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Os testes de amplificagdo de DNA s&o o padrao-ouro para o diagndstico de diversas
doengas, dentre elas, a COVID-19. Entretanto, esses testes dependem de insumos
de alto custo, o que limita a sua aplicagcédo em larga escala, principalmente nos
paises em desenvolvimento. A produgdo de insumos biotecnoldgicos é um processo
complexo que exige um investimento substancial de recursos, pessoal
especializado, equipamentos caros e infraestrutura, principalmente nas etapas de
purificacdo. Além disso, esses reagentes necessitam de armazenamento e
transporte a baixas temperaturas. O Brasil é altamente dependente da importagao
de insumos biotecnolégicos devido a sua inexpressiva produgdo nacional. O
desenvolvimento e producdo local de insumos biotecnologicos € extremamente
relevante para aumentar o acesso da populagdo aos testes diagnosticos. Sendo
assim, o objetivo desse trabalho foi expressar a enzima DNA-polimerase de
Thermus aquaticus (Taq) em bactérias e desenvolver protocolos para a aplicagao de
extratos celulares como insumos em reagdes de PCR. Para isso, células de
Escherichia coli foram transformadas com plasmideo contendo a sequéncia
codificadora da Tag DNA-polimerase e as condicbes de expressdo da enzima
recombinante foram otimizadas a partir da avaliagcdo de diferentes cepas
bacterianas, meios de cultivo, temperatura de crescimento e concentracido da
molécula indutora. As bactérias foram lisadas por sonicagao e os extratos celulares
foram liofilizados e armazenados em diferentes temperaturas (-20 °C, 4 °C e
temperatura ambiente). Posteriormente, os extratos liofilizados foram reidratados e
testados em reacbes de PCR em comparacdo com a enzima comercial. Foram
observados altos niveis de expressao da enzima Taq DNA-polimerase recombinante
em E. coli. Os extratos de bactérias expressando a enzima recombinante mostraram
atividade em ensaios de PCR, apresentando eficiéncia comparavel a da enzima
comercial na amplificagdo de até 10° copias de DNA. Além disso, nossos resultados
demostraram que os extratos liofilizados se mantiveram estaveis quando
armazenados a 4 °C e temperatura ambiente por até uma semana. Posteriormente,
os extratos celulares serdo avaliados por qPCR em comparagdo com a enzima
comercial. ApoOs, serdo gerados extratos de bactérias expressando a enzima
transcriptase reversa (MMLV-RT) para o desenvolvimento de um ensaio de RT-PCR
com insumos baseados em bactérias recombinantes.
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