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RESUMEN

Introducciéon: Existe una necesidad inmediata de contar en los centros de
atencion de pacientes con COVID-19 de una herramienta diagnostica para el SARS-
CoV-2, cuyas caracteristicas muestren una alta sensibilidad y especificidad, bajos
costos y tiempos de deteccion reducidos.

Objetivo: Describir la utilizacion de los sistemas CRISPR/Cas para el diagnostico
molecular de la infeccion por SARS-CoV-2.

Métodos: Se utilizé el motor de busqueda Google Académico y se consultaron
articulos de libre acceso en las bases de datos Pubmed, SciELO, LILACS, CUMED y
HINARI entre septiembre de 2020 hasta abril de 2021. Las palabras clave utilizadas
para esta revision fueron: “SARS-CoV-2”, “COVID-19”, “sistema CRISPR”,
“CRISPR/Cas”, “diagnosticos” y sus equivalentes en inglés, segln el descriptor de
Ciencias de la Salud (DeCS). Se consideraron articulos originales y de revision; se
incluyen revisiones sistematicas. Se revisaron un total de 57 articulos.

Desarrollo: Las plataformas en desarrollo que emplean el sistema inmunolégico
adaptativo CRISPR-Cas como SHERLOCK, STOP-Covid, DETECTR, AIOD-CRISPR,
CARMEN, CONAN constituyen herramientas de diagndstico molecular para la
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deteccion del SARS-CoV-2. Son tecnologias de deteccion avanzadas que se estan
validando en entornos clinicos como métodos de diagnostico rapido y de vigilancia
viables para esta infeccion emergente, por sus amplias capacidades de deteccion
temprana, ser adecuados para un uso de alto rendimiento y tener un bajo costo
por prueba.

Conclusiones: La expansion de las capacidades de secuenciacion de estas
plataformas permitira rastrear el virus SARS-CoV-2 y sus mutaciones en tiempo
real, con posibles implicaciones para la eficacia de futuras vacunas y terapias anti
COVID-19.

Palabras clave: SARS-CoV-2; COVID-19; sistema CRISPR; CRISPR/Cas;
diagnosticos; acido nucleico.

ABSTRACT

Introduction: There is an immediate need to have a diagnostic tool for SARS-CoV-
2 in the care centers for patients with COVID-19, whose characteristics show high
sensitivity and specificity, low costs and reduced detection times.

Objective: To describe the use of CRISPR-Cas systems for the molecular diagnosis
of SARS-CoV-2 infection.

Methods: The Google Scholar search engine was used and free access articles
were consulted in the Pubmed, SciELO, LILACS, CUMED and HINARI databases from
September 2020 to April 2021. The keywords used for this review were: “SARS-
CoV-2”, “COVID-19”, “CRISPR system”, “CRISPR / Cas”, “diagnostics” and their
equivalents in English, according to the Health Sciences descriptor (DeCS).
Original, review articles, including systematic reviews, were considered. A total
of 57 articles were reviewed.

Development: The platforms in development that use the adaptive immune
system CRISPR-Cas such as SHERLOCK, STOP-Covid, DETECTR, AIOD-CRISPR,
CARMEN, CONAN constitute molecular diagnostic tools for the detection of SARS-
CoV-2. They are advanced detection technologies that are being validated in
clinical settings as viable rapid diagnostic and surveillance methods for this
emerging infection because of their extensive early detection capabilities, being
suitable for high throughput use, and having a low cost per test.

Conclusions: Expanding the sequencing capabilities of these platforms will allow
us to track the SARS-CoV-2 virus and its mutations in real time with possible
implications for the efficacy of future anti-COVID-19 vaccines and therapies.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; CRISPR system; CRISPR/Cas; diagnostics;
nucleic acid
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Introduccion

“La imaginacion es el limite de las aplicaciones CRISPR”
Lluis Montoliu

La tecnologia de edicion del genoma CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) ha revolucionado el campo de la biomedicina y

biotecnologia, y esta siendo ampliamente utilizada en la investigacion de COVID-
19.(1,2,3)

En el contexto de la COVID-19, las trascendentales contribuciones basadas en
CRISPR se dividen en dos grandes grupos: la deteccion del virus y el desarrollo de
terapias dirigidas a destruir al virus.*>)

Normalmente, las herramientas CRISPR de edicidon genética son capaces de editar
ADN. Esta es su aplicacion mas comun y se la conoce con el nombre de
aplicaciones CRISPR 1.0. Sin embargo, algunas variantes de las herramientas
CRISPR pueden también editar ARN, y son conocidas como las aplicaciones CRISPR
2.0.©

En estos momentos existen dos aproximaciones principales para utilizar las tijeras
programables CRISPR en la deteccion del coronavirus SARS-CoV-2. La base
metodologica de ambas tecnologias fue desarrollada para detectar moléculas de
ARN y ADN de forma especifica. Recientemente, la pandemia de COVID-19 ha
impulsado su adaptacion a la deteccion de SARS-CoV-2, una vez se conocio el
genoma de este coronavirus.(?)

Para la deteccion rapida y sensible de las secuencias deseadas de acidos nucleicos
de SARS-CoV-2, se han establecido recientemente plataformas de diagnostico
basadas en CRISPR como SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter
unLOCKing),® STOP-Covid,® DETECTR (DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans
Reporter),19 AlIOD-CRISPR,(") CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for
Multiplexed Evaluation of Nucleic acids),('” CONAN(Cas3-Operated Nucleic Acid
detection)\'3 y otros en desarrollo. Estos constituyen métodos de vigilancia
viables para el seguimiento de esta infeccion letal emergente por sus amplias
capacidades de deteccion, ser adecuados para un uso de alto rendimiento y tener
un bajo costo por prueba.
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El objetivo de la presente investigacion es describir la utilizacion de los sistemas
CRISPR/Cas para el diagnéstico molecular de la infeccion por SARS-CoV-2.

Métodos

Se realizd una revision documental tanto de bibliografia nacional como
internacional publicada en los ultimos 5 anos. Se utilizdé el motor de blUsqueda
Google Académico y se consultaron articulos de libre acceso en las bases de datos
Pubmed, SciELO, LILACS, CUMED y HINARI entre septiembre de 2020 hasta abril
de 2021. Las palabras clave utilizadas para esta revision fueron: “SARS-CoV-2”,
“COVID-19”, “sistema CRISPR”, “CRISPR/Cas”, “diagndsticos”, “acidos nucleicos”
y sus equivalentes en inglés, segun el descriptor de Ciencias de la Salud (DeCS).
Se consideraron articulos originales y de revision; se incluyen revisiones
sistematicas. Fueron seleccionados 57 articulos (5 en idioma espanol, 52 en
inglés).

Desarrollo

Desde el comienzo de la crisis sanitaria mundial por COVID-19, la comunidad
cientifica ha reorientado sus investigaciones hacia la busqueda de soluciones
frente al coronavirus SARS-CoV-2, particularmente en el ambito del
diagnostico. (™

El diagnostico eficaz de SARS-CoV-2 es un requisito previo importante para
controlar la pandemia de COVID-19. La OMS propuso los criterios ASSURED
(asequible, sensible, especifico, facil de usar, rapido y robusto, sin equipo y
entregable a los usuarios finales) para determinar si los métodos de diagnostico
que se utilizan, satisfacen las necesidades de control epidémico. (">

Actualmente, la prueba molecular considerada el estandar de oro en el
diagnostico del coronavirus SARS-CoV-2 es la amplificacion del gen N (proteina de
la nucleocapsida), mediante una reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR). Sin embargo, las tasas excesivas de
resultados falsos negativos, la disponibilidad limitada de reactivos y equipos, y
los prolongados tiempos de respuesta, han llevado a la busqueda de métodos
alternativos como el CRISPR/Cas para el diagnostico temprano y preciso del SARS-
CoV-2.(1617)

Aunque la RT-gPCR es una prueba serologica rapida y requiere un equipo minimo,
su utilidad puede ser limitada para el diagnostico de la infeccidén aguda por SARS-
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CoV-2, porque pueden pasar varios dias o semanas después del inicio de los
sintomas para que un paciente genere una respuesta de anticuerpos detectable.

Las ventajas de la tecnologia basada en CRISPR/Cas sobre RT-gqPCR incluyen:
especificidad de un solo objetivo, tiempo de respuesta reducido, costo
relativamente bajo, amplificacion de sefal isotérmica sin necesidad de una
configuracion de laboratorio compleja e informes de facil acceso con tiras de flujo
lateral.(18.19)

La tecnologia CRISPR y la variedad de enzimas Cas asociadas a CRISPR
proporcionan edicién de genomas y deteccion de acido nucleico. La identificacion

del acido nucleico del SARS-CoV-2 es crucial para confirmar la enfermedad COVID-
19.(20,21)

Actualmente, se disponen de nuevos métodos que aplican el sistema CRISPR/Cas
en el diagndstico molecular del coronavirus SARS-CoV-2 como: SHERLOCK (Specific
High-sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking),?%23) STOP-Covid,?42% DETECTR
(DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter),2627) AlOD-CRISPR,(Z®
CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of Nucleic
acids),?® CONAN(Cas3-Operated Nucleic Acid detection)®? y otros en desarrollo.
Estos detectan los acidos nucleicos y han mostrado una especificidad vy
sensibilidad mayor o igual que la RT-qPCR, con un tiempo de deteccion muy
inferior.

El 7 de octubre de 2020, la Real Academia de Ciencias Sueca anunciaba al mundo
que las investigadoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna habian sido
galardonadas con el Premio Nobel de Quimica por el desarrollo de un método de
edicion genética, en clara referencia a las herramientas CRISPR/Cas. ("

La técnica de edicion genética a través del sistema CRISPR/Cas consiste en la
programacion del sistema molecular CRISPR (en espanol: repeticiones
palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas) para senalar
regiones especificas de ADN y “cortar” las secuencias elegidas. Son casi un
comodin que puede usarse en cualquier circunstancia en la que haya material
genético de por medio. 32

Esta plataforma de edicion genética es conocida principalmente por el uso de
proteinas Cas9 para redirigir el sistema CRISPR a un punto especifico de ADN y
realizar una especie de corte molecular. Lo curioso de este sistema es que no solo
existe la variedad Cas9, sino que el CRISPR puede ser complementado con otro
tipo de proteinas. Es gracias a esta caracteristica que 2 variedades del CRISPR han
podido emplearse para diagnosticar al COVID-19: el CRISPR/Cas13 vy el
CRISPR/Cas12.33)

El diagndstico basado en CRISPR/Cas es la mejor eleccion para desarrollar una
deteccion rapida no basada en laboratorio para el SARS-CoV-2 y otros patogenos
relacionados.
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Las herramientas CRISPR han sido utilizadas para determinar qué genes son
importantes en el desarrollo de la enfermedad e identificar potenciales dianas
terapéuticas. Con el avance de la pandemia de COVID-19, diferentes grupos de
investigacion han abordado su utilizacion para conocer mejor coémo actua el virus
en las células humanas y desarrollar formas de hacerle frente. 34

Investigadores de la Universidad de Yale y el Instituto Broad de la Universidad de
Harvard y el Instituto de Tecnologia de Massachussets han utilizado el sistema
CRISPR para rastrear qué genes son importantes para la infeccion de SARS-CoV-2
y otros coronavirus relacionados.

Los investigadores han utilizado células de primate especialmente sensibles a la
infeccion por SARS-CoV-2 y han rastreado, a través de la mutacion dirigida
mediada por CRISPR, qué genes favorecen o previenen la infeccion por parte de
los virus. A través de esta estrategia, el equipo ha identificado proteinas del
hospedador ya conocidas por su participacion en la infeccion por parte de SARS-
CoV-2, como el receptor ACE2, o la proteasa Catepsina L. (3%

La primera aplicacion del sistema CRISPR/Cas en el diagndstico molecular del
coronavirus SARS-CoV-2, fue la implementacion del método SHERLOCK (en
espanol: desbloqueo especifico del reportero enzimatico de alta sensibilidad),
desarrollado en el 2017 por el laboratorio de Feng Zhang del Instituto Broad-MIT
en Boston (EE. UU.).(30

El método SHERLOCK-Covid esta basado en la sustitucion en la plataforma CRISPR
de la nucleasa Cas9 por la Cas 13a, cuya actividad es capaz de cortar RNA (una
actividad de RNAsa) en lugar de DNA. La prueba esta dirigida a detectar el gen de
la proteina S (proteina de pico) que interviene en la entrada del virus a las células
humanas, y el gen ORF1ab que codifica una replicasa del virus.3?

Cas13 es Unico porque exhibe actividad de escision colateral para virus de ARN
monocatenario como el SARS-CoV-2. Debido a esta actividad de escision trans de
acido nucleico monocatenario, CRISPR se puede combinar con amplificacion
isotérmica de acido nucleico para simplificar el método de deteccion. Permite
visualizar el resultado de muestras positivas o negativas a ojo desnudo bajo una
luz especifica, un lector de placas de fluorescencia o un ensayo de flujo lateral.®

SHERLOCK es una plataforma de deteccioén rapida, ultrasensible, precisa y de bajo
costo que utiliza como elemento efector la enzima Cas13a. Esta tiene como
caracteristica principal que al ser activada con la union del ARN guia al fragmento
complementario de ARN (es decir, cuando detecta la presencia del ARN diana),
degrada los fragmentos de ARN presentes. (39

El funcionamiento basico de SHERLOCK es simple. En presencia de la secuencia
de ARN a detectar, en este caso un fragmento del ARN del coronavirus, el ARN
guia se une a su secuencia diana y activa a la enzima Cas13, que comienza a
degradar el ARN presente en la reaccion. Para detectar si el ARN del virus esta
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presente y se produce la degradacion de ARN, los investigadores incluyen en la
reaccion unos pequefnos fragmentos de ARN marcados, que al ser degradados
emiten una senal que puede ser detectada mediante fluorescencia o reaccion
colorimétrica. 49

En mayo del 2020 Sherlock Biosciences (Cambridge, MA, EE. UU.) recibid la
autorizacion de uso en emergencias de la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para su kit Sherlock™ CRISPR SARS-CoV-2,
para la deteccion del virus que causa la COVID-19, proporcionando resultados en
aproximadamente una hora. “?

El kit de analisis Sherlock™ CRISPR SARS-CoV-2 kit fue disefado para uso en
laboratorios con certificacion CLIA (Clinical Laboratory Improvement
Amendments) para realizar pruebas de alta complejidad. Basado en el método
SHERLOCK, el kit funciona mediante la programacion de una molécula CRISPR para
detectar la presencia de una firma genética especifica, en este caso, la firma
genética para el SARS-CoV-2, en un hisopo nasal, hisopo nasofaringeo, hisopo
orofaringeo o muestra de lavado broncoalveolar. Cuando se encuentra la firma,
la enzima CRISPR se activa y libera una sefal detectable.

Tras la caracterizacion del genoma de SARS-CoV-2 los investigadores adaptaron
SHERLOCK para poder detectar el coronavirus en aproximadamente una hora. El
protocolo utiliza 25 min para amplificar los acidos nucleicos extraidos de la
muestra, 30 min de incubacién con los elementos de CRISPR y los ARNs con la
sonda fluorescente y 2 min de incubacion para obtener la lectura visual de la
reaccion.

Si se utiliza un kit comercial, estas secuencias son sometidas a una reaccion de
amplificacion isotérmica combinada de una recombinasa y polimerasa (LAMP-
RPA). La presencia en la reaccion de una transcriptasa inversa genera el DNA
complementario (cDNA) correspondiente, que sera utilizado, en la misma
reaccion, para su transcripcion in vitro produciendo el RNA viral blanco que sera
reconocido por los RNAs guias (gRNA) especificos y a su vez produce la activacion
de la nucleasa Cas 13a. La enzima activada es capaz de cortar cualquier RNA
presente en la reaccidn. La deteccion especifica de la secuencia blanco del SARS-
CoV-2, se lleva a cabo mediante métodos fluorescentes producto de la
degradacion de pequeios RNA reporteros incluidos en la reaccion y portadores de
un fluorosforo cuya emision de fluorescencia esta asociada a la actividad de la
Cas 13a. De no estar presente la secuencia blanco diagnostico especifico, no es
posible la activacion de Cas 13a por lo tanto la reaccion sera negativa. El ensayo
puede completarse en aproximadamente 1 h, no necesita termociclador y muestra
una sensibilidad del orden de 10-100 moléculas del coronavirus/microlitro. El
ensayo ha sido validado utilizando muestras de personas negativas para el SARS-
CoV-2, o que tenian una enfermedad respiratoria distinta de COVID-19.43)
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Tras el sistema SHERLOCK aparecieron dos métodos mejorados de diagnostico
genético mediante CRISPR, desarrollados por los laboratorios de Feng Zhang
(SHERLOCKv2)“4 y Jennifer Doudna (DETECTR).“%)

En paralelo, el laboratorio de Feng Zhang respondié combinando hasta cuatro
proteinas Cas con actividades RNAsa (Cas13b de dos bacterias distintas, Cas13ay
Cas12a) para detectar hasta cuatro moléculas de ADN (o ARN) distintas, en un
desarrollo tecnoldgico que denomin6 como SHERLOCK version 2 (SHERLOCKv2).

En mayo del 2020, Feng Zhang hace publico un nuevo método de diagnodstico
optimizado y simplificado el STOP-Covid, derivado de SHERLOCK, aplicable para
detectar directamente el coronavirus SARS-CoV-2, sin mediar extraccion o
aislamiento de ARN, que apenas requiere de 40-70 min para obtenerse el
resultado, tras una incubacion a 60 grados. 4¢)

EL STOP-Covid es un ensayo optimizado que combina la extraccion simplificada de
ARN viral con amplificacion isotérmica mediada por bucle y deteccion mediada
por CRISPR-Cas12b. A diferencia de SHERLOCK, proporciona sensibilidad sin
requerir un proceso de amplificacién de acido nucleico de varios pasos, incluidos
los pasos de manipulacion de fluidos, lo que permite su implementacion fuera de
los laboratorios clinicos y no afecta la cuantificacion precisa del objetivo.“”)

El nuevo método es una técnica diagndstica para detectar el genoma del virus de
forma mucho mas rapida y simple que mediante RT-qPCR. El limite de deteccion
de este método es de unas 100 copias del ARN del coronavirus por reaccion.

La segunda tecnologia de deteccién del coronavirus SARS-CoV-2 basada en CRISPR
es el ensayo de flujo lateral DETECTR (pronunciado en inglés como “detector” de
coronavirus). Esta fue desarrollada inicialmente en el laboratorio de Jennifer
Doudna de la Universidad de California en Berkeley. “®)

El sistema de diagnostico DETECTR es un poco mas complejo, pues para poder
aplicarlo en la deteccidon de coronavirus, cuyo genoma es una molécula de ARN,
lo primero que hay que hacer es convertirlo a ADN mediante un ciclo de
transcriptasa inversa. Una vez ya en formato ADN, el genoma del virus puede ser
detectado con su guia de ARN correspondiente vy, tras la activacion especifica de
la nucleasa Cas12a, se produce la respuesta inespecifica que origina luz u otra
reaccion quimica facilmente detectable.

El sistema DETECTR original estaba disefado para detectar Unicamente ADN. La
enzima seleccionada para aportar funcion, Cas12a, es una nucleasa que corta ADN
y que, de forma similar a Cas13a, al ser activada, corta otras moléculas de ADN
cercanas. La deteccion se visualiza si se sigue el mismo mecanismo que en
SHERLOCK, pero con ADN. Se utilizan moléculas de ADN de cadena sencilla
marcadas para liberar una sefnal fluorescente que también puede ser detectada
mediante color en una tira de papel.“’)
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Un equipo de investigadores de la Universidad de California, San Francisco y la
empresa Mammoth Biosciences, de la que es cofundadora Jennifer Doudna, ha
adaptado DETECTR para detectar SARS-CoV-2 mediante Cas12a. En este caso, al
tratarse de un virus de ARN, tras realizar la extraccion de ARN de la muestra se
realiza un paso previo en el que el ARN de la muestra se copia a ADN y se
amplifica. Los genes del virus que se detectan son el gen N (que codifica la
proteina N de la nucleocapside que compacta el ARN virico) y el gen E (que
codifica para una proteina de la envoltura del virus).

El método DETECTR es 90 % sensible y 100 % especifico para identificar el nuevo
coronavirus en hisopos respiratorios, y es econémico porque no requiere
instrumentacion de laboratorio costosa. %

La plataforma de deteccion de SARS-CoV-2 DETECTR ha sido validada en muestras
clinicas de pacientes con diferentes infecciones virales, incluida la COVID-19. No
obstante, todavia no ha sido aprobada su utilizacion en diagnéstico clinico por la
FDA.

Una de las ventajas de SHERLOCK y DETECTR es que pueden ser utilizados en
cualquier laboratorio equipado con instrumental basico. Ademas, ambos métodos
utilizan reactivos diferentes a los de las pruebas basadas en PCR, por lo que
representan una alternativa a tener en cuenta cuando hay problemas de
disponibilidad de los reactivos necesarios para estas pruebas, lo que ya ocurre en
algunos laboratorios. La principal limitacion de momento es que su sensibilidad
es todavia menor a la de las pruebas basadas en PCR.

SHERLOCK y DETECTR no son los Unicos métodos que utilizan CRISPR para detectar
el coronavirus. Otros investigadores han utilizado estrategias similares.

El ensayo SHERLOCK como DETECTR tienen varias ventajas respecto al ensayo de
RT-qPCR para la deteccion de SARS-CoV-2, entre ellas se tienen:

- Sensibilidad comparable con la prueba estandar RT-qPCR.
- Menor tiempo del ensayo y obtencion de resultados econdmicos, ya que
no requieren de termociclador.
- Ambos métodos han sido validados en muestras clinicas con resultados
prometedores.
De cualquier manera, estos métodos innovadores de diagnostico de la presencia
del genoma ARN del coronavirus mediante SHERLOCK o DETECTR representan la
punta de lanza biotecnoldgica de los diagnosticos genéticos basados en CRISPR.
Seguramente seran la respuesta que se necesita para poder detectar este virus
de forma masiva, rapida y sencilla.

Recientemente, Ding y otros®") realizaron un método de ensayo todo en uno dual
CRISPR-Cas12a, denominado AIOD-CRISPR, para identificar el SARS-CoV-2,
disenado para llevar a cabo todos los pasos de las reacciones necesarias en un
tubo Unico. El articulo sefala que el trabajo no ha sido revisado por expertos y
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sus resultados son preliminares. Mientras el articulo sigue los cauces habituales
de revision, sus creadores ya han manifestado que su objetivo a corto plazo es
integrar AIOD-CRISPR en un chip de diagnostico para desarrollar una plataforma
rapida y asequible de diagndstico. AIOD-CRISPR, disenado en la Universidad de
Connecticut, utiliza Cas12a y dos ARNs guia para aumentar su especificidad.
Ademas, también utiliza amplificacién isoterma y todo el proceso puede
realizarse a 37 °C. Las reacciones positivas de la prueba se detectan mediante
fluorescencia.

El ensayo AIOD-CRISPR emplea un sistema de reaccion Unico completo por lo que
puede ser un método de deteccion de acido nucleico isotérmico sensorial rapido,
potente, ultraespecifico, versatil y casi de una sola molécula.

La investigadora Jennifer Doudna, junto a otros colaboradores, ha disenado un
nuevo método de diagnostico genético de la COVID-19, para detectar la presencia
del coronavirus SARS-CoV-2. Este se encuentra basado en la proteina Cas13a que
no requiere amplificacion previa y que detecta la fluorescencia de moléculas de
ARN indicadoras al anadir directamente una guia ARN complementaria a uno de
los genes del virus. Con una sola guia, el método consigue detectar hasta 100 000
copias del virus/microlitro, lo cual es una carga viral importante, y por lo tanto
el método no seria muy sensible. Sin embargo, combinando el uso de dos guias
ARN se consigue llegar a 100 copias del virus/microlitro, lo cual es una sensibilidad
similar a los otros métodos basados en SHERLOCK y DETECTR, que si tienen su
fase de amplificacion. La diferencia en este caso es que la respuesta se obtiene
en 5 min. Esta es la novedad y la innovacion de este nuevo método, que puede
revolucionar la deteccion del coronavirus en multiples sitios, sin requerir
equipamiento sofisticado. De momento no esta aprobado por la FDA. %2

Otra tecnologia CRISPR para la deteccion del coronavirus SARS-CoV-2 (y de
muchos otros virus) se llama CARMEN (Combinatorial Arrayed Reactions for
Multiplexed Evaluation of Nucleic acids), propuesto por dos equipos del instituto
BROAD en Boston (EE. UU.). Estos han decidido combinar SHERLOCK con una
plataforma de analisis de alta capacidad basada en la tecnologia de microfluidos
(nanogotas) en un chip que consigue realizar miles de reacciones de deteccion
simultaneas. 3

Para detectar acidos nucleicos especificos utilizando CARMEN, el proceso
comienza con la amplificacion de acidos nucleicos virales objetivo (si estan
presentes) en un espécimen mediante métodos como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o la amplificacion por recombinasa y polimerasa (RPA). El acido
nucleico amplificado puede ser el producto de una reaccion de amplificacion
especifica dirigida a una sola secuencia viral, o puede ser el producto de
reacciones combinadas utilizadas para amplificar potencialmente una gama de
diferentes secuencias virales. La muestra de ARN amplificado recibe un codigo de
color Unico mediante el uso de cuatro tintes fluorescentes mezclados en una
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proporcion que confiere una de las 1050 combinaciones de color posibles. A
continuacion, se afade aceite para generar gotas de un nanolitro emulsionadas.
Cada mezcla de deteccion estaba compuesta por un ARN reportero unido a un
fluordéforo apagado y por Cas13 unido a un ARN guia necesario para detectar un
objetivo viral.®%

La versatilidad del nuevo sistema de reacciones combinadas en matriz para la
evaluacion multiplexada de acidos nucleicos CARMEN permite desde detectar la
presencia de centenares de virus distintos en diversos pacientes, a la vez, hasta
diagnosticar la presencia del coronavirus causante de la COVID-19 en mas de mil
muestras clinicas, simultaneamente.

La combinacién de deteccion CARMEN y Cas13 (CARMEN - Cas13) permite realizar
pruebas solidas de mas de 4500 pares de crRNA-objetivo en una Unica matriz.
CARMEN - Cas13 es sensible, especifico y estadisticamente solido. La plataforma
de deteccion de acidos nucleicos altamente multiplexados CARMEN - Cas13
detecta secuencias de SARS-CoV-2 con sensibilidad attomolar, aprovechando la
actividad de escision colateral de CRISPR/Cas13 para igualar la sensibilidad del
desbloqueo de reportero enzimatico de alta sensibilidad especifico (SHERLOCK) y
los ensayos basados en PCR.

CARMEN - Cas13 aumenta las tecnologias de deteccion de acido nucleico basadas
en CRISPR, incrementa el rendimiento, disminuye el consumo de reactivos y
muestras por prueba y permite la deteccion en un rango dinamico mas amplio. >

Un equipo de investigadores japoneses también han propuesto el sistema CONAN
(Cas3-Operated Nucleic Acid detection). En este utilizan la proteina CRISPR-Cas3
(de clase |, de la bacteria Escherichia coli) con una actividad y comportamiento
inespecifico tras encontrar la secuencia complementaria similar a Cas12a, para
detectar la presencia del coronavirus SARS-CoV-2, causante de la COVID-19.(%6:57)

La deteccion rapida y especifica del acido nucleico del SARS-CoV-2 sigue siendo
un desafio para los proveedores de atencion médica. La deteccidn del SARS-CoV-
2 mediada por el sistema CRISPR/Cas representa una plataforma prometedora
para el desarrollo de diagnosticos moleculares de proxima generacion de COVID-
19 en el punto de atencion. Tiene el potencial de desempenar un papel crucial
en las medidas efectivas de prueba, rastreo y aislamiento para contener la COVID-
19.

Si bien el CRISPR/Cas es un sistema tecnologico en desarrollo, los avances en sus
multiples variedades y las viables soluciones contra el SARS-CoV-2 que de ellos se
derivan, recuerdan la importancia de que se profundice en sus estudios. Los
métodos de deteccidn basados en CRISPR/Cas tienen el potencial de volverse mas
simples, mas confiables, mas asequibles y mas rapidos en un futuro cercano, lo
cual es muy importante para lograr diagnosticos en el punto de atencion.
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Aporte cientifico

La versatilidad de los sistemas CRISPR/Cas ha hecho posible su utilizacion en
multiples ambitos de la investigacion sobre la COVID-19, como son el desarrollo
de sistemas de deteccion rapida del virus, la creacién de modelos animales para
investigar como actula en los organismos o el disefo de estrategias para destruirlo.
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