and the complexity in performing
the two protocols.

In summary, the automatic extraction method proved to be the most advantageous
method for the laboratory management, because it’s the fastest, has lower associated costs
and the material for the execution of this method occupies less storage space. The main
disadvantage of the automatic extraction method was the costs associated with the Kkit,
especially if it is used for extracting a small number of samples.

We conclude that the automatic extraction method is the one that best serves the
laboratory workflow, when the extraction of many samples is necessary, favoring the
organization of teams, preparation of material and is also considered the least complex by the

operators.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; Molecular Diagnosis; Extraction Methods;

Management;
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INTRODUGAO

1. Introducéo

O mundo tem testemunhado numerosas epidemias e pandemias, que tém afetado
milhares de milhdes de vidas ao longo dos tempos. Apesar dos avangos na medicina,
na tecnologia e na investigagdo, continuamos a ser confrontados com novos agentes
patogénicos que constituem uma real ameaca para a vida humana, para a seguranca
economica global e para os sistemas de saude (1).

Em Dezembro de 2019 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi alertada pela
primeira vez da existéncia de um grupo de pessoas com pneumonia de etiologia
desconhecida na cidade de Wuhan, na China. O International Committee on Taxonomy
of Viruses, denominou o0 novo virus como SARS-CoV-2 e a doengca que o mesmo
provoca de COVID-19 (2). Sendo altamente transmissivel, esta nova doenga espalhou-
se rapidamente por todo o mundo e a 11 de Marco de 2020 a OMS declarou, a COVID-
19 como pandemia (3). Globalmente até dia 5 Abril de 2022, ja foram confirmados
490 853 129 casos de COVID-19 e 6 155 344 mortes (4).

O COVID-19 tem demonstrado ser um grande desafio em diferentes ambitos, como
no ambito social, econémico e de salde publica, sendo que um dos principais desafios
€ realizar um diagnéstico correto e atempado, porque a COVID-19 é semelhante a
outras doencas respiratorias, pelo que o papel dos laboratérios tem sido fundamental
Assim, os laboratdrios de diagnéstico tiveram que se adaptar e reorganizar rapidamente
as suas estruturas de modo a conseguir dar apoio a populacdo. (5). Os testes de
diagnéstico molecular sdo uma ferramenta fundamental na detecdo de SARS-CoV-2,
permitem a compreensao da transmisséo do virus, a orientagdo e monitorizacdo das
medidas de controlo de salde publica e auxiliam na gestéo clinica dos pacientes. (6).

Face a esta situagdo, em resposta a populagcdo nacional, o ABC comecou a
realizar testes para o diagnostico de COVID-19, desde o inicio da pandemia até a
atualidade.

Neste trabalho de investigacdo foram analisados dados do laboratério do ABC,
gue utiliza como método de referéncia para o diagndstico de COVID-19, o teste de RT-
PCR em amostras bioldgicas. Antes da realizacdo do RT-PCR, é fundamental a colheita
da amostra, a inativacdo do virus e a extracdo do RNA viral, sendo que os métodos de
extracdo séo o foco deste trabalho. Para a realizacdo da extracdo do RNA viral nas
amostras biolégicas podem ser utilizados diferentes kits com métodos diferentes. No

laboratorio em estudo ja foram utilizados diferentes kits de extracdo, automaticos e
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manuais, mas atualmente sdo apenas utilizados dois kits, um manual e outro
automatico. O principal objetivo deste estudo foi estudar diferentes indicadores de
gestdo laboratorial associados aos métodos de extracdo de RNA, automatizados e
manuais no laboratorio ABC.

Para estudar os distintos indicadores, foram consideradas diferentes variaveis
no estudo, como: o tempo de realizacdo de cada um dos métodos de extracdo em
estudo; custos associados a cada um dos métodos em estudo em relagcdo a:
consumiveis, instrumentacgdao, kits e residuos; utilizacéo de espacos ha gestédo de stock
e logistica associada a cada um dos métodos; complexidade na execu¢do dos dois
protocolos.

A realizacdo deste trabalho de investigacdo esteve subjacente a questio: Qual
o método de extracdo de RNA que melhor se adequa ao fluxo de trabalho laboratorial,
e quais sao as suas vantagens e desvantagens?

Este estudo encontra-se organizada em 8 capitulos: Introducdo; Enquadramento
Tedrico onde se encontra a reviséo de literatura sobre o Coronavirus (estrutura biolégica
do virus, o mecanismo de infecdo e o diagnostico laboratorial) e sobre gestdo e
avaliacdo de tecnologias na saude; Metodologia no qual estdo descritos todos os
procedimentos realizados na recolha e tratamento de dados deste trabalho; Resultados;
Discusséao de Resultados; Conclusao e consideracdes finais; Referéncias bibliograficas;

Anexos.
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2. Enquadramento Tedrico

Neste capitulo, foi feita uma reviséo geral dos conhecimentos atuais sobre principais
topicos da tese. Inicialmente é feita a caracterizacdo do Coronavirus (a taxonomia, a
estrutura bioldgica do virus, o mecanismo de infecdo e o diagnéstico laboratorial), de
seguida é abordado o tema da Gestdo e Avaliacdo de Tecnologias na Saude e da

Avaliagdo Econdmica em Tecnologias da Saude, focando o tema da tese.

2.1Coronavirus

Os coronavirus sdo um grupo de virus que infetam diversas espécies de animais,
incluindo os humanos e podem causar doencas agudas ou crénicas (7). Segundo o
International Committee on Taxonomy of Viruses, 0s coronavirus pertencem a ordem
Nidovirales, a familia Coronaviridae e a subfamilia Coronavirinae, esta subfamilia é
constituida por quatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus
e Deltacoronavirus. Os géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus, infetam apenas
mamiferos, enquanto os Gammacoronavirus e Deltacoronavirus infetam principalmente
aves. (8) Os Alphacoronavirus e Betacoronavirus geralmente causam doencas
respiratorias nos humanos e doencas gastrointestinais nos outros mamiferos. Os dois
virus mais patogénicos conhecidos sdo o SARS-CoV e o MERS-CoV, que causam
Sindrome Respiratéria Aguda Grave, existem outros quatro coronavirus que podem
infetar o humano (HCoV- NL63, HcoV-229E, HcoV- OC43 and HKU1) (8). Estes quatro
virus séo frequentemente conhecidos como HCoVs, causam geralmente doenca ligeira
do trato respiratério superior e sao responsaveis por cerca de 15 a 30% dos casos
comuns de constipagdo em adultos (9).

O mundo tem testemunhado numerosas epidemias e pandemias, que tém
afetado milhares de milhdes de vidas ao longo dos tempos. Apesar dos avangos na
medicina, na tecnologia e na investigacdo, continuamos a ser confrontados com novos
agentes patogénicos que constituem uma real ameaca para a vida humana, para a
segurancga economica global e para os sistemas de saude (1).

Em 2002-2003 o SARS-CoV (Sindrome Respiratéria Aguda Grave -
Coronavirus) originou uma epidemia que atingiu cerca de 30 paises e infetou 79 000
pessoas até 2003, com uma mortalidade de 9,5% (10). Outra situacdo semelhante
ocorreu com o0 MERS-CoV (Sindrome Respiratéria do Médio Oriente — Coronavirus) que

emergiu em 2012 na Ardbia Saudita. Até 2019 atingiu cerca 27 paises, mais de 2450
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pessoas e mais 800 mortes (11). Pensa-se que a transmissdo deste virus para 0s
humanos ocorreu de forma direta ou indireta pelo contacto proximo com os camelos,
gue sdo uma espécie hospedeira deste virus, depois de um humano infetado pode
transmitir o virus para outros humanos (11).

Em Dezembro de 2019, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi alertada
pela primeira vez da existéncia de um grupo de pessoas com pneumonia de etiologia
desconhecida na cidade de Wuhan, na China. O International Committee on Taxonomy
of Viruses, denominou o novo virus como SARS-CoV-2 e a doenca que 0 mesmo
provoca de COVID-19 (2). Sendo altamente transmissivel, esta nova doenca espalhou-
se rapidamente por todo o mundo. Ultrapassou o SARS e o MERS, tanto em termos do
numero de pessoas infetadas como na amplitude espacial das areas epidémicas (12).

A 11 de Marco de 2020 a OMS declarou, a COVID-19 como pandemia, pois em
menos de trés meses ja tinha causado mais de 118 mil casos de infecdo, em mais de
114 paises e 4291 mortes (3). Globalmente, até dia 19 Abril de 2022, j& foram
confirmados 503 131 834 casos de COVID-19 e 6 200 571 mortes (4). O surto continuo
de COVID-19 tem representado uma ameacga assombrosa para a saude publica mundial
(12-16). E tem colocado grandes desafios ao longo do tempo, desde o isolamento da
sequéncia genética do virus, prevencdo da infecdo até ao desenvolvimento de

vacinas(10).

2.1.1. Estrutura Biol6gica do SARS-CoV-2

Para o diagndstico de SARS-CoV-2 é importante conseguir detetar elementos
da estrutura genomica viral, através de métodos moleculares. De um modo geral a
estrutura gendmica dos Betacoronavirus € bastante semelhante, todos eles possuem
uma ordem caracteristica dos genes (5° ORF1ab, spike (S), envelope (E), membrana
(M) e nucleocapsideo (N) -3’). As proteinas acessérias sao a principal diferenca entre
0s Betacoronavirus, estas proteinas diferem em nudmero, sequéncia e funcéo
(1,7,17,18). Na figura 2.1 esta representada a estrutura gendémica de diferentes
Betacoronavirus.

O SARS-CoV 2 é um virus com envelope, apresenta uma forma esférica com
um diametro gue mede entre 65 e 125 nm e a sua superficie é constituida por diferentes
proteinas que se organizam em forma de coroa (3). No seu interior contém uma cadeia
Unica de acido ribonucleico (RNA), de sentido positivo, que mede entre 26kb e 32kb de
comprimento (19). Estruturalmente, o SARS-CoV 2 é constituido por quatro proteinas

estruturais principais, a Spike (S), a proteina do Envelope (E), a proteina de Membrana
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(M) e a proteina do Nuclocapsideo (N), para além destas também € constituido por
outras proteinas acessorias, como a ORF 3a, ORF 6, ORF 7a, ORF 7b, ORF 8 e ORF

10 (3). Como esta representado na figura 2.1 e 2.2.

29751 pb : ‘
SARS-CoV 5'UTR— ORF1ab . s 1% E-M $7a¥a- N —3UTR
RefSeq GCF_000864885.1 7 |5
3b 7bdbb
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29903 pb 2 -
SARS-CoV-2 e J FBayE 7a-8 —_
RefSeq GCF_0008588952 > UTR ORF1ab s Sa)EM §7a-8 N 3UTR
‘ 7 )
Poliproteinas Proteinas de Estrutura | Proteinas Acessérias

Figura 2.1. Representacdo esquemaética da estrutura genémica do SARS-CoV, MERS-CoV
e SARS-CoV-2. Os trés virus apresentam conservado o gene ORF1lab, representado a azul. A
verde estdo representados os genes que codificam para as proteinas de estrutura, que sdo
comuns a todos os CoV'’s. As proteinas acessdrias, representadas a rosa, sao o que difere entre
os diferentes tipo de CoV. Adaptado de Yan Y et al. 2020 (20)
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Figura 2.2. Representagdo esquematica da particula viral do SARS-CoV-2. Identificacdo das
diferentes proteinas: S — Proteina Spike; M — Glicoproteina da Membrana; RNA Viral; N —

Proteina do Nucleocapsideo; E — Glicoproteina do Envelope; Adaptado de Chams et al. 2020.

1)

2.1.2. Mecanismo de Infecdo do SARS-CoV-2 em Humanos

A transmissdo de humano para humano pode ocorrer através do contacto direto
com pessoas infetadas com SARS-CoV-2, por via aérea, através de aerossois, ou

através de procedimentos médicos. Uma pessoa infetada com o virus liberta particulas
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virais através do trato respiratério, da saliva, da urina e das fezes, tudo isto representam
fontes de propagacéo do virus. A transmissdo também pode ocorrer de forma indireta,
isto €, através do contacto com objetos e superficies contaminados com particulas virias
(21).

Ainfecdo por SARS-CoV-2 entre diferentes espécies e de humano para humano
esta dependente da ligacdo entre a proteina Spike do virus e o recetor ACE2
(Angiotensina — 2), presente nas células do hospedeiro. A alta expressdo de ACE?2 foi
identificada nas células do pulmé&o (nos pneumdacitos tipo Il), no eséfago, no ileo, no
célon, nos rins, no miocardio, na bexiga e na mucosa oral (22). Depois da liga¢do, entre
a proteina Spike e o recetor ACE2, ocorre a fuséo entre o envelope viral e a membrana
da célula do hospedeiro, permitindo a entrada do RNA viral na célula do hospedeiro para
poder realizar a replicacao viral (3). Como esta representado na figura 2.3.

O SARS-CoV-2 causa uma forma grave de pneumonia que se caracteriza por
lesdes alveolares difusas e que tém o potencial de progredir para a faléncia respiratéria,
provocando por vezes, a morte do hospedeiro (23). Apesar da descricdo, a maioria das
pessoas infetadas apresentam sintomas leves, as pessoas que apresentam maior risco
de desenvolver a forma mais grave da infecdo sdo pessoas idosas ou com doencas
subjacentes, uma vez que, apresentam na sua generalidade um sistema imunitario
menos efetivo (24,25).

Os sintomas mais observados em pacientes com COVID-19 sdo febre, tosse,
fadiga, mialgia, ligeira dispneia, dor de garganta, dor de cabeca, conjuntivite e perda de
olfato e/ou paladar. No entanto, existem infe¢bes por outros virus que provocam
sintomas muito similares, o que dificulta o diagnéstico de COVID-19, principalmente na
época da gripe. Para além dos sintomas ja referidos também existem casos que referem
0 envolvimento gastrointestinal como diarreia, nauseas e vomitos (21,26).

Num estudo realizado em Portugal foram recolhidas informacdes de janeiro a
maio de 2020, onde foram registados 3912 casos positivos de funcionarios nos hospitais
portugueses. Segundo o estudo 186 (6,5%) dos casos positivos ndo teve qualquer
sintoma e 731 (28,2%) ndo apresentou febre, tosse ou falta de ar, os sintomas mais
frequentemente mencionados/registados foram: tosse (60,2%); mialgia (49,8%); dor de
cabeca (46,8%); febre (42,0%); fadiga e fraqueza (32,9%); odinofagia (31,3%); rinorreia
(30,4%); diarreia (12,9%); falta de ar (10,5%); dor no peito (10,3%) (27).



ENQUADRAMENTO TEORICO

Porgao respiratéria

J - Anticorpos da érvore brénquica
A SARS-CoV-2

ik Célula de Meméria
“ Célula do Plasma
i —

Célula B

T e CA Ra 1 479 Célula
: Rt MY Célula CD4* T cD8* T

Célula T

«_
D,

N ST -
«®, %% R S\ —— g
Macréfago  Célula dendritica Célula Epitelial e , — N
L L L + Citocina  ® 4/ Danificado

Figura 2.3. Patogénese da Covid-19. 1A. O virus SARS-CoV-2 entra na célula epitelial por
endocitose ou pela fusdo das membranas através da ligacdo ao recetor ACE2, de seguida liberta
RNA viral para o citoplasma da célula. 1B. O RNA viral utiliza a maquinaria da célula para se
replicar e para produzir as suas proteinas virais. 1C. As proteinas virais S, E, e M organizam-se
no reticulo endoplasmatico rugoso (RER). 1D. As estruturas virais e o nucleocapsideo séo
organizadas no complexo de Golgi. 1E. A nova particula viral (virido) € incorporada numa
vesicula para ser transportada para o exterior da célula por exocitose. 2. Estes virifes vao infetar
outras células do hospedeiro e induzem fatores inflamatérios que levam a ativacdo de
macrofagos e de células dendriticas. 3. Apresentagéo do antigénio (Ag) do SARS-CoV-2 através
dos complexos histocompativeis (MHC | e 1l), isto vai estimular a resposta imunitaria celular e
humoral, resultando na producéo de citocinas e anticorpos (Ac). 4. Nos casos mais graves de
COVID-19, o virus atinge o trato respiratdrio inferior, infetando os pneumacitos tipo Il, provocando
a apoptose dos mesmo e a perda de liquido surfactante. O efeito dos macrofagos e neutréfilos
induz o aumento de citocinas, o que leva a fugas capilares, causando consequentemente o
edema alveolar e a formacédo de membrana hialina. Todas estas alteragdes patologicas resultam
em danos e colapsos alveolares, afetando as trocas gasosas. Adaptado de Chams (1)

2.2. Diagnostico Laboratorial de COVID-19/SARS-CoV-2

O COVID-19 tem demonstrado ser um grande desafio em diferentes ambitos,
como no ambito social, econémico e de saude publica, sendo que um dos principais
desafios é realizar um diagnéstico correto e atempado, visto que a COVID-19 é
semelhante a outras doencas respiratorias, pelo que o papel dos laboratérios tem sido
fundamental. Assim, os laboratérios de diagnéstico tiveram que se adaptar e reorganizar
rapidamente as suas estruturas de modo a conseguir dar apoio a populagdo. Os
laboratérios que fazem o diagnéstico para COVID-19 tém que ser capazes de detetar,
avaliar, notificar e relatar os resultados as instituicdes de Saude Publica Nacionais. Em
Portugal os resultados do diagnéstico de COVID-19 devem ser reportados na plataforma

do Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE), até o maximo de 24 horas

().

Normal
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Os testes de diagnostico sédo uma ferramenta fundamental na detecéo de SARS-
CoV-2, na compreensao da transmisséo do virus, na orientagdo e monitorizagdo das
medidas de controlo de salde publica e na gestéo clinica dos pacientes. Com o passar
do tempo surgem cada vez mais novas variantes do virus, estas variantes surgem
devido a mutacdes no RNA viral, estas podem levar a altera¢gfes fenotipicas do virus,
podendo interferir no diagndstico laboratorial. Estes tipos de variantes sdo designados
como variantes de interesse (VOI's — Variants of interest) ou variantes de preocupacao
(VOC’s — Variants of Concern) (6).

Estdo atualmente disponiveis diferentes técnicas de diagndstico para o SARS-CoV-
2, CcoOmMo: (6)
e Técnicas de diagnéstico imunoldgico (Testes de anticorpos virais e antigénios
virais)
e Técnicas de diagnéstico molecular (Teste de amplificacdo de &cidos nucleicos
(TAAN))

2.2.1 Diagndstico Imunolégico

Desde o inicio da pandemia, os laboratorios tém usado os TAAN, como a
Transcricdo Reversa seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR), para
detetar a presenca de SARS-CoV-2 em amostras bioldgicas para o diagnéstico da
COVID-19. Com o evoluir da pandemia tém surgido outros testes que permitem de forma
mais rapida e economica fazer a detecdo de SARS-CoV-2 em amostras biologicas,

como os testes de detecdo de anticorpos e antigénios (28).

Teste de Detecdo de Anticorpos

Os testes de detecdo de anticorpos, também conhecidos como testes
serolégicos permitem detetar anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG e IgM, no sangue, soro
ou plasma de pacientes que ja estiveram em contacto com o virus SARS-CoV-2, quer
seja, por terem estado infetados ou devido a vacina (29). Estes testes podem ser
realizados por Imunoensaios de Fluxo Lateral (LFI), Ensaios de Imunoabsorgao
Enzimatica (ELISA) e Imunoensaios de Quimiluminescéncia (CLIA) (4). Os testes que
detetam anticorpos ndo sao recomendados para o diagnéstico de COVID-19, pois 0s
anticorpos podem levar até duas semanas a serem produzidos no organismo do
hospedeiro, porém estes testes desempenham um papel importante na detecéo de
infecbes passadas, dando também informacgfes sobre a imunidade da populacdo ao
SARS-CoV-2 (29).
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Testes de Detecdo de Antigénios

Os testes de detecdo de antigénios, também conhecidos como testes rapidos de
antigénios, sao frequentemente utilizados para diagnosticar alguns patégenos
respiratorios (29). Estes tipos de testes sdo de rapida execucao, simples de realizar,
estdo acessiveis a qualquer cidaddo e sao bastante econdmicos. Estes testes de
diagnostico rapido, foram concebidos para detetar a presenca de proteinas virais
(antigénios) do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratdrio. A maioria destes testes
sdo imunoensaios de fluxo lateral, que permitem obeter o resultado entre 5 e 30 minutos
apos a colheita nasofaringea ou orofaringea (30).

Estes testes oferecem a oportunidade de aumentar a disponibilidade de testes e
a velocidade de testagem em cenarios apropriados, como testes em massa e rastreios
a populacgéo. Os testes de antigénio para o0 SARS-CoV-2 sdo menos sensiveis que 0s
TAAN, uma vez que, apenas tém demonstrado bons resultados em individuos com

maior carga viral (26).

2.2.2 Diagnostico Molecular

O método de referéncia para o diagnéstico de COVID-19 é o teste de RT-PCR
em amostras bioldgicas uma vez que sao os testes mais sensiveis e especificos, do que
os testes imunologicos (24).

As amostras utilizadas para a realizacdo desta técnica sdo exsudados da
nasofaringe e/ou exsudados da orofaringe colhidos com zaragatoa que posteriormente
€ colocada num tubo contendo 2 a 3 ml de meio de transporte para virus. Apés a colheita
as amostras devem ser transportadas entre 2°C e 8°C, e podem ser processadas nestas
condicdes até 5 dias apés a colheita, caso a amostra ndo possa ser processada nesse
periodo deve ser conservada a -70°C (31).

A primeira etapa necessaria para a realizacdo de qualquer metodologia
molecular para a detecdo de SARS-CoV-2 é a extragdo e purificacdo do RNA viral. A
extracdo do RNA é um passo critico para a detegcdo segura do virus e é o elemento-
chave para o sucesso do diagndstico molecular, porque o RNA é uma molécula instavel
e de facil degradacgéo (32).

A técnica ideal de extracdo seria aquela que disponibilizasse grande quantidade
de RNA puro e intacto, de modo rapido e reprodutivel, com pouco custo e capaz de
permitir extracdo de grande niumero de amostras simultaneamente (33).

Existem distintas técnicas que podem ser aplicadas na extracdo do RNA viral,

no entanto, todas elas tém etapas transversais, comec¢ando pela lise das membranas
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lipidicas do invélucro viral, seguindo a purificacdo do RNA viral, que tem como objetivo
a separacao do RNA de outros componentes presentes na amostra bioldégica. Depois
de purificado, 0 RNA é precipitado ou isolado, e a Ultima etapa € a eluicdo do RNA em
agua ou tampéo (33).

O passo de extracdo de RNA viral pode, portanto, ser realizado de diferentes
formas, ndo interferindo com o0s procedimentos posteriores & sua extragdo. Neste
estudo séo avaliados dois protocolos (ANEXO 1 e 2) de extracdo de RNA: a extracéo
manual, com o kit CoV RNA marca A&A Biotechnology; e a extracdo automatizada com
o kit MagMAX Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation, utilizando o equipamento
KingFisher Flex System de ThermoFisher.

Ambos os protocolos utilizam o método baseado na adsor¢do do RNA, que usa
a propriedade do acido nucleico de se ligar a superficies, como esferas magnéticas,
silica, materiais de latex de poliestireno, matriz de celulose ou fibras de vidro, na
presenca de determinados sais ou agentes caotrépicos (33). O kit manual CoV RNA
utiliza as minicolunas de silica e o kit MagMAX Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation
utiliza esferas magnéticas. Estes protocolos foram avaliados na vertente da gestédo
laboratorial de modo a compreender quais as vantagens e desvantagens da utilizacéo
de cada técnica. Assim que a etapa da extracao € finalizada, o produto obtido € colocado
em gelo para se manter estavel e posteriormente é realizada a técnica de RT-PCR.

A RT-PCR, é uma técnica laboratorial enzimatica, que utiliza a enzima
transcriptase reversa para converter o RNA viral previamente extraido e purificado em
DNA complementar (DNAc), subsequentemente o DNAc é amplificado pela enzima DNA
polimerase, em varios ciclos de temperatura diferentes, por PCR. A PCR combina a
amplificacao e a detecao de pequenos segmentos do genoma viral através da utilizacao
de primers (pequenas sequéncias de DNA de cadeia simples complementares ao DNA
gue se pretende detetar e amplificar) e envolve trés principais etapas: a desnaturacao
(entre 94-95°C), a hibridacdo (depende da temperatura dos primers) e a extensao
(normalmente a 72°C) (32,34). Na figura 2.4 estdo representadas as diferentes etapas
desta técnica.

A técnica RT-PCR € quantitativa, uma vez que o nimero de copias de RNA
geradas num ciclo de PCR, aumenta exponencialmente e é proporcional & quantidade
de material inicial, ou seja, carga viral presente na amostra biol6gica, sendo o material
amplificado quantificado a cada ciclo através de uma sonda marcada com fluorescéncia.

No entanto o resultado é expresso na forma qualitativa, como positivo ou negativo (32).

11



O positivo significa que foi detetado RNA viral na amostra e o0 negativo significa que ndo

foi detetado RNA viral na amostra.
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Figura 2.4. Representacdo molecular do principio da técnica de RT-PCR.
1:Transcricdo Reversa - O RNA viral é convertido em DNAc pela enzima transcriptase reversa a
uma temperatura de 53°C; 2: Rea¢do em Cadeia de Polimerase, que se baseia em trés passos:
(A) A desnaturacdo do DNAc com temperaturas elevadas (95°C); (B) Hibridag&o dos primers e
da probe (necessaria para quantificar o sinal de amplificagdo) na cadeia desnaturada de DNAc
a uma temperatura de 95°C; (C) Extensdo ou sintese de copias de RNA pela enzima DNA
polimerase a uma temperatura de 60°C. Os produtos da amplificacdo seguem o mesmo ciclo de
modo a gerar um maior nimero de copias de RNA. A TagMan probe é utilizada para quantificar
as copias de RNA geradas, produzindo um sinal de fluorescéncia durante os ciclos de
amplificagdo. Adaptado de Afzal A. 2020. (32)

Existem muitos kits de detecdo de RNA viral comercialmente disponiveis. O kit
de RT-PCR utilizado no laboratério de referéncia para este estudo é o TagPath™
COVID-19 CE-IVD RT-PCR da marca Thermo Fisher Scientific. Este kit é constituido

por trés pares de primers correspondentes a trés regides gendmicas do SARS-CoV-2,
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a ORFlab, a S e a N. Neste kit s&o utilizados trés controlos, o negativo, o positivo (que
amplifica para ORFlab, S e N) e 0 MS2. O MS2 é considerado um RNA Phage Control,
para verificar a eficacia da preparacdo das amostras e a auséncia de inibidores na
reacdo PCR (35,36). O termociclador utilizado no laboratério, de referéncia para este
estudo para a realizacdo da RT-PCR é o QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, este
equipamento inclui um software que faz de forma automética a analise e interpretagdo
dos resultados, contribuindo para a reducédo do risco de erros de interpretagéo pelo
operador (37).

2.3. Gestao e Avaliacao de Tecnologias na Saude

A palavra gestdo refere-se ao ato de gerir e administrar, por exemplo, uma
empresa ou instituicdo, e pode ser considerada um conjunto de medidas que visa a
utilizacdo racional de recursos em funcdo de um determinado objetivo (38). A gestéo
contribui para a concretizacdo dos objetivos organizacionais de forma eficaz e eficiente
através do planeamento, organiza¢ao e controlo dos recursos organizacionais (39,40).

Na gestdo de um laboratério de diagndstico, tal como noutras instituicdes é
necessario fazer escolhas, tomar decisdes, selecionar um servico em detrimento de
outro, comprar um determinado equipamento de entre 0s varios que existem no
mercado, etc (41).

Frequentemente no sector da Saude, existem decisfes que sdo tomadas sem
recurso a uma fundamentacéo estruturada, com base na aplicabilidade e gestdo das
tecnologias existentes. Assim, podem ser tomadas decisdes tendo por base palpites,
intuicdo ou outros motivos para 0s quais ndo existe uma fundamentacéo solida. Num
mundo com tantas alternativas disponiveis no mercado é importante a existéncia de um
conjunto de procedimentos sistematizados, organizados e bem sustentados que
permitam a utilizacéo dos recursos de forma racional, efetiva e eficiente (41).

A avaliacdo de tecnologias em saude (ATS) € um processo multidisciplinar que
utiliza métodos especificos para avaliar uma tecnologia de saude, em diferentes fases
do seu ciclo de vida. Uma tecnologia de saude € tudo o que é desenvolvido para
prevenir, diagnosticar ou tratar uma condicdo médica especifica; promover a saude,
promover a reabilitacdo ou até mesmo organizar a prestacdo de cuidados de saude,
sejam eles de prevencao, monitorizagdo ou terapéutica. Uma tecnologia de satde pode
ser um teste, um dispositivo, um medicamento, uma vacina, um procedimento e um

programa ou sistema (42,43).
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O papel fundamental da ATS é o de proporcionar as partes interessadas
informacdo acessivel, baseada na melhor evidéncia cientifica disponivel, para que
possam orientar e fundamentar processos de decisdo, de modo a promover um sistema
de saude equitativo, eficiente e de alta qualidade (41).

A evidéncia cientifica compreende, normalmente, seguranca, eficacia,
efetividade, custo e relacdes custo/efetividade. Contudo, a ATS preocupa-se também
com implicacBes legais, éticas e organizacionais da implementacdo de uma dada
tecnologia, bem como com consequéncias macroecondémicas associadas como, por
exemplo, orcamentos, gestdo de custos de oportunidade, regulacéo, transferéncia de
tecnologia, de entre outros.(44)

De forma a compreender qual o método de extracdo de RNA que melhor se
adequa ao fluxo de trabalho laboratorial e tendo em consideracdo os conceitos e
ferramentas de gestdo e ATS anteriormente referidos foram estudadas diferentes
variaveis. Na vertente da gestao foram estudadas as variaveis: tempo de realizacado dos
protocolos dos dois métodos de extracdo em estudo; custos associados a cada um dos
dois métodos em estudo em relacdo a: consumiveis, kits, instrumentacdo e residuos;
utilizacdo de espacos na gestéo de stock e logistica associada a cada um dos métodos;
complexidade na execucao dos dois protocolos.

Através da realizacdo deste projeto, pretende-se identificar e analisar as
diferentes etapas e respetivos indicadores, do processo de gestdo associado aos
diferentes métodos de extragdo de RNA, utilizados na dete¢cdo de SARS-CoV-2, em
contexto clinico. Pretendeu-se também compreender o impacto que os diferentes
métodos podem eventualmente ter na gestdo da rotina laboratorial, em termos tempo
de realizacao de cada um dos métodos em estudo, complexidade e reprodutibilidade na
execucdo dos dois protocolos, utilizacdo de espacos na gestdo de stock e logistica

associada a cada um dos métodos.

2.3.1 Avaliagdo Econ6mica em Tecnologias da Saude

Um dos componentes principais da ATS séo os estudos de avaliacdo econdmica,
estes permitem determinar a alternativa que proporciona o maior beneficio pelo menor
custo possivel, apoiando o processo de tomada de deciséo (41).

A avaliacdo econdmica, é uma andlise comparativa de diferentes alternativas em
termos de custos e consequéncias, pode-se também definir como um conjunto de
métodos de investigacdo que avaliam os custos e os beneficios das tecnologias a fim

de comparar diferentes alternativas. Tém diversas aplicacfes, desde a avaliacdo de
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custos versus os beneficios por exemplo, da instalacdo de novos equipamentos ou de
diferentes medicamentos (45,46).

Na avaliacdo econdmica existem diferentes tipos de andlises, variando na sua
metodologia e podem-se classificar como sendo avaliacbes parciais e avaliacdes
completas. De um modo geral as avaliagbes completas fazem a comparacéo de duas
ou mais alternativas, avaliando os custos e as consequéncias das alternativas em
estudo, enquanto as avaliagbes parciais fazem geralmente apenas a avaliagdo de um
parametro (custos ou consequéncias), podendo fazer a avaliacdo de uma alternativa ou
de mais (41).

Os estudos de avaliacdo econémica em salde podem ser classificados em
quatro tipos: analise de custos ou minimizagdo de custos; analise de custo-efetividade;
andlise de custo-utilidade; analise de custo-beneficio (41,45).

Na avaliacdo econ6mica em saude as trés principais avaliacdes completas sao
a andlise custo-efetividade, a custo-utilidade e a custo-beneficio. Todas elas fazem a
medi¢ao de custos em termos monetarios, mas diferenciam-se através da medicdo das
consequéncias.(41,45)

A andlise de custos ou minimizacao de custos, foi uma das ferramentas utilizadas
neste estudo para atingir os objetivos propostos e parte do pressuposto que as
consequéncias do uso das diferentes alternativas em estudo sao iguais e, por isso, so
€ necessario comparar 0s seus custos e ndo as consequéncias. Por isso, é considerada
uma avaliacéo parcial e ndo completa (45). Neste estudo foi escolhida a analise de
custos para a comparacgao entre os dos dois métodos de extracdo, precisamente porque
ambos apresentam o mesmo produto final, 0 RNA viral extraido.

Foram estimados todos 0s custos necessarios para a execucdo de ambas as
técnicas de extracdo, tendo em consideracdo o numero de amostras extraidas e a forma

como cada método afeta 0s gastos com 0s consumiveis, a instrumentacao e os kits.

2.3.2 Avaliagao de custo com os Residuos Laboratoriais

A analise de custos dos dois métodos em estudo incluiu ainda o estudo dos
custos associados aos residuos produzidos no laboratério.

A gestdo e as boas praticas deste tipo de residuos sdo fundamentais para
prevenir riscos, como a protecdo da saude dos trabalhadores do setor, da populacéo e
do ambiente, uma incorreta gestdo dos residuos com risco bioldgico pode criar um

importante problema ambiental e de saude publica(47).
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Os residuos do laboratério sédo considerados residuos hospitalares, pois séo
resultantes de atividades de diagnéstico onde sao utilizadas amostras biol6gicas de
humanos, como esta descrito no Decreto-Lei n°® 73/2011, de 17 de junho. (48) Os
residuos hospitalares sao classificados em quatro grupos diferentes (Grupo |, Grupo I,
Grupo lll e Grupo V), como esta estabelecido no Despacho n° 242/96, publicado a 13
de agosto, cada um dos grupos tem a sua propria gestdo de triagem, separacgéo,
acondicionamento, transporte, tratamento e eliminacdo. (47,48)

O grupo | e Il sdo os residuos equiparados a urbanos, estes ndo apresentam
exigéncias especiais no seu tratamento, e estao incluidos todos os residuos gerados na
parte do laborat6rio onde ndo séo processadas amostras, aqui 0s residuos podem ser
conservados no saco preto e ser descartado como lixo comum (residuos urbanos) e
pode-se fazer a reciclagem, por exemplo, de embalagens e invélucros comuns (caixas,
papel e plastico). (47,49)

O grupo lll, sdo os residuos hospitalares de risco biologico, estéo incluidos todos
0s residuos contaminados ou suspeitos de contaminac¢éo, no caso do laboratdrio todos
0s materiais que tem contacto direto com as amostras bioldgicas, as proprias amostras
biolégicas e todos os EPIS (Equipamentos de Protecéo Individual), como luvas, fatos,
mascaras sao tratados como residuos do grupo Ill. Segundo a legislagdo em vigor, estes
residuos segundo a legislacdo em vigor sdo suscetiveis de incineragéo ou de outro pré-
tratamento que elimine o risco bioldgico, permitindo posterior eliminagdo como residuos
urbanos (47,49). No caso do laboratério este grupo de residuos é autoclavado e
posteriormente é armazenado em sacos brancos dentro dos contentores, que sao
posteriormente recolhidos pela Ambimed (Stericycle), para posterior tratamento e
eliminagao.

O grupo IV, sédo residuos hospitalares especificos, no caso do laboratério em
estudo todas as pontas utilizadas ao longo dos métodos de extracdo sdo descartadas
para contentores corto-perfurantes, devido ao perigo de rasgarem os sacos, pondo em
guestao a seguranca de todo o pessoal, segundo a legislacéo este tipo de residuos sao
de inceneracao obrigatoria (47,49). Depois de cheios os corto-perfurantes sao isolados
em sacos devidamente desinfetados e armazenados em contentores maiores para
posterior recolha e tratamento pela empresa Ambimed (Stericycle).

Neste estudo foi elaborada uma andlise de custos com os diferentes tipos de
residuos associados aos dois métodos de extracdo. Foram estimados todos os custos
inerentes aos residuos para a execucdo de ambas as técnicas de extragdo, tendo em

consideracdo o numero de amostras extraidas.
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2.3.3 Avaliacdo do espago

O stock do laboratoério de diagnostico em estudo, € constituido por reagentes,
kits e material, sendo ambos indispensaveis ao funcionamento deste e, por conseguinte,
a satisfacdo dos objetivos do laboratorio. A rotura de stock pode ser prejudicial para o
funcionamento da organizacdo, no entanto, verifica-se também que o excesso de
stocks, de modo a evitar a rotura leva a que a empresa tenha empatado elevado capital,
por isso, torna-se fundamental existir um equilibrio e uma boa gestédo de stocks que
consiga satisfazer as necessidades inerentes ao bom funcionamento do laborat6rio (50).

De modo a compreender qual o0 método que permite fazer uma gestao de stock
sem necessitar de tanto espaco, foram estimados os volumes dos kits e consumiveis

dos dois métodos de extracdo em estudo para 0 mesmo nimero de reacdes.

2.3.4 Avaliacado da complexidade dos métodos de extracao

Neste estudo foi ainda avaliada a opinido dos técnicos de laboratério sobre a
utilizacdo dos dois métodos de extracdo em estudo, através de uma entrevista
estruturada.

A entrevista é uma boa ferramenta utilizada na recolha de dados. O tipo de
entrevista optada para esta recolha foi a entrevista estruturada. A entrevista estruturada
decorre a partir de uma lista de perguntas, cuja ordem e redacgéo € igual para todos 0s
entrevistados (51). No caso da entrevista aplicada neste estudo foi constituida por 19
guestbes diferentes organizadas em cinco temas relacionados com a complexidade dos
protocolos em estudo, com o risco de contaminacao, com a preferéncia dos utilizadores,

com a eficiéncia e com a qualidade.
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3. Metodologia

Neste capitulo sdo descritas as diferentes varidveis do estudo e é descrito como

foram recolhidos e analisados todos os dados do estudo.

3.1. Desenho e Local do Estudo

Trata-se de um estudo observacional retrospetivo onde foram utilizados dados
recolhidos no laboratério de diagnostico para COVID-19 do Centro Académico de
Investigacao e Formacao Biomédica do Algarve (ABC), referente aos dois protocolos de
extracdo de RNA viral em estudo: método manual através do Kit CoV RNA da marca
A&A Biotecnology e método de extracdo automatizada, utilizando o kit MagMAX
Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation da marca ThermoFisher e o0 equipamento
KingFisher Flex System da marca Thermo Fisher.

O estudo foi realizado nas instalacbes da Universidade do Algarve e do

laboraté6rio ABC, ambos situados no Campus de Gambelas (Faro).

3.2. Variaveis

As variaveis a incluir neste estudo foram: tempo de realizacdo de cada um dos
métodos de extracdo em estudo; custos associados a cada um dos métodos em estudo
em relagdo a: consumiveis, instrumentacgéo, kits e residuos; utilizacdo de espagos na
gestdo de stock e logistica associada a cada um dos métodos; complexidade na
execucao dos dois protocolos.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com a ferramenta informética
Microsoft Exel® versdo 16.59. No tratamento estatistico dos dados relativos a variavel
“tempo” de realizacdo de cada um dos métodos de extracdo em estudo também foi
também utilizado o software IBM SPSS V26 e o software GraphPad Prism 9.3.1.

Tempo de realizacao de cada um dos métodos de extracao: Para analisar
esta variavel, no protocolo do método de extracdo automatico, foram cronometradas no
total 42 extracdes de placas, 0 que corresponde a uma amostra de 3277 amostras
bioldgicas obtidas através de 8 operadores diferentes. No caso do protocolo para o
método de extracdo manual, a amostra recolhida foi mais reduzida devido a pouca

utilizacdo deste método na rotina laboratorial. Foram cronometrados 6 ensaios, que
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correspondem a 54 amostras extraidas por 3 operadores diferentes. De modo a facilitar
a comparacdo dos dados entre os dois métodos de extracdo estudados, foram feitos

célculos tedricos de modo a obter os tempos de extracdo manual para 94 amostras.

Custos associados aos consumiveis e Instrumentacéo: Para a recolha de
dados desta variavel foram consultadas faturas dos diferentes fornecedores. Foi
calculado o preco unitario de cada item em estudo e foi multiplicado pela quantidade
consumida para ambos os métodos em estudo (foram incluidos os valores associados
ao controlo negativo). Foram posteriormente contabilizados os custos de cada recurso
na execucao dos diferentes protocolos de extracdo em estudo: pontas, Eppendorf’s e
luvas, tendo em consideracdo cada etapa dos protocolos. A instrumentacado inclui no
método de extracdo manual centrifugas e suportes para Eppendorf’s, no caso do
método de extracdo automatico inclui uma pipeta multicanal de 200 pl, uma pipeta
multicanal eletrénica de 50-1200 yl e o equipamento KingFisher Flex System da
ThermoFisher. Toda a instrumentacao de uso comum nas duas técnicas em estudo nao
foi considerada (pipetas de 1000 pl, de 200 pl e de 10 pl, Vértex, temporizadores,

camaras de biosseguranca).

Custos associados aos residuos: Para a recolha de dados desta variavel
foram consultadas as faturas da empresa Ambimed (Stericycle) que faz a recolha, o
tratamento e a eliminacéo dos residuos. Na selecéo dos dados recolhidos teve-se em
consideracgéo os residuos do grupo lll e 1V, referente ao nUmero de amostras extraidas
em duas etapas temporais diferentes, nomeadamente, durante a realizacdo exclusiva
do método de extracdo manual e durante a realizacéo exclusiva do método de extracdo

automatico.

Avaliacdo dos Espagos: O espago necessario para armazenar os kits e 0s
consumiveis dos métodos de extracdo em estudo foi tido em conta como variavel. Foi
considerado o espaco do material inerente aos dois métodos em estudo para 0 mesmo
numero de reacdes, escolheu-se o valor de 4000 rea¢cbes (amostras e controlos). Os
valores relativos aos espacos do material foram recolhidos no laboratério através de
medicdes e posterior célculo dos volumes. Os volumes foram calculados tendo em
consideracao as diferentes formas dos reagentes e consumiveis (Volume do Cilindro =

X raio?x altura; Volume das caixas = altura x comprimento x largura).
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Complexidade na execuc¢ado dos dois métodos: A complexidade na execugéo
dos dois métodos, foi avaliada através da recolha da opinido dos técnicos de saude
sobre a complexidade, o risco, a preferéncia pessoal, a eficiéncia e a qualidade
associadas a cada um dos métodos em estudo. Para obter estes dados realizou-se uma
entrevista estruturada, com 19 questfes, aos 8 técnicos do laboratério em estudo. Estas
guestdes foram colocadas aos técnicos de modo individual para néo existir a influencia

de grupo. (Apéndice 3)

3.3. Etica

Os dados relativos as amostras bioldgicas e as questdes laboratoriais em
estudo, foram anonimizados porque nédo houve acesso ao nome, morada ou outro tipo
de informagao que permita a identificagéo das amostras dos participantes; A privacidade
e confidencialidade dos dados foi garantida uma vez que os dados foram tratados em
bruto ndo permitindo através da sua andlise a identificacdo de cada participante
envolvido. Os dados foram recolhidos da base de dados do ABC e tratados no
computador pessoal da discente proponente, durante o tempo necessario para realizar

esta tese de dissertacdo de mestrado.
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4. Resultados

Fez-se arecolha das variaveis em estudo (tempo de realizacédo de cada um dos
métodos de extragdo em estudo; custos associados a cada um dos métodos em estudo
em relacdo a: consumiveis, instrumentacgéo, kits e residuos; utilizacdo de espacos na
gestao de stock e logistica associada a cada um dos métodos; complexidade na
execucao dos dois protocolos) associadas aos dois métodos de extracdo em andlise, o
método manual e o método automatico (Anexo 1 e 2), estes dados foram recolhidos no
laboratério de diagnostico para a COVID-19, do Centro Académico de Investigacdo e
Formacdo Biomédica do Algarve (ABC), localizado na Universidade do Algarve,

Campus Gambelas.

4.1Tempo

Para a variavel tempo de execucao dos protocolos dos métodos de extracdo em
estudo, foi criada uma tabela (Apéndice 1 - Tabela 9.1) para a recolha dos dados. Esta
tabela foi colocada no laboratério em estudo e foi pedido aos colaboradores para
cronometrarem os diferentes tempos de execucdo e anotarem na tabela. Os dados
recolhidos através do preenchimento desta tabela, comuns aos dois métodos em
analise foram: o operador que executou a técnica; o hiumero de amostras extraidas; o
tempo de pipetagem das amostras. No caso de executarem o método de extragédo
automético foi pedido que anotassem também o tempo total do procedimento, desde a
pipetagem das amostras até a placa ser colocado no equipamento; no caso do método
de extracdo manual o tempo total de extracdo desde a pipetagem das amostras até a
obtencdo da eluicdo com o RNA extraido.

No método de extracdo automatica foram cronometrados um total de 41 ensaios,
0 que correspondeu um total de 3277 amostras biolégicas extraidas de 8 operadores
diferentes (Tabela 4.1). Dos 41 ensaios, foram selecionados 20 ensaios de 94 amostras,
0 que corresponde a um total de 1880 amostras extraidas (Tabela 4.2). De seguida foi
utilizado o Microsoft Exel® versdo 16.59 e o software IBM SPSS V26, para o tratamento
estatistico dos dados.

No caso do método manual foram cronometrados 6 ensaios, que correspondem
a 54 amostras extraidas por 3 operadores diferentes (Tabela 4.3). De modo a facilitar a

comparacdo dos dados entre os dois métodos de extracdo estudados, foram feitos
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calculos tedricos de modo a obter os tempos de extragdo manual para 94 amostras
(Tabela 4.4).

Para a andlise da variavel tempo de execucdo da extracdo, para os dois
métodos, foram considerados trés tempos diferentes: T1, que corresponde ao tempo de
pipetagem das amostras; T2, que corresponde ao tempo total de extracao, isto é, o
tempo desde o inicio do processamento das amostras até a obten¢éo do produto final,
neste caso eluicdo do RNA viral; T3, que corresponde ao somatério dos tempos
intermédios entre as diferentes passos ndo considerados nos protocolos e portanto nao
descritos hos mesmos (tempos de pipetagem de reagentes, colocar e tirar as colunas
e Eppendorf’s das centrifugas, abrir e fechar tubos e tempo de vortexar amostras com
reagentes entre passos).

Relativamente ao método automatico na variavel do tempo (T1, T2 e T3) para 0s
20 ensaios, correspondente a 1880 amostras extraidas, a média obtida foi de 28,3
minutos (+/- 0,9 minutos) para o T1, 68,5 minutos (+/- 1,1 minutos) para o T2 e 2,4
minutos (+/- 0,3 minutos) para o T3. (Tabela 4.2 e Figura 4.1)

No método manual a variavel do tempo (T1, T2 e T3) para 0s 6 ensaios,
correspondente a 54 amostras extraidas, apresentou a média de 3,7 minutos (+/-
2,7minutos) para o T1, 49,7 minutos para o T2 e 24 minutos para o T3 (Tabela
4.3).Tendo em considera¢do que nos dados analisados para 0 método automatico, cada
ensaio incluia a extracdo a 94 amostras e no caso do método manual variou entre 6 e
15 amostras, converteram-se 0s valores obtidos de cada ensaio para 94 amostras
através da multiplicacdo de 94 pelo tempo a ser convertido (T1, T2 e T3) e
posteriormente fez-se a divisdo pelo nimero de amostras extraidas no ensaio. Depois,
foram novamente calculadas as médias de T1, T2 e T3 para o método de extracao
manual. Para o T1 a média foi de 38,9 minutos, para o T2 a média foi de 576,7 minutos
(9 horas e 28 minutos) e para o T3 a média foi de 309,6 minutos (5 horas e 10 minutos).
(Tabela 4.4 e Figura 4.1)

Considerando as 94 amostras, verifica-se que em geral, o método manual

apresenta maior tempo de execugao do que o método automatico. (Figura 4.1)
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Tabela 4.1. “Tempos” recolhidos para o método de extragdo automéatico, em minutos.

Operador | N° de Amostras T T2 T3
1 94 36 76 2
2 38 10 50 2
3 81 27 68 3
2 94 24 64 2
5 94 30 71 3
4 68 18 57 1
6 68 32 72 2
3 94 29 71 4
4 53 15 55 2
3 94 30 72 4
7 79 23 64 3
2 67 19 59 2
3 94 28 68 2
3 94 30 71 3
7 73 22 70 10
2 94 36 76 2
3 94 34 78 6
2 64 18 60 4
2 65 16 57 3
8 64 23 63 2
4 61 15 54 1
4 94 24 63 1
5 94 28 67 1
7 86 22 62 2
4 86 21 61 2
5 65 19 66 9
3 94 28 69 3
8 40 16 55 1
2 67 18 57 1
5 67 21 67 8
4 92 24 64 2
3 5 2 40 1
5 94 28 66 2
2 94 26 64 1
4 94 25 63 2
8 94 31 71 2
2 34 9 49 2
4 94 30 70 2
5 74 21 63 4
4 94 24 64 2
2 94 21 61 2
2 94 24 64 2

Total/Média 3277 23,26 63,86 2,74
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Tabela 4.2. “Tempos” selecionados do método de extracdo automética (20 ensaios

selecionados com 94 amostras) em minutos

Operador | N°de Amostras T1 T2 T3
1 94 36 76 2
2 94 24 64 2
5 94 30 71 3
3 94 29 71 4
3 94 30 72 4
3 94 28 68 2
3 94 30 71 3
2 94 36 76 2
3 94 34 78 6
4 94 24 63 1
5 94 28 67 1
3 94 28 69 3
5 94 28 66 2
2 94 26 64 1
4 94 25 63 2
8 94 31 71 2
4 94 30 70 2
4 94 24 64 2
2 94 21 61 2
2 94 24 64 2

Total/Média 1880 28,3+0,9| 68,45+1,08 | 24+£0,27

Tabela 4.3. “Tempos” recolhidos para o0 método de extragdo manual, em minutos

Operador N° de Amostras T1 T2 T3
4 15 5 50 26

3 5 2 48 27

4 8 3 48 26

4 8 3 45 23

4 6 3 40 18

1 12 6 67 42
Total/Média 54 3,67 49,67 24
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Tabela 4.4. “Tempos” para o método de extracdo automatico, obtidos através de

calculos tebricos para 94 amostras extraidas (em minutos)

Operador T1 T2 T3
4 31,33 313,33 162,93
3 37,6 902.,4 507,6
4 35,25 564 305,5
4 35,25 528,75 270,25
4 47 626,67 282
1 47 524,83 329

Total/Média 38,91 + 2,69 576,66 + 78,12 309,55 + 45,98
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Figura 4.1: Quantificacdo das médias da variavel “tempo” nos métodos de extragdo manual e

automatico.

Método Manual: T1: Tempo de pipetagem — 38,9 +/- 2,7 minutos; T2: Tempo total da extracdo — 576,7 +/-

78,1 minutos; T3: Somatério dos tempos intermédios- 309,6 +/- 46 minutos. Método Automatico: T1: Tempo

de pipetagem — 28,3 +/- 0,9 minutos; T2: Tempo total da extracéo — 68,5 +/- 1,1 minutos; T3: Somatorio dos

tempos intermédios- 2,4 +/- 0,3 minutos. Teste T para: T1, Pvalue = 0,009; T2 Pvalue = 0,001; T3 Pvalue =

0,001.
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Depois de calcular as médias relativas a variavel “tempo” para ambos os
métodos, realizou-se o Teste-T (T-Student) para variaveis independentes utilizando o
software SPSS. Com esta analise pretendeu-se comparar as médias e compreender se
existe uma diferenca significativa entre as médias da variavel tempo dos métodos em
estudo. Foi considerada a existéncia de uma diferenca significativa entre as médias para
p <0,05.

Tabela 4.5. Valores de Significancia da variavel tempo (T1, T2 e T3)

Tempo P (Sig. Teste = T)

T1 0,009
T2 0,001
T3 0,001

Verifica-se a existéncia de uma diferenca significativa para T1, T2 e T3 entre o

método manual e automatico (Tabela 4.5).

4.2. Custos dos Consumiveis e Instrumentacao

Para a recolha de dados da variavel custos foram consultadas faturas dos
diferentes fornecedores. Para a apresentacdo dos resultados, dividiram-se 0s custos
em duas categorias diferentes, os consumiveis e a instrumentagao.

A categoria dos consumiveis, inclui todo o material que é utilizado e de seguida
é descartado, como o caso das pontas, dos Eppendorf’s e das luvas, também se incluiu
neste grupo os kits dos métodos de extragcdo em estudo. O kit utilizado na extragao
manual é o kit CoV RNA da marca A&A Biotechnology e na extracdo automatica € o kit
MagMAX Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation da marca ThermoFisher.

Tal como nas andlises de custos, depois da informacao recolhida foi calculado o
preco unitario de cada material em estudo e foi multiplicado pela quantidade consumida
do recurso para se obter o custo total, em ambos os protocolos foram incluidos os
valores associados ao controlo negativo.

Para a obtencédo do valor da quantidade consumida dos diferentes recursos em
estudo (consumiveis e instrumentacéao), foi contabilizado quanto é que se gastava de
cada recurso na execucdo dos diferentes protocolos de extracdo em estudo. Foram
contabilizadas todas a pontas e Eppendorf’s necessarios, para o processamento de uma

amostra e de 94 amostras. As luvas foram contabilizadas tendo em consideracéo cada
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etapa dos protocolos em que os operadores trocam de luvas para evitar possiveis
contaminagoes.

Nos dados recolhidos sobre os custos dos consumiveis observou-se que para a
extracdo de uma amostra, para método manual, contando com o controlo negativo,
gasta-se 1,04€ em pontas, 3,00€ no kit, 0,08€ em Eppendorf’s e 1,20€ em luvas, 0 que
corresponde a um total de 5,32€. Para o método de extracdo automatico para uma
amostra, contanto com o controlo negativo, gasta-se 1,03 € em pontas, 29,63€ no Kkit,
0,02€ em Eppendorf’s e 0,96€ em luvas, o que corresponde a um total de 31,64€.
(Tabela 4.6 e Apéndice 2- Figura 9.1)

Quando analisamos os mesmos dados dos custos dos consumiveis, mas para
uma extracdo com 94 amostras, observou-se que para o0 método manual gastou-se
30,94€ em pontas, 142,50 € no kit, 3,80€ em Eppendorf's e 7,68€ em luvas, o que
corresponde a um total de 184,92€. Para o método de extragao automatico para 94
amostras, contanto com o controlo negativo, gasta-se 26,28€ em pontas, 159,83€ no
kit, 0,02€ em Eppendorf’s e 1,44 € em luvas, o que corresponde a um total de 187,59€.
(Figura 4.2 e Tabela 4.6)

200,00
184,92 187.59
180,00 ]
160,00 159,83
14250
140,00
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' 0.02 1,44
0,00 | — : —_

Pontas Kit Eppendorf Luvas Total

[ ] Método Manual [ _]Método Automatico

Figura 4.2: Comparacdo da média dos custos dos consumiveis entre os métodos de extragdo
manual e automético. Os calculos foram efetuados por 94 amostras extraidas.

Método Manual: Pontas — 30,94€; Kit — 142,50€; Eppendor’s — 3,80€; Luvas — 7,68; Total — 184,92¢€.
Método Automatico: Pontas — 26,28€; Kit — 159,83€; Eppendor’s — 0,02€; Luvas — 1,44; Total -187,59€.
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Tabela 4.6. Custos médios dos consumiveis em euros

RESULTADOS

Método Manual

Método Automatico

Para a extracao de uma

Para a extracao de 94

Para a extragao de uma

Para a extracao de 94

amostra amostras amostra amostras
Material Precgo unitario (€) Consumo | Custo Total | Consumo | Custo Total | Consumo | Custo Total | Consumo | Custo Total
Pontas 1000 pl 0,084 9 0,756 210 17,640 2 0,168 97 8,148
Pontas 1000 ul Socorex 0,166 0 0,000 0 0,000 3 0,498 24 3,984
Pontas 200 pl 0,065 2 0,130 95 6,175 1 0,065 13 0,845
Pontas 20 pl 0,070 0 0,000 0 0,000 0 0 190 13,3
" Pontas 10 pl 0,075 2 0,150 95 7,125 4 0,3 0 0
g Custo Total Pontas . - 1,036 - 30,940 - 1,03 € - 26,28 €
E Eppendorf's 0,020 4 0,080 190 3,800 1 0,02 2 0,04
E Luvas 0,120 10 1,200 64 7,680 8 0,96 12 1,44
© Kit Manual 1,500 2 2,800 95 133,000 0 0 0 0
Kit Automatico (Reagentes) 1,400 0 0,000 0,000 2 2,8 95 133
Kit Automatico (Plasticos + Pelicula) 26,820 0 0,000 0,000 1 26,83 1 26,83
Total Kit automatico 0,000 0 0,000 0 0,000 - 29,63 - 159,83
Total - - 5,116 € - 175,420 € - 31,64 € - 187,59 €
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Na categoria relativa aos custos com a instrumentagdo, foram incluidos os
instrumentos necessarios para a execucao das técnicas de extracdo em estudo. No
caso do método de extracdo manual nesta categoria foram incluidas as centrifugas e os
suportes para Eppendorf’s. No método de extracdo automatico foi incluido a pipeta
multicanal de 200 pl, a pipeta multicanal eletrénica de 50-1200 ul e o equipamento
KingFisher Flex System da ThermoFisher. Toda a instrumentacdo de uso comum nas
duas técnicas em estudo nao foi considerada (pipetas de 1000 pl, de 200 pl e de 10 pl,
Vortex, temporizadores, camaras de biosseguranca).

Na categoria da instrumentacado, nos dados recolhidos observou-se no método
automatico um custo total de 55 361,00€ (o equipamento KingFisher Flex System da
ThermoFisher no valor de 54 496,00€, a pipeta multicanal de 200 pl no valor de 265,00€
e a pipeta multicanal eletronica de 50-1200 pl no valor de 600,00€), no caso da extragao
manual observou-se um custo total de 3297,80€ (trés centrifugas no valor de 3 225,00€

e 16 suportes de Eppendorf, no valor de 72,80€) (Figura 4.3 e Apéndice 2 - Tabela 9.2).
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Figura 4.3: Comparacao da média dos custos da instrumentacao entre os métodos de extracdo
manual e automatico. Método Manual: Centrifugas — 3 225,00€; Suportes — 72,80; Total — 3 297,80€.
Método Automatico: Equipamento — 54 496,00€; Pipeta Multicanal 200 ul — 265,00€; Pipeta Multicanal
Eletrdnica (50 - 1200 pl) - 600,00€; Total - 55 361€.
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Em relacdo aos custos associados aos consumiveis, verifica-se que o método de
extracdo manual apresenta mais custos associados ao consumo de pontas, Eppendorf’s e
luvas quando comparado com o método automético. No caso dos custos associados
especificamente ao Kit, verifica-se que o custo do kit do método automético € superior ao
do método de extracdo manual. Relativamente aos custos associados & instrumentacéo

verifica-se que o método automatico tem custos superiores (Figura 4.4)
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Figura 4.4: Comparacdo da média dos custos dos consumiveis e da instrumentagdo entre os
métodos de extragdo manual e automatico. Método Automatico: Instrumentagdo — 55 361€;
Consumiveis — 187,59€; Total — 55 548,59€. Método Manual: Instrumentagédo — 3 297,80€; Consumiveis —
184,92; Total — 3 482,72€.

4.3. Custos com Residuos

Para a recolha de dados da variavel custo com os residuos foram consultadas
faturas da empresa Ambimed que faz a recolha dos residuos e foi consultado. Na
selecdo dos dados recolhidos teve-se em consideragdo os residuos do grupo Il
(contentor verde) e IV (contentor preto), referente ao nimero de amostras extraidas em
duas etapas temporais diferentes, nomeadamente, durante a realizacdo exclusiva do
método de extracdo manual e durante a realizacdo exclusiva do método de extracao

automatico.
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Tabela 4.7. Custos com residuos

RESULTADOS

Método Manual Método Automatico
Numero de Custo dos Numero de Custo dos
. contentores contentores
Residuos Custo . contentores ) contentores
utilizados (n=3224) utilizados (n=3176)
(n=3224) - (n=3176) -
Contentores
Verdes 14,70€ 15 220,50€ 13 191,10€
Contentores | 54 15¢ 4 136,64€ 2 68,32€
Pretos
Corto- 14,40€ 12 172,80€ 6 86,40€
perfurantes

Nos dados recolhidos sobre os residuos observou-se que para um namero de
3224 amostras extraidas pelo método manual gastaram-se 15 contentores verdes o que
corresponde a 220,50€, 4 contentores pretos, no valor de 136,64€ e 12 corto-
perfurantes, no valor de 172,80€, o que corresponde a um custo total de 529,94€. Em
3176 amostras extraidas pelo método automatico verificou-se o consumo de 13
contentores verdes, no valor de 191,10€, 2 contentores pretos, no valor de 68,32€ € 6
corto-perfurantes, no valor de 86,40€, o que corresponde a um custo total de 345,82€.

Estes custos foram calculados tendo em consideracéo que cada contentor verde
custa 14,70€, os contentores pretos 34,16€ e os corto-perfurantes 14,40€. (Tabela 4.7)
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Figura 4.5: Comparacdo da média dos custos dos residuos entre os métodos de extracéo
manual e automatico. Método Manual: Contentores verdes — 220,50€; Contentores pretos — 191,10€;
Corto-perfurantes — 172,80€; Total -529,94€. Método Automatico: Contentores verdes — 191,10€;
Contentores pretos — 68,32€; Corto-perfurantes — 86,40€; Total — 345,82€.
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Em relacdo aos custos associados aos residuos, verifica-se que na generalidade o
método manual apresenta maiores custos quando comparado com o0 método automatico,

principalmente ao nivel dos contentores pretos e corto-perfurantes. (Figura 4.5)

4.4. Avaliacao dos espacos ocupados

Foi avaliado o0 espaco necessario para armazenar os kits e os consumiveis dos
métodos de extracdo em estudo, de modo a compreender qual o método que apresenta
maior rentabilidade dos espacgos ocupados, para o processamento do mesmo ndmero
de amostras. O espago ocupado necessario para os dois métodos foi considerado para
0 mesmo numero de reacdes (4000 reacdes, amostras e controlos).

O kit de extracdo manual, é constituido por uma caixa que inclui, os reagentes,
as microcoluna e os tubos coletores. Cada caixa deste kit da para cerca de 200 reacbes
e tem um volume de 9661 cm?3. Para as 4000 reacdes, sdo necessarias 20 caixas deste
kit, o que corresponde a um espaco utilizado de armazenamento de 193 220 cm?.
(Figura 4.6)

O kit da extrac@o automatica divide-se em reagentes e nos plasticos. Para 4000
reacdes, é necessario 0 armazenamento dos seguintes reagentes: duas garrafas de
Binding Solution de 550ml (2671,92 cm?®), uma garrafa de 2 litros de Wash Solution
(3146 cm3), duas garrafas de 1litro Etanol a 80% (3402 cm?), duas garrafas de Elution
Buffer de 100 ml (318,08 cm?), duas garrafas de Binding Beads de 20 ml (84,82 cm?®) e
duas garrafas de Proteinase K de 10 ml (54 cm?). O que perfaz um total de espaco
ocupado por reagentes de 9676,82 cm?®. Para 4000 reacdes, € necessario o
armazenamento dos seguintes plasticos: 172 Deepwell 96 Plate, o que corresponde ao
armazenamento de 4 caixas com 50 placas cada (122 760 cm?®); 43 Tip comb, que
corresponde ao armazenamento de 5 caixas com 10 Tip comb cada (19 890 cm?); 43
Tip Comb Plate, 0 que corresponde ao armazenamento de 1 uma caixa com 48 Tip
Comb Plate (13 072 cm?®). O que perfaz um total de espaco ocupado por plasticos de
155 722 cm?®. No total sdo necessarios 165 398,82 cm? para armazenar o kit do método
automético para 4000 reacdes. (Figura 4.6)

Para 4000 reacGes com o método manual, € necessario o armazenamento dos
seguintes consumiveis: 28 caixas de luvas (64 313,2 cm?); 17 sacos de Eppendorf's
(49 572 cm?®); 93 caixas com 96 pontas de 1000 pl (126 340,5 cm®); 43 caixas com 96
pontas de 200 pl (35 049,3 cm?); 43 caixas com 96 pontas de 10 pl (35 049,3 cm?®). O

gue perfaz um total de espaco ocupado por consumiveis de 310 324,3 cm?®. (Figura 4.6)
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Para 4000 reac6es com 0 método automatico, € necessario o armazenamento
dos seguintes consumiveis: 6 caixas de luvas (13 781,4 cm?®); 1 saco de Eppendorf's
(2 916 cm?®); 54 caixas com 96 pontas de 1000 pl (73 359 cm?); 6 caixas com 96 pontas
de 200 pl (4 890,6 cm?); 85 caixas com 96 pontas de 20 pl (69 283,5 cm?®). O que perfaz
um total de espaco ocupado por consumiveis de 164 230,5 cm?. (Figura 4.6)

Para a apresentacdo dos valores na figura 4.6, foi utilizado o fator de divisdo

100, para facilitar a observagéo dos resultados.
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Figura 4.6: Comparacédo da média do espago ocupado dos kits e consumiveis entre os métodos
de extragdo manual e automatico. Os calculos foram efetuados por 4000 reacdes. Método Manual:
Kit — 193,2 (193 220 cm?); Consumiveis (pontas, eppendorfs e luvas) — 310,3 (310 324,3 cm?®); Total —
503,5 (503 544,3 cm?® Método Automatico: Kit (reagentes e plasticos) — 165,4 (165 398,8 cm3);
Consumiveis (pontas, eppendorf’s e luvas) — 164,2 (164 230,5 cm3); Total — 329,6 (329 629,3 cm?).

4.5. Opinido dos Técnicos de Saude sobre os dois métodos de extracao

em estudo através de entrevista estruturada

De modo a conhecer a opinido dos técnicos de saude sobre a complexidade, o
risco, a preferéncia pessoal, a eficiéncia e a qualidade associadas a cada um dos
métodos em estudo, realizou-se uma entrevista estruturada aos 8 técnicos do
laborato6rio em estudo.

Esta entrevista foi constituida por 19 questdes, organizadas em cinco grupos que
abordavam diferentes aspetos sobre os dois métodos de extracdo em estudo, incluindo
perguntas sobre a complexidade na execucdo dos métodos, 0s possiveis riscos de
contaminacdo, qual o método de preferéncia para a execucdo da extragcdo, qual a

opinido sobre a qualidade dos dois métodos e qual a opinido sobre a eficiéncia em
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termos de fluxo de trabalho dos dois métodos em comparacdo. Estas questdes foram

colocadas aos técnicos de modo individual para ndo existir a influencia de grupo.

Complexidade dos Protocolos

Foi questionado aos técnicos sobre qual dos métodos em estudo requer maior
motricidade fina (destreza e precisdo manual). Verificou-se que 100% dos entrevistados
referiram que o método de extragdo manual requer maior motricidade fina em
comparacdo com o método de extracdo automatica.

No que toca a comparagdo entre os dois métodos de extragdo no numero de
pipetagens, observou-se que 50% dos técnicos acham que o protocolo de extracédo
manual A&A é mais dificil de realizar do que o protoloco de extracdo automatica da
Thermo, e os outros 50% dos técnicos demonstrou ndo ter uma opiniao definida sobre
esta questao.

Na dltima questdo onde foi abordada diretamente a complexidade dos
protocolos, 87,5% dos entrevistados acham que o método de extracdo manual € mais
complexo do que, o método de extragdo automatico e 12,5% demonstrou n&o ter uma

opinido definida sobre esta questao.

Risco de Contaminacgéo

No que diz respeito ao risco de possiveis contaminacdes foi questionado se o
método de extragcdo manual tem maior probabilidade de ocorréncia de contaminacdes
entre amostras, em comparagdo com o método de extracdo automatica. Verificou-se
gue 100% dos entrevistados concordaram com esta questdo e afirmaram que existe
maior risco de contaminagdo no método manual.

Foi a abordada a questdo sobre os riscos de seguranca para o operador na
realizacao dos protocolos em estudo, onde 62,5% dos técnicos acham que o método de
extracdo manual apresenta maiores riscos de seguranca para 0 operador em
comparagdo com o0 método de extra¢do automatico e 37,5% demonstraram n&o ter uma

opinido perante esta questao.

Preferéncia da técnica
Foi colocada uma questdo sobre a preferéncia da realizacdo do protocolo
manual no caso de ser necessario processar apenas 10 amostras. Observou-se que

62,5% dos entrevistados preferem utilizar o método manual para extrair apenas 10
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amostras, 12,5% afirmou preferir o método automético e 25% mostrou nao ter opiniao
sobre utilizar uma técnica ou outra, para um nimero reduzido de amostras.

Posteriormente, foram colocadas duas questdes semelhantes a anterior onde se
guestionou a preferéncia da utilizacdo do método manual para a extracdo de 50 e 94
amostras. Verificou-se que 100% dos técnicos, em ambas as questdes, demonstraram
preferir o método automético ao manual para extrair 50 ou 94 amostras.

No que diz respeito & motivacéo dos operadores na execucao da técnica, 62,5%
dos técnicos sentem-se mais desmotivados quando tem que realizar o protocolo manual
em comparacdo com o protocolo automatico, 25% mostraram-se indiferentes perante
esta questao e 12,5% nao se sentem mais desmotivado no método manual a comparar
com o automatico.

Foi questionado aos técnicos se achavam que demoram mais tempo a realizar
o protocolo do método de extragdo manual do que no método automatizado e 100% dos
entrevistados afirmaram que sim, que sentiam que demoravam mais tempo a processar
amostras com o método manual do que com o0 método automatico.

Foram colocadas trés questdes relacionadas com a dificuldade de realizacéo dos
métodos de extragdo em estudo e sobre a aprendizagem. Observou-se que 75% dos
técnicos afirmaram que sentiram mais dificuldade a aprender a técnica de extragcao
manual do que a técnica de extracdo automatica, 12,5% afirmaram que ndo sentiram
maior dificuldade em aprender a técnica manual quando comparado com a
aprendizagem da técnica automatica; e 12,5% dos entrevistados ndo demonstraram ter
opinido sobre estas questdes.

Quando foram questionados sobre sentir mais dificuldade a realizar o protocolo
de extracdo manual do que o método automatico, pela primeira vez e nas primeiras 5 a
10 vezes, 87,5% dos entrevistados concordou que sentiram mais dificuldade a realizar
0 protocolo de extragdo manual do que o método automatico, pela primeira vez e nas
primeiras 5 a 10 vezes; e 12,5% n&o tiveram opinido sobre estas questdes.

Foi questionado aos técnicos se em termos ergonémicos (durante a sua
realizacdo dos métodos) achavam que o método manual € mais confortavel do que o
método automatizado e 87,5% dos técnicos acham que o método automatizado € mais

ergondémico enquanto 12,5% nao ter opinido sobre este assunto.
Qualidade

Foi questionado aos técnicos se sentiam mais confiantes em relacédo a qualidade

dos resultados obtidos pelo método de extracdo manual quando comparado com o
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método automético, 62,5 % dos técnicos demonstrou-se indiferente, referindo que se
sentem confiantes em ambos os métodos, 25% sente-se mais confiante com os
resultados obtidos no método automatizado e 12,5% mais confiantes com o método

manual.

Eficiéncia

Em relagdo a avaliacéo da eficiéncia, verificou-se que 100% dos entrevistados
acham que, no caso de existir um aumento subito de amostras para serem processadas,
0 método de extracdo manual ndo consegue dar resposta e tera que haver tempo laboral
extraordinario, enquanto o método automatico consegue dar resposta sem ter que haver
tempo laboral extraordinario.

Relativamente a organizacdo de equipas, fluxo de trabalho, preparacédo de
material e comunicacgédo entre as equipas de operadores, 100% dos técnicos acha que
a eficiéncia do fluxo de trabalho relativamente a estes aspetos é mais facil de obter no

método de extracdo automatico do que no método de extracdo manual.

45. Limitacdes

Devido ao pouco uso do método de extragdo manual na rotina laboratorial no
local em estudo, o nimero de dados recolhidos para a variavel “tempo” foi reduzido (54
amostras), quando comparado com o método de extracdo automatico (3277 amostras,
das quais se selecionaram 1880 amostras).

A entrevista estruturada foi aplicada a 8 técnicos do laboratorio, se tivesse sido
aplicada a mais pessoas, penso que 0s resultados poderiam ser mais representativos.
No entanto é dificil encontrar mais técnicos que pudessem participar na entrevista, visto
gue, mesmo a nivel nacional sdo poucas as instituicdes que utilizaram ou utilizam ambos
0s métodos de extragdo (manual e o automético). Se o numero de entrevistados tivesse
sido superior, penso que os resultados poderiam ser mais representativos.

Uma das maiores dificuldades e limitacbes que senti foi encontrar estudos no

mesmo ambito deste que pudessem fundamentar os resultados obtidos.
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5. Discusséao dos resultados

Para o estudo dos indicadores de gestéo laboratorial associados aos métodos de
extracdo de RNA, automatizados e manuais, na detecdo de SARS-CoV-2 em
exsudados nasofaringeos, foram analisados dados de 5 variaveis: tempo de realizagédo
de cada um dos métodos de extragdo em estudo; custos associados a cada um dos
métodos em estudo em relacdo a: consumiveis, instrumentagéo, kits e residuos;
utilizacao de espacos na gestdo de stock e logistica associada a cada um dos métodos;
complexidade na execucao dos dois protocolos.

Para as variaveis tempo e custos associados aos consumiveis, foi escolhido o n
de 94 amostras, devido ao facto das placas multipocos utilizadas no método de extracéo
automatica serem compostas por 94 pocos com amostras bioldgicas em cada corrida
de extracdo completa. Os dados recolhidos relativos ao método de extracdo manual
compreenderam um menor nimero de amostras sendo posteriormente calculado o valor

tedrico para 94 amostras, de modo a permitir a comparacao entre os dois métodos.

Tempo

Analisando os resultados obtidos na variavel tempo de execucao dos protocolos
dos dois métodos de extracdo em estudo, verificou-se que o método de extracdo manual
apresentou valores superiores ao método de extracdo automatico nos trés tempos
estudados (T1 - tempo de pipetagem, T2 - tempo total da extracdo e o T3 - Somatério
dos tempos intermédios). O T1 para 94 amostras, é semelhante em ambos 0os métodos,
a diferenca foi de 10,6 minutos a mais no método manual. Esta diferenca pode ser
justificada pelo facto de que, no método manual, de cada vez que se pipeta uma amostra
€ necessario abrir o Eppendorf e de seguida fechar, enquanto no método automatico é
apenas necessario pipetar a amostra diretamente para a placa de multipocos.

No T2 e no T3 para a extracdo de 94 amostras, verificou-se uma diferencga entre
0 método manual e 0 método automatico de 508,2 min (8 horas e 28 min) e de 307,2
min (5h e 7min), respetivamente. Estas diferencas entre ambos 0os métodos de extracdo
podem ser justificadas através da observacao dos protocolos de ambos os métodos,
onde se pode verificar que no método manual sdo necessarios mais passos de
pipetagem de diferentes reagentes e centrifugactes (21 passos); bem como em cada
pipetagem é necessario abrir e fechar as minicolunas, correspondente a cada amostra
(Anexo 1 e 2). No caso dos tempos estimados relativos ao método de extracao manual

deve-se ter em consideracao que forem feitos calculos tedricos, na pratica € muito dificil
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apenas um operador fazer a extracdo de 94 amostras, normalmente este método €
apenas utilizado quando existe um menor volume de amostras para processar.

Antes de se adquirir 0 método automatico no laboratorio, utilizava-se o kit CoV
RNA da marca A&A Biotechnology (extracdo manual). Quando existia um grande
volume de amostras era necessario um operador (responsavel por pipetar as amostras
e 0s reagentes) e um assistente (que era responsavel pela prepara¢do de todo o
material necessario a realizacao do protocolo: identificacdo Eppendorf’s e minicolunas
e a realizacao das centrifugacfes), cada par de técnicos (operador e assistente) extraia
apenas 48 amostras de uma s6 vez, sendo inexecutavel a extracdo de 94 amostras de
uma s6 vez, por cada par.

Para verificar se as diferencas entre os diferentes tempos considerados (T1 -
tempo de pipetagem, T2 - tempo total da extracdo e o T3 - Somatdrio dos tempos
intermédios) eram significativas na rotina laboratorial, aplicou-se o Teste-T, no software
IBM SPSS V26 e no software GraphPad Prism 9.3.1. Verificou-se que o método de
extracdo automatico é significativamente mais rapido do que o método de extracado
manual.

E importante ainda referir também que no método manual s6 podemos comecar
a extrair um novo set de amostras quando se termina por completo a extracdo do set de
amostras anteriores. No caso do método de extra¢éo automatico, assim que se finalizam
0Ss passos iniciais de um set de amostras, coloca-se a placa multipo¢os no equipamento
e pode-se comecar a extrair em seguida um novo set de amostras, poupando-se 23
minutos.

Os resultados obtidos para esta variavel foram concordantes com os resultados
obtidos por Dundas e colegas em 2008, onde foram comparados dois tipos de métodos

de extracdo autométicos e um tipo de método de extracdo manual (52).

Custos Consumiveis e Instrumentacéo

Na variavel sobre os custos, na categoria dos consumiveis verificou-se um custo
superior no método manual no consumo de pontas, Eppendorf's e de luvas em
comparacdo com o método automatico, tanto na extracdo de uma amostra como na
extracdo de 94 amostras. Este consumo superior de pontas no método de extracao
manual pode ser justificado pelo facto de ser necessario a pipetagem de mais reagentes.

No caso dos Eppendorf’s, no método de extracdo manual, por cada amostra
extraida sdo necessarios dois Eppendorf’s (um para pipetar a amostra com o primeiro

reagente e um para o ultimo passo: eluicdo), enquanto no método de extracao
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automético (para 1 amostra ou 94 amostras), apenas € necessaria a utilizacao de um
Eppendorf para fazer a mix de MS2 com Proteinase K (passo 3 do Anexo 2). Pelo que
se verifica um valor de 3,78euros de diferenca entre os dois métodos, sendo 0 método
automético o mais rentavel.

No caso das luvas, no método de extracdo manual existem mais passos
suscetiveis de contaminag¢do quando comparado com o método de extracdo automatico:
abertura dos Epeendorf’s, das minicolunas, retirada das minicolunas da centrifuga e
troca dos tubos coletores. Na execucdo destes passos existe a possibilidade de
saltarem gostas potencialmente contaminadas para as luvas e neste caso, o operador
deve trocar de luvas. Assim, era de esperar que seja consumido um maior nimero de
luvas no método manual em comparagédo com o método automatico.

Relativamente aos custos dos kits, 0 método de extracdo automatico apresenta
um valor superior tanto para a extragdo de uma amostra como para 94 amostras. Para
uma amostra o kit do método de extragdo automatico € 26,63€ mais caro do que o kit
de extragdo manual, no entanto para 94 amostras extraidas a diferenca é de 17,33€.

Esta diferenca esta relacionada com a constituicdo do kit de extracdo
automatico, pois o kit MagMAX Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation da marca
ThermoFisher, é constituido por reagentes (1,40€ por reagéo), por plasticos (26,03€) e
pela pelicula adesiva (0,80€) que é utlizada no final para vedar a placa com a elui¢ao.
Isto significa que, quer se processe 1 ou 94 amostras os custos associados aos plasticos
e a pelicula sdo os mesmos, pois cada conjunto de plasticos da para a extragcdo de 1 a
94 amostras.

Na variavel custos associados a instrumentacao, verificou-se que o método de
extracdo automatico tem valores superiores aos custos do método de extracao manual.
Estes custos sao fixos e independentes do nimero de amostras extraidas, pois quer se
faca a extracdo de 1 ou 1000 amostras 0s instrumentos existem no laboratério, por isso,
ao longo do tempo tém que se considerar que este valor é superado pelo lucro.

Os resultados obtidos para esta varidvel foram concordantes com os resultados
obtidos por Dundas e colegas em 2008, onde foram comparados dois tipos de métodos

de extracdo autométicos e um tipo de método de extracdo manual (52).

Custos Residuos
Na variavel custos associados aos residuos gerados em ambos os métodos de
extracdo em estudo, verificou-se uma producdo de residuos superior no método de

extragdo manual quando comparado com o0 meétodo de extracdo automatico e
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consequentemente custos superiores. No caso dos contentores pretos, bem como nos
contentores corto-perfurantes, verificou-se o dobro do consumo no caso do método de
extracdo manual, este consumo pode-se justificar pelo consumo superior de pontas,
pois as pontas sao descartadas para estes contentores bem como os Epeendorf’s e os
tubos coletores da primeira etapa que contém “fenol e contaminantes bioldgicos”. O
consumo de contentores pretos é dependente do consumo dos contentores corto-
perfurante, uma vez que cada contentor preto leva trés contentores corto-perfurantes.
No caso dos contentores verdes também se verificou 0 consumo de mais dois
contentores no método de extracdo manual do que no método de extra¢do automatico,
este consumo esta relacionado com o descarte dos tubos coletores e das minicolunas
ao longo das diferentes etapas do protocolo de extracdo manual, também como foi
referido anteriormente para o mesmo numero de amostras extraidas em ambos os
métodos de extracdo é necessario mais tempo e perante um maior nimero de amostras,
S80 necessarios mais recursos humanos e isto significa um maior consumo de EPIs
(fatos, batas, mascaras e luvas), que por sua vez sdo descartados para 0s contentores

verdes.

Avaliacdo dos espacos ocupados

Na variavel relacionada com os espac¢os ocupados pelos kits e os consumiveis
(luvas, pontas e Eppendorf’'s) de ambos os métodos de extracdo em estudo, observou-
se que o método manual requer mais espago para armazenar as caixas dos kits, bem
como, os diferentes consumiveis para 0 mesmo nimero de amostras extraidas, quando
comparado com o método de extracdo automatico. Para o armazenamento de kits e de
consumiveis para 4000 reacdes de extracdo, observou-se que o método manual requer
mais 173 915 cm?. Este resultado esta relacionado com o facto de serem necessarios
maior nimero de caixas de armazenamento de consumiveis no método manual em

relacdo ao automatico.

Opinido dos Técnicos de Saude sobre os dois métodos de extragcdo em estudo

através de entrevista estruturada (anexo/apéndice?)

Complexidade dos Protocolos
No tema relacionado com a complexidade na execucdo dos protocolos dos
métodos de extracdo em estudo, todos os técnicos foram da opinido de que o método

de extracdo manual requer maior motricidade fina quando comparado com o método de
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extracdo automatico. Este resultado pode ser justificado pelo facto de o protocolo do
método de extracdo manual ter maior nUmero de passos e requerer maior numero de
pipetagens, bem como, a abertura e fecho dos Eppendorfs varias vezes, das
minicolunas e a troca dos tubos coletores nas diferentes fases.

Quando foi abordada diretamente uma questdo sobre a complexidade dos
protocolos, 87,5% dos entrevistados foram da opinido de que o método de extracao
manual é mais complexo, este resultado pode estar relacionado com o facto deste
protocolo exigir mais confirmacoes de identificacdo (dos tubos iniciais, das minicolunas
e dos Eppendorf’s), bem como, o tempo de execucdo do protoloco ser mais longo, e o
préprio protocolo exigir um maior nimero de pipetagens de reagentes.

Quando foi discutido o0 nimero de pipetagens necessario em ambos 0s métodos
de extracdo, 50% dos técnicos foram da opinido de que o protocolo manual € mais dificil
de realizar e os outros 50% ndo demonstrou ter uma opinido defina, esta indecisdo pode
ser justificada pelo uso de pipetas multicanais no protocolo do método de extracao
automatica. Ou seja, ndo significa que o protocolo do método automatico tenha
realmente menos pipetagens, mas o facto da utilizagdo das multicanais ajuda imenso
na realizagc&o do protocolo do método de extracdo automéatico, pois em vez de se pipetar

poco a poco, pipeta-se oito de uma vez.

Risco de Contaminacgéo

Quando foi discutida com os entrevistados a questdo relacionada com risco de
contaminagdes, todos acharam que existe maior risco de contaminagdo na execucéo
do método de extracdo manual do que, no método de extracdo automatico. Esta opinido
pode ser justificada pelos diferentes passos do protocolo suscetiveis de contaminacao
entre amostras, como por exemplo, abrir os Epeendorf’s, as minicolunas, ao retirar-se
as minicolunas da centrifuga e ao trocar-se 0s tubos coletores, existe a possibilidade de
saltarem gostas potencialmente contaminadas para as luvas. Se 0 operador néo trocar
de luvas e for manipular os outros tubos, estes podem ficar contaminados com material
biolégico dos tubos anteriores.

Também foi feita uma questdo sobre a seguranca do operador em relacdo ao
risco e contaminacao. Verificou-se que 62,5% dos técnicos referiram que o protocolo do
método de extracdo manual € menos seguro do que o automdtico e 0s restantes
mostraram n&o ter uma opinido bem definida, demonstrando sentirem-se seguros em
ambos os métodos de extracdo. Este risco para os operadores pode estar relacionado

com alguns procedimentos que foram abordados anteriormente, como o facto dos
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Eppendorf’s e das minicolunas necessitarem de sair da camara de fluxo laminar para a

centrifugacao, o que expde mais os operadores a possiveis contaminacoes.

Preferéncia da técnica

Relativamente a preferéncia do utilizador por uma das técnicas em estudo, foi
guestionado, qual o método de extracdo que preferiam utilizar, no caso de ser
necessario extrair 10, 50 e 94 amostras. No caso das 10 amostras a maioria dos
entrevistados mostrou preferir utilizar o método manual, esta opinido, pode estar
associada ao uso dos recursos visto que sdo s6 10 amostras ndo compensa utilizar os
plasticos do método de extracdo automatico considerando que da para 94 amostras em
cada set. E com poucas amostras a diferenca de tempo do processamento ndo € téo
diferente entre os métodos de extracdo como quando sdo extraidas muitas amostras.
No caso de ser necessario extrair 50 ou 94 amostras todos os técnicos optaram pelo
método automatico, por se justificar o uso dos plasticos bem como o tempo necessario
no método de extracdo manual para o processamento deste volume de amostras.

Foi abordado o tema da motivacdo dos técnicos face a realizacdo dos
diferentes métodos em estudo. Verificou-se que a maioria dos técnicos sente-se mais
desmotivado quando tem que utilizar o método de extracdo manual em comparagéo
com o método de extracdo automatico. Esta desmotivacédo pode estar relacionada com
alguns fatores que ja foram referidos anteriormente, como a complexidade do protocolo,
0 risco de contaminagdo e tempo necessario para a execuc¢ao do protocolo, claro que
esta motivagdo também varia com o nimero de amostras para extrair.

Foi questionado na entrevista se os técnicos acham que demoram mais tempo
a realizar o protocolo do método de extracdo manual em comparag¢ao com o método de
extracdo automatico e todos os técnicos concordaram que sentem que demoram mais
tempo a realizar o protocolo do método de extracdo manual do que o método de
extracdo automatico. Tendo em consideragdo os dados anteriormente analisados
podemos afirmar que para além de ser uma sensacao dos técnicos € mesmo uma
realidade (Figura 4.1). O método de extracdo manual requer mais tempo do que o
método de extracdo automatico. Mesmo quando sdo poucas amostras o0s téchicos
podem ter esta sensacdo por ndo estarem tdo motivados e pela complexidade do
método.

Foram colocadas trés questdes na entrevista aos técnicos sobre a dificuldade de
aprendizagem e de realizacdo dos dois métodos de extracdo em estudo. A maioria dos

entrevistados referiu sentir mais dificuldade em aprender e a realizar pela primeira vez
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e nas primeiras 5 a 10 vezes o protocolo do método de extragdo manual do que o
método de extracdo automatico. Esta dificuldade pode estar relacionada com a
complexidade da técnica bem como todos os cuidados necessérios para evitar possiveis
contaminac6es ao longo de todo o processo de extracao.

Ainda sobre a preferéncia da técnica, foi questionado aos técnicos a opinido
sobre qual dos métodos em termos ergondmicos € mais facil de realizar, a maioria
considera o método de extracdo automatico mais ergonémico, demonstrando de um

modo geral a preferéncia pelo método de extra¢cdo automatico.

Qualidade

Na entrevista foi questionado aos técnicos com qual dos métodos de extracéo
se sentiam mais confiantes em relacdo a qualidade dos resultados obtidos. A maioria
dos entrevistados mostrou-se indiferente, referindo que se sentem confiantes em ambos
0s métodos de extracdo. Este resultado demonstra que apesar dos dados anteriores
serem mais favoraveis para o0 método de extracdo automatico, o0 método de extracéo
manual também é considerado de qualidade pelos profissionais e que estes confiam

nos resultados que obtém.

Eficiéncia

Na entrevista foi abordado o tema da eficiéncia e foi questionado aos técnicos
gue perante um aumento subito de amostras qual dos dois métodos de extragédo
conseguiria dar uma resposta mais rapida e eficiente sem que necessitassem de fazer
horas extraordinarias. Perante esta questao todos os técnicos acharam que o método
de extragdo automatico conseguiria dar uma melhor resposta face ao método de
extracdo manual. Esta opinido pode ser justificada por alguns dados referidos
anteriormente, tal como, o tempo de extracdo e a complexidade na execucdo dos
protocolos, estes foram concordantes entre si demonstrando que o método de extragédo
manual demora mais tempo e é mais complexo. Assim, perante um aumento subido de
amostras o método de extracdo automatico conseguiria dar uma resposta mais eficiente.

Foi ainda feita uma questao relacionada com a organizacao de equipas, fluxo de
trabalho, preparacdo de material e comunicacdo entre as equipas, onde todos 0s
técnicos foram da opinido de que todos estes parametros sdo mais faceis de concretizar
com o método de extragcdo automéatico, demonstrando que este método é considerado
pelos profissionais mais eficiente. No caso do método de extragdo manual para um

numero elevado de amostras, necessita de mais técnicos, mais tempo de preparacéo
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de material, pois todos 0s Eppendorf’'s e minicolunas tem que ser organizados em
suportes e numerados. Neste método de extracdo também ¢é fundamental a
comunicac¢ao entre equipas pois vao ter que partilhar as centrifugas e € importante saber
em que fase do protocolo cada equipa esta, para ndo existirem passos sobrepostos.
Todos estes pontos sdo mais complexos no método de extragdo manual do que no

método de extracdo automéatico, que revela ser mais simples e rapido, por isso, eficaz.
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6. Conclusao e consideracdes finais

Na gestdo de um laboratério de diagndstico, tal como noutras instituicdes é
necessario fazer escolhas e tomar decisfes, neste estudo em especifico foi avaliada a
gestdo associada a escolha de dois tipos de métodos de extracdo e purificacdo de RNA
viral, para posterior diagndstico molecular por rRT-PCR de SARS-CoV-2. Num mundo
com tantas op¢des disponiveis no mercado a escolha de um método em detrimento de
outro, é fundamental pois influencia todo o funcionamento do laboratério e, por
conseguinte, a satisfacao dos objetivos do mesmo.

A técnica ideal de extracdo, neste caso, serd aquela que disponibilize grande
guantidade de RNA puro, de modo rapido, com pouco custo e capaz de permitir a
extracdo de um grande nimero de amostras simultaneamente. Para se fazer uma
escolha fundamentada é essencial avaliar diferentes variaveis associadas a cada
meétodo de extracdo, como as que foram utilizadas neste estudo.

A realizacdo deste projeto permitiu compreender as principais vantagens e
desvantagens em termos de dgestdo laboratorial (tempo, custos, espaco de
armazenamento e complexidade) dos dois métodos de extracdo de RNA (método
manual e 0 método automético) utilizados no laboratério de diagnéstico para a COVID-
19 do ABC, permitindo concluir que:

1. O método de extracdo manual é significativamente mais demorado do
que o método de extragdo automatico. Nos trés “tempos” estudados (T1 — tempo
de pipetagem, T2 — tempo total da extracdo e T3 — somatério dos tempos
intermédios)

2. O método de extracdo manual apresentou custos mais elevados quando
comparado com o método de extracdo automatico relativamente ao material
consumivel (pontas, Eppendorf’s e luvas).

3. Quando comparados os custos dos kits de ambos os métodos de
extracao, verificou-se que o kit do método de extragdo automatico tem um valor
superior ao kit do método de extragcdo manual.

4. O método de extracdo manual apresentou custos inferiores quando
comparado com o método de extracdo automatico relativamente a
instrumentacéo necesséria para execucao das técnicas.

5. O método de extracdo manual necessita de mais espago de

armazenamento quando comprado com o0 método de extracdo automatico.
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6. O método de extracdo manual, € considerado pelos operadores mais
complexo, de um maior risco de contaminacgdo biolégica e menos eficiente na
organizacao do fluxo de trabalho, quando comparado com 0 método de extracao
automaético.

7. Os operadores demonstraram preferir realizar o método de extracéo
automético, considerando-o mais motivador, rapido, facil de aprender e de
executar nas primeiras vezes e mais ergonémico.

8. Em relacdo a opinido dos operadores acerca da qualidade dos
resultados, os operadores sentem-se confiantes em ambos os métodos de

extracao.

No futuro seria importante realizar estudos semelhantes a este, nao
necessariamente para o diagndstico de SARS-CoV-2, mas sim incluido outros
microrganismaos, pois estas técnicas podem ser utlizadas para a detecdo de uma ampla
diversidade de microrganismos. Seria relevante o estudo de outros kits, por exemplo,
mais dois kits de extragdo manual e outros dois de extracdo automatica, com o objetivo
de compreender se as vantagens que se observaram no método de extragdo automéatico
deste estudo, sdo semelhantes no estudo de outros métodos automaticos.

Como perspetivas futuras poderd ser incluida a variavel tempo de trabalho, que
represente os custos com recursos humanos e o tempo consumido por cada um dos
tipos de métodos de extragdo de RNA.

Numa vertente mais laboratorial era interessante avaliar ainda a qualidade e a

guantidade do RNA extraido em ambos os métodos de extra¢cao em estudo.
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ANEXOS

8. Anexos

Anexo 1 - Protocolo do “Kit CoV RNA - A&A Biotechnology“ (Método de
Extracado Manual) (53)

© © N o 0 s~ 0N PRF

I o el
AN W N P O

15

19.
20.
21.

Pipetar 150 pl da amostra para um tubo Eppendorf de 1,5ml.

Adicionar 300 pl do reagente R9F.

Agitar no Votéx durante 10 segundos.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 250 pul de Isopropanol e homogeneizar no vortéx.

Transferir 700 pl da mistura (amostra + R9F + Isopropanol) para uma minicoluna.
Centrifugar durante 1min entre 12 000 e 14 000 RPM.

Colocar a minicoluna num novo tubo de 2ml.

Adicionar 700 pl do reagente Al (solucdo de lavagem).

. Centrifugar durante 1min entre 12 000 e 14 000 RPM.
. Colocar a minicoluna num novo tubo de 2ml.

. Adicionar 700 pl do reagente Al (solucdo de lavagem).
. Centrifugar durante 1min entre 12 000 e 14 000 RPM.

. Remover o liquido obtido na centrifugacao do tubo de 2ml e voltar a colocar a

minicoluna.

. Adicionar 300 pl do reagente Al (solucdo de lavagem).
16.
17.
18.

Centrifugar durante 2 min entre 12 000 e 14 000 RPM.

Colocar a minicoluna num tubo Eppendorf estéril de 1,5 ml.

Adicionar 60 pl de agua esterilizada no centro da membrana da minicoluna,
evitando tocar na membrana com a ponta da pipeta.

Incubar durante 3 min a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 1min entre 12 000 e 14 000 RPM.

Descartar a minicoluna, fechar corretamente o Eppendorf com o RNA extraido e

colocar a -20°C.
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ANEXOS

Anexo 2 - Protocolo “MagMAX™ Viral/Pathogen Il (MVP II) Nucleic Acid
Isolation Kit” (Método de Extracdo Automatico) (54)

Para cada extracdo sao necessarias 4 placas multipocos (KingFisher
Deepwell 96 Plate) com reagentes diferentes, um Tip Comb e uma Tip Comb
Plate.

Il. Antes de se pipetar 0os reagentes para as KingFisher Deepwell 96 Plate &
necessario preparar o reagente utilizado no Wash 2, o etanol a 80%, para a
preparacdo de um litro deste reagente sdo necessérios 800ml de etanol

100% e 200ml de Ambion™ Nuclease-Free Water.

Il No laboratério em estudo, de modo a facilitar a organizacao do trabalho as
placas com os reagentes sao devidamente pipetadas, identificadas, seladas
e armazenadas no frigorifico a 18°C até 24 horas antes se serem utilizadas

para a extracdo de amostras.

Tabela 8.1. Volume em microlitros dos reagentes e placas correspondentes

Nome da Placa Reagente Volume
Sample Binding Solution 265 pl
Wash 1 Wash Solution 500 pl
Wash 2 Etanol 80% 500 pl
Elution Elution Buffer 50 ul

Depois das amostras serem organizadas e numeradas com o ndmero interno do

laborat6rio séo processadas, seguindo o seguinte protoloco:

1. Pipetar 200 pl das amostras para 0s pog¢os da placa Sample, previamente
preparada, no caso do controlo negativo € pipetado 200 pl de agua livre de
nuclease;

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente;

3. Preparar a mistura de 1:1 de MS2 e Proteinase K, pipetar 10 pl da mistura em
cada poco da placa Sample (5 pl de MS2 e 5 pl de Proteinase K);

4. Pipetar 10 ul de binding beads para cada poco;
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10.

11.

12.

13.

ANEXOS

Ligar o equipamento KingFisher Flex System da ThermoFisher, selecionar o
protocolo “MVP_2Wash_200_Flex” e carregar no botdo Start.

Colocar na primeira posicao do equipamento Tip Comb encaixado na Tip Comb
Plate;

Carregar no botdo Start e colocar a placa Wash 1;

Carregar no botéo Start e colocar a placa Wash 2;

Carregar no botéo Start e colocar a placa Elution;

Carregar no botéo Start e colocar a placa Sample, com o Binding Solution, com
as amostras, com a mistura de MS2 e Proteinase , e com binding beads.;
Carregar no botdo Start e o equipamento comeca a realizar o protocolo
previamente selecionado, esta etapa demora cerca de 23min;

Quando o equipamento termina o protocolo, retira-se a placa Elution do
equipamento, essa placa é selada com uma pelicula adesiva e é colocada numa
caixa de gelo de modo a conservar 0 RNA extraido a cerca de 4°C, para se
proceder de seguida ao RT-PCR;

As restantes placas sdo retiradas do equipamento e colocadas em saco duplo
com papel para posterior autoclavagem e descarte nos contentores de residuos

do grupo Il
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9. Apéndices

APENDICES

Apéndice 1 — Tabela de Dados da Variavel “tempo”

Tabela 9.1. Tabela utilizada na recolha de dados da variavel “tempo”

Método de Extracao Automatico

Método de Extragdao Manual

. N2 de Tempo de pipetagem | Tempo total até irparao | Tempo de pipetagem N
Equipa P pipetag P . P P pipetag Tempo total da extragao
Amostras de amostras equipamento de amostras
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APENDICES

Apéndice 2 — Dados da Variavel Custos

35,00

31,64

30,00 29,63

25,00
20,00

15,00

Média dos Custos (Euros)

10,00

5,32

5,00 3,00

1,20
1,04 1,03 ﬂ 0,08 0,02 0,96
I I

0,00 11 [ 1™
Pontas Kit Eppendorf Luvas Total

[ ]Método Manual [ _|Método Automético

Figura 9.1: Comparacdo da média dos custos dos consumiveis entre os métodos de extracdo
manual e automatico. Os célculos foram efetuados pora 1 amostra extraida.

Método Manual: Pontas — 1,04€; Kit — 3,00€; Eppendor’s — 0,08€; Luvas — 1,20; Total - 5,23€.

Método Automatico: Pontas — 1,03€; Kit — 29,63€; Eppendor’s — 0,02€; Luvas — 0,96; Total - 31,64€.

Tabela 9.2. Custos médios da instrumentacdo em euros

Método Manual Método Automatico

Preco unitario (€) | N° | Custo Total (€) N° Custo Total (€)
3 [Centrifuga 1.075,00 3 3 225,00 0 0,00
& |Suporte Eppendorf 4,55 16 72,80 0 0,00
$ [Equipamento KingFisher Flex System 54 496,00 0 0,00 1 54 496,00
E Pipeta multicanal de 200 pl 265,00 0 0,00 1 265,00
-E; Pipeta multicanal eletrénica 50-1200 pl 600,00 0 0,00 1 600,00
£ Total - - 3 297,80 - 55 361,00
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APENDICES

Apéndice 3 - Entrevista Estruturada

Complexidade dos Protocolos
a) Na sua opinido, a técnica de extragcdo manual requer bastante destreza manual
ao longo de todo o processo (ex. abertura de tubos e colunas), em comparacao

com a técnica de extracdo automatica.

b) O numero de pipetagens do protocolo de extracdo manual € dificil de

concretizar quando comparado com o protocolo de extracdo automatica.

¢) Na sua opinido, a técnica de extracdo manual € mais complexa do que, a

extracdo automética

Risco de Contaminacgéo

a) Acha que na técnica de extracdo manual existe um maior risco de possiveis

contaminagcfbes em comparacao com a técnica de extracdo automéatica?

b) Na sua opinido a execucdo do método de extracdo manual apresenta menos

riscos para o operador do que, o método de extragdo automatico.

Preferéncia da técnica

a) Para 10 amostras prefiro realizar o método manual em vez do método

automatizado.

b) Para 50 amostras prefiro realizar o método manual em vez do método

automatizado.

c) Para 94 amostras prefiro realizar o método manual em vez do método

automatizado.
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d)

f)

9)

h)

APENDICES

Quando pensa que tem que extrair amostras através do método manual fica

desmotivado em comparag¢éo com o método automatizado.

Sente que demora mais tempo no método de extracdo manual do que no

automatizado.

Senti mais dificuldade em aprender a técnica de extracdo manual do que, a

técnica de extracao automatica.

Senti mais dificuldade em realizar a técnica de extragdo manual pela primeira

vez do que, a técnica de extragdo automética.

Senti mais dificuldade em realizar a técnica de extracdo manual nas primeiras

5/10 vezes do que, a técnica de extracao automatica.

Em termos ergondmicos o método manual € mais confortavel de realizar do

gue, o método automatizado.

Qualidade

a)

Sinto-me mais confiante em relacéo a qualidade dos resultados que obtenho

do método extracdo manual quando comparado com o método automatizado.

Eficiéncia

a)

b)

Na sua opinido, perante um aumento subito do volume de amostras, 0 método
manual conseguira dar resposta, sem que tenha de haver tempo laboral

extraordinario.
Na sua opinido, perante um aumento subito do volume de amostras, o0 método
automatizado conseguira dar resposta, sem que tenha de haver tempo laboral

extraordinario.

A organizacéao de equipas, o fluxo de trabalho e a preparacdo de material sdo

mais faceis de executar no método manual do que no método automatico.
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d) Na sua opinido, o método manual exige uma maior comunicacao entre as

equipas de operadores, quando comparado com o método automatico.
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