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O virus SARS-CoV-2, responsavel pela COVID-19, ja infectou e matou milhdes de
pessoas ao redor do mundo. Assim sendo, é necessario um monitoramento eficiente
sobre sua disperséo para melhores tomadas de decisdes no combate a pandemia. Os
testes padrdo-ouro utilizados para deteccao do virus se baseiam em metodologias de
amplificac@o de &cidos nucleicos, como RT-PRC e RT-LAMP, os quais dependem de
insumos de alto custo. Assim, o presente trabalho tem o objetivo de desenvolver
insumos de baixo custo baseados em bactérias recombinantes e seus extratos
celulares para uso no diagnoéstico molecular da COVID-19. Para tal, foram
padronizadas as condicbes de expressdao das DNA-polimerases de Thermus
aquaticus (Taq), de Pyrococcus furiosus (Pfu) e do Virus da Leucemia Murina de
Moloney (MMLV-RT) em Escherichia coli. As células bacterianas foram desidratadas
por centrifugacdo a vacuo em SpeedVac e armazenadas a -20 °C, 4 °C ou temperatura
ambiente. Diferentes concentracBes de células reidratadas foram avaliadas em
ensaios de PCR, qPCR RT-PCR e RT-gPCR em comparacdo com as enzimas
comercialmente disponiveis. Niveis elevados de expresséo foram observados tanto
para Tag quanto para Pfu, contudo, a MMLV-RT recombinante apresentou baixos
niveis de expressdo em todas as condi¢des testadas. Foi testada inducdo com IPTG
e com meio de autoinducédo contendo lactose. Os insumos baseados em bactérias
recombinantes desidratadas apresentaram 6timos resultados nas reacdes de PCR e
RT-PCR, mostrando eficiéncia semelhante & das enzimas comerciais. Contudo,
nossos resultados mostraram que a alta concentracdo de células bacterianas pode
afetar a especificidade da reacdo e causar efeito gancho na deteccédo por gPCR.
Assim, ensaios de PCR e gPCR estdo sendo realizados com extratos das células
bacterianas na tentativa de melhorar a especificidade da reacdo e o gene codificador
da MMLV-RT sera clonado em novo vetor de expressao.
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