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RESUMEN

El virus del sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) se propag6 a nivel
mundial desde diciembre del 2019, causando rapidamente la enfermedad del COVID-19 en el mundo
haciendo vulnerable a la poblacion en general. Demostrando su efecto en todas las edades, dafiando
muchos 6érganos y sistemas humanos, causando preocupacion entre los individuos afectando la vida
diaria y la economia mundial. Especialmente, porque no se dispone de vacunas hasta el momento,
generando una necesidad sin precedentes de la creacion de métodos de diagndstico para la deteccion
rapida, sensible y que diferencien las cepas del coronavirus. Motivo por el cual, el objetivo del presente
estudio fue describir el sistema CRISPR-Cas, asi como las metodologias emergentes para la
identificacion del SARS-CoV-2y a su vez comparar las ventajas y desventajas de los diversos estudios
publicados. Con la finalidad de obtener informacién de las nuevas tecnologias alternativas basadas en
CRISPR-Cas, gue en algunos casos han sido aprobadas por la FDA como metodologias de diagndstico,
encontradas en etapas de desarrollo y de prueba en personas enfermas con el COVID-19. Y son
comparables con los métodos convencionales de deteccion del virus, ademas son un tipo de biosensor
de punto de cuidado porque ofrecen un diagnostico efectivo de la enfermedad a gran escala en personas
portadoras del SARS-CoV-2.

Palabras clave: biosensor de punto de cuidado (BPC), CRISPR-Cas, estudios epidemioldgicos del
COVID-19 y métodos de deteccion alternativos del SARS-CoV-2.
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ABSTRACT

The severe acute respiratory syndrome virus coronavirus 2 (SARS-CoV-2) spread since December
2019 causing the disease called “COVID-19” in the world, making the general population vulnerable.
Proving its effect in all ages, damaging many human organs and systems, causing preoccupation among
the individuals, affecting daily life and the world economy. Specially because vaccines are not
available so far, generating an unprecedented need for diagnostic methods for rapid and sensitive
detection that differentiates strains of the coronavirus. Reason why the objective of this study was to
describe the CRISPR-Cas system, as well as the emerging methodologies for the identification of
SARS-CoV-2 and compare the advantages and disadvantages of the various published studies. In order
to obtain information on the new alternative technologies based on the CRISPR-Cas that in some cases
have been approved by the FDA as a diagnostic methodology, in the development and testing stages
in illness people with COVID-19. And are comparable with conventional virus detection methods, are
a type of point-of-care biosensor because they offer an effective diagnosis of the disease on a large

scale in people carrying SARS-CoV-2.

Keywords: alternative SARS-CoV-2 detection methods, CRISPR-Cas, epidemiologic studies of
COVID-19, and point of care biosensor (POC).

INTRODUCCION denomina actualmente como el COVID-19,
Los coronavirus incluyen una gran familia de caracterizada porque los individuos que
virus que son comunes tanto en los humanos y contraen la enfermedad presentan varios
animales  (camellos, ganado, gatos 'y sintomas (fiebre alta, dificultad para respirar,
murciélagos, entre otros). En ocasiones, los tos seca y neumonia atipica), y suele ser una
coronavirus de animales pueden infectar a los infeccion confirmada por pruebas seroldgicas,
seres humanos, como ejemplo el SARS-CoV, el PCR y tomografia computarizada (TC) de
MERS-CoV vy actualmente el SARS-CoV-2. pulmon [1].

Este ultimo ha provocado la infeccion aguda del Los casos de COVID-19 se comenzaron a

tracto respiratorio, propagandose rapidamente detectar desde el mes de diciembre del 2019.

en todo el mundo y convirtiendose en un Por lo que, a principios del 2020, ya se habian

problema de salud puablica. Esta infeccion se
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identificado un gran numero de casos de
neumonia causada por el SARS-CoV-2, cuyo
brote en la actualidad ha afectado a varios
paises y causado un impacto mundial [2]. Para
mayo del 2020, se reportd que los paises de
Lesoto, Turkmenistan y Corea del Norte no
presentaban casos de COVID-19 [3].

Actualmente, a nivel mundial se reportan
55,624,562 casos confirmados y 1,338,100
muertes por COVID-19 reportadas en 54 paises
[4]. Mientras que, en México se reportan
1,015,071 casos confirmados y 99,528 muertes
por COVID-19 [4]. Debido a que el SARS-
CoV-2 se considera un virus de alto nivel de
riesgo, se ha puesto especial interés en la
investigacién para un diagndstico mas rapido y
confiable; esto plantea un desafio tanto clinico
como tecnoldgico. Por lo anteriormente
mencionado, la comunidad cientifica decidio
compartir la informacion de forma abierta para
agilizar las investigaciones. La pandemia
amenaza con la saturacion hospitalaria, lo cual
ha puesto a prueba la capacidad de diagnostico
de los médicos y laboratoristas, por lo que se
estd en la busqueda de un método de
diagnostico rapido, economico y eficaz [2,5].
Con base en lo anterior, los cientificos han sido
obligados a trabajar de manera rapida para
comprender el mecanismo de infeccion del
SARS-CoV-2, con la finalidad de establecer

diagnosticos y tratamientos avanzados que sean
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efectivos [6].

Actualmente, se conoce que el SARS-CoV-2 se
transmite en humanos por medio de gotitas de
saliva y superficies contaminadas. El virus
puede persistir hasta por 9 dias a temperatura
ambiente, motivo por lo cual existe la necesidad
de detectar el virus por el peligro que
representa. Por lo anterior, se han sugerido
medidas de prevencion como: (i) el lavado
regular de las manos con jabon durante 20 s, (ii)
fortalecer el sistema inmune durmiendo de 7-8
h, (iii) ejercitarse regularmente, (iv) tener una
buena nutricion, y (v) el uso de equipo
protectivo como guantes, mascaras y caretas, en

los lugares de trabajo y hospitales [7].

Adicionalmente, las investigaciones recientes
sugieren que las personas infectadas con el
SARS-CoV-2

infecciosas,

pueden  ser  altamente
mientras son asintomaticas o
presintomaticas, y que una persona infectada
puede transmitir el virus a 5.6 personas en
promedio [7]. Sugiriendo la necesidad de
ensayos de diagnostico rapidos y sensibles para
SARS-CoV-2,

preferiblemente equipo existente para facilitar

detectar el que utilizan

la deteccion a gran escala [7].

Sin embargo, los esfuerzos para controlar la
enfermedad se ven obstaculizados por multiples
factores, incluidos: la dificultad para producir
rapidamente el ndmero de pruebas de

diagnostico necesarias, la baja sensibilidad de
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las pruebas de diagndstico y la poca experiencia
técnica necesaria para obtener resultados
validos. También, las pruebas a gran escala son
esenciales, pero las estimaciones indican que
los métodos de identificacion actuales no son
capaces de detectar un gran nimero de casos
asintomaticos,
sintomatologia leve de COVID-19 [7]. Razon
por la cual, las pruebas rapidas denominadas de
punto de cuidado BPC o POC (Point Of Care,

por sus siglas en inglés), son capaces de operar

presintomaticos, 0 con

en cualquier entorno e incluso en el hogar, son
escalables, asequibles, faciles de utilizar y
surgieron como una necesidad urgente para
luchar contra el COVID-19 [8].

Existen varias pruebas BPC que han sido
aprobadas por la FDA (Food Drugs and
Administration, por sus siglas en inglés;
Administracion de Drogas y Alimentos, en
esparfiol), debido al incremento del nimero de
personas sospechosas de infeccién, enfermas o
infectadas asintomaticas por COVID-19, por
ello existe la necesidad de realizar el
diagnostico de personas sospechosas de estar
infectadas ya que una persona asintomatica
podria contagiar a un gran nimero de personas
sin saberlo, convirtiéndose en un riesgo para la
salud publica. Por ello, es tan importante
desarrollar un método de diagndstico facil de
aplicar, rapido, eficaz y econémico, para poder

aplicarlo a gran escala y encontrar a estos
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individuos asintomaticos. Algunos métodos
BPC empleados para detectar el SARS-CoV-2
estdn basados en RT-qPCR y detectan
componentes moleculares del virus como la
proteina N, ORFlab, ORFlab, S, MS2, E y el
ORF8 [9, 10].

Como es de notarse en la actualidad, las pruebas
basadas en deteccion de &cidos nucleicos se han
utilizado ampliamente como método de
referencia para el diagnostico del COVID-19
[2]. Por lo que se han disefiado varios metodos
de deteccion alternativos que, a las pocas
semanas de la propagacion del SARS-CoV-2,
algunos laboratorios estadounidenses
desarrollaron herramientas de diagndstico
basadas en el sistema CRISPR-Cas (clustered
regularly interspaced short palindromic
repeats-CRISPR associated, por sus siglas en
inglés; repeticiones palindromicas cortas
interespaciadas agrupadas regularmente, en
espafol), para la deteccién del SARS-CoV-2

[6]. Otra aplicacion potencial es como terapia

para inhibir al virus como moléculas
bifuncionales. Como ejemplo, el uso de
CRISPR-Casl3 denominada “PAC-MAN”

(The Prophylactil Antiviral CRISPR in huMAN
cells, por sus siglas en inglés; EI CRISPR
profilactico antiviral en células humanas, en
espariol) [11].

objetivo de destruir el ciclo de vida del

Esta metodologia tiene el

coronavirus. Mediante la degradacion del ARN
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gendémico del SARS-CoV-2, limitando Ila
expresion de proteinas vitales y expresion del
virus en células humanas. Lo cual es
contrastante con los antivirales probados contra

el virus que actualmente se reportan [12, 13].

Poco después, varias pruebas de diagndstico
fueron aprobados con la finalidad de confirmar
el COVID-19 (al identificar su fuente principal,
el SARS-CoV-2). Ademéas de probar los
métodos  en

laboratorios certificados

proporcionando resultados confiables por
medio de pruebas clinicas para identificar

personas infectadas por el virus [6].

Alternativamente, la capacidad de diagnostico
del sistema CRISPR-Cas

tecnologias que dan ventajas en la efectividad

se ayuda de

del diagnostico clinico. Y un gran nimero de
investigadores han utilizado este sistema para
editar y diagnosticar enfermedades en células

aisladas de modelos animales [14].

Por otro lado, la primera oleada de ensayos
clinicos que utilizaron el CRISPR-Cas fueron
para tratar trastornos hereditarios en humanos e
implicaron la edicion ex vivo de células. Lo cual
es considerado actualmente un enfoque factible
y tiene el potencial para tratar trastornos
sanguineos como la anemia de células
falciformes, la B-talasemia, el céncer, algunas
enfermedades en estadio temprano y en
enfermedades infecciosas como la tuberculosis

[14]
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Hoy en dia, en México se reportan casos de
COVID-19 y a la par se introducen proyectos
de estandarizacion y validacion de pruebas
rapidas basada en CRISPR-Cas, como una
alternativa para el diagndéstico del SARS-CoV-
2 en pacientes enfermos [15].

Finalmente, el término “point of care” es
utilizado en el ambiente hospitalario para
denotar una serie de pruebas de monitoreo en
personas  portadoras  asintomaticas  (sin
presentar sintomas) o enfermas de COVID-19
(ya sea con enfermedad leve o grave). El
término se refiere a todas las metodologias
involucradas en el manejo del paciente en el
diagndstico de la enfermedad del COVID-19,
asi como la identificacion del SARS-CoV-2
Ilevado a cabo en hospitales como: la toma de
muestra, la PCR y algunas de sus variantes
(como la reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa o PCR tiempo real (RT-
gPCR) y la amplificacion isotérmica mediada
por bucle de transcripcion inversa (RT-
LAMP)), la deteccion inmunolégica de IgG e
IgM, la TC y algunas pruebas de deteccion
rapida alternativas como el CRISPR-Cas [16-
21]. Con la intension de disminuir el nimero de
enfermos, el tiempo de hospitalizacion, mejorar
el uso de tratamiento con antivirales, terapias,
reducir la prescripcion médica, el tratamiento
con antibidticos y los costos de hospitalizacion,

aunque representa ciertos desafios debido a que
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se reportan personas dadas de alta de los
hospitales, pero vuelven a decaer y a su vez
pueden causar reinfeccion secundaria 'y
terciaria. Tanto al personal médico, familiares y
personas que han tenido contacto con los

enfermos de COVID-19 [22- 24].

SISTEMA CRISPR-Cas

Fue descubierto por primera vez en Escherichia
coli en 1987 y después se encontré el mismo
sistema en varios géneros bacterianos. Siendo
predominante en las arqueas en el 97% de los
genomas, en comparacion con las bacterias
encontrando el 50% de secuencias en los
genomas. Ademas, su papel biologico es
brindar proteccién contra los &cidos nucleicos
invasivos (como el ADN o el ARN proveniente
de fagos, plasmidos y otros elementos de ADN
exogenos), comportandose como un sistema

inmunoldgico en los microorganismos [25].

Por esta razon los cientificos comenzaron a
tener interés y explotaron los conocimientos del
CRISPR-Cas, investigando también sobre las
aplicaciones de la actividad endonucleasa de la
proteina Cas, siendo aceptada como una
herramienta popular en el desarrollo de un
amplio rango de medicamentos de significancia
clinica incluyendo antivirales, y que en la
actualidad ha sido propuesta para utilizar en el
diagnostico y tratamiento del SARS-CoV-2
[25, 26].
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El sistema CRISPR-Cas se basa en la capacidad

de producir un conjunto de secuencias de ADN

derivadas del invasor conocidas como
espaciador, que a su vez estan flanqueadas por
una region lider [27]. Los espaciadores

adquiridos se agrupan en cluster conocidos
como CRISPR, en donde son transcritos a partir
de un solo promotor para generar un pre-CARN
largo, el cual es procesado posteriormente por
proteinas Cas o0 bien por ribonucleasas
celulares. Este proceso genera ARNs pequefios
conocidos como crARN maduros, cuya funcion
es el silenciamiento de secuencias especificas.
También, el crARN se asocia con un crARN
transactivador (tracrRNA) para reconocer una
secuencia blanco, que es una especie diferente
de ARN que interactta con el crARN para
formar un gARN guia, el cual se puede
encontrar en el sistema CRISPR-Cas tipo Il y
en el subtipo V-B. También, se sabe que los
crARN se asocian a proteinas Cas para formar
varios complejos efectores denominados
crARN-Cas o crRNP. Por lo que la funcién
principal del sistema CRISPR-Cas es destruir
secuencias especificas de los &cidos nucleicos
complementarios considerados

que son

invasores [28- 31].

Por otro lado, el descubrimiento y el reciente

avance de las funciones de la secuencia
CRISPR vy las proteinas Cas asociadas al

mismo, han llevado a una rapida expansion de
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diferentes campos de la investigacion desde
hace 30 afios, como se observa en la figura 1
[32]. Posteriormente, al descubrimiento del
sistema CRISPR-Cas en E. coli se dieron a
conocer las funciones y mecanismos del
sistema CRISPR-Cas, estableciendo una nueva
era de la inmunidad adaptativa mediada por
CRISPR-Cas en el 2007. Posteriormente, se dio
a conocer la primera aplicacion de la tecnologia
CRISPR-Cas9 en 2013,

campo de la edicién de genes dirigidos a células

revolucionando el

de mamiferos, acelerando el avance de nuevas

aplicaciones en otros sistemas CRISPR-Cas en
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ciencias basicas y medicina clinica. También,
las herramientas basadas en CRISPR/Cas9 se
utilizaron por primera vez para detectar el virus
Zika en 2016 y a la bacteria Staphylococcus
aureus (S. aureus) que es resistente a la
meticilina en 2017. Poco después, se dio a
conocer que el Casl3a es guiado por ARN.
Mientras que, el Cas12ay Cas13 son de utilidad
para detectar acidos nucleicos y han sido

utilizados para el diagnostico clinico [32- 34].

Descubrimiento del sistema
CRISP-Cas en E. coli (1987)

La primer aplicacion del
sistema CRISP-Cas9 como
meétodo de deteccion rapido y
sensible del patégeno S.
aureus resistente a meticilina
(2017)

| Uso del sistema CRISP-Cas
13a denominado SHERLOCK
basado en la deteccién de
dcidos nucleicos de patégenos }

Se evidencia el papel biolégico

del sistema CRISP-Cas en la
inmunidad adaptativa (2007)

La primer aplicacién del

sistema CRIPS-Cas9 en la

deteccion a bajo costo del
virus del Zika (2016)

(2017)

Uso del sistema CRISP-Cas
13a denominado SHERLOCK
basado en la deteccién de
dcidos nucleicos de virus
(2018)

La primer aplicacién del Cas9

en la identificacién del
patégeno S. pyrogenes (2013)

Se describe la aplicacion del
sistema CRISP-Cas en la
edicion de genomas de células
de mamiferos (2013)

Figura 1. La historia del descubrimiento del CRISPR-Cas y su aplicacién en la identificaciéon de

patogenos [32].
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A continuacion, se describen los sistemas
CRISPR-Cas basandose en la clasificacion por
tipos.

Las proteinas Cas se dividen en 13 tipos: las
proteinas Casl al Cas10 y las proteinas Casl2
al Casl4. Ademas, se clasifican en 6 tipos (I al
V1), su papel de manera resumida se basa en la
adquisicién de espaciadores, la interferencia de
acidos nucleicos como dianas moleculares y la
expresion de crARN. Su funcion principal
abarca la union a ADN y ARN no especifico
ADNasa, se

especificamente a regiones ricas en uracilo,

actuando como une

actia como exonucleasa, endonucleasa y
helicasa de ADN, corta sSARN (ARN de
cadena sencilla) y ssADN (ADN de cadena
sencilla) no especifico y ssADN especifico que
se encuentra cercano a la secuencia TTTN
(Kumar prashant et al., 2020; Michael, 2020)
[35, 36].

Los principales dominios encontrados en la
familia Cas son: el dominio HD (llamado asi
por los residuos de aminoacidos conservados de
histidina (H) y/o aspartato (D)), se sabe que esta
involucrado en el metabolismo de acidos
nucleicos, el dominio helicasas de caja
DEAD/DEAH; su proposito es desenrollar los
acidos nucleicos. A su vez, estan involucradas
en el metabolismo del ARN incluida; la
transcripcion nuclear, el empalme previo del
ARNmM,

la biogenesis del ribosoma, el
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transporte nucleocitoplasmatico, la traduccion,
la desintegracion del ARN vy la expresion de
genes organulos. Finalmente, tienen un
dominio endonucleasa conocido como RuvC
(estas proteinas llevan a cabo la actividad
endoribonucleasa para procesar sus propios
ARN guiay actividad ADNasa guiada por ARN
para la escision de ADN diana), el dominio del
I6bulo de reconocimiento helicoidal alfa cuya
funcion es de una endonucleasa guiada por
ARN, el dominio correspondiente a la familia
DxTHG asociado al CRISPR y el dominio
NUC que es una endonucleasa [29, 36-39].
Sustratos reconocidos por el sistema
CRISPR-Cas de acuerdo con su clasificacion
Comunmente el sistema CRISPR-Cas reconoce
ADN, el cual es hidrolizado por varios crRNP
efectores. Los sistemas CRISPR-Cas del tipo I,
I, IV y V se dirigen al ADN, mientras que los
sistemas del tipo Il cortan por igual el ADN y
ARN. Los sistemas del tipo VI cortan el ARN y
otros son especificos de ADN, mostrando
dependencia del reconocimiento de una
secuencia corta de 2-5 pb, llamado motivo
del PAM

(Protospacer adjacent motif, por sus siglas en

adyacente protoespaciador 0
inglés; motivo adyacente de protoespaciador,
en espafiol), ubicado inmediatamente adyacente
a la secuencia diana del ADN invasor. La
PAM es esencial

presencia del para la
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degradacion de 4&cidos nucleicos y esta
secuencia esta flanqueada por repetidos. Por el
contrario, la funcion de los sistemas CRISPR-
Cas del tipo 111 'y V1 es direccionar el ARN y no
depende de los PAM de consenso. Sin embargo,
la actividad de los sistemas del tipo 11l se han
estudiado y se ha demostrado que son regulados

por  secuencias que flanquean los
protoespaciadores de los ARN blanco
denominadas secuencias flanqueantes de

protoespaciadores [31].

Los sistemas de proteinas Cas y su

descripcion

El sistema Cas3

Destaco por primera vez en el 2002 cuando se
realizaba un andlisis in silico de genomas
procarioticos, identificando el motivo de la
helicasa de la superfamilia 2 conocido como
'COG1203' y su asociacién con otras enzimas
de procesamiento de acidos nucleicos ubicadas
junto a las secuencias espaciadoras de ADN
repetido, caracteristica principal del CRISPR
[25].

Esto cred el término "CRISPR", para las
repeticiones de ADN, y la proteina COG1203

con el tiempo se acufidé como "Cas3". Lo
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anterior permitio el descubrimiento y el
establecimiento de la biologia y biotecnologia
del CRISPR, que posteriormente se describi6 al
Cas3 como parte de un sistema de inmunidad
procariota basado en la interferencia de ARN
[31].

A lo largo de las investigaciones se conocieron
multiples funciones de la proteina Cas3 como:
(i) la participacién en la interferencia del
CRISPR, (i) ATPasa
dependiente de sSADN y dsADN (ADN de

doble cadena), pero en algunas ocasiones la

funcién  como

actividad nucleasa no requiere de ATP, (iii)
tiene un papel biolégico como helicasa
dependiente de ATP, con la finalidad de
desenrollar los hibridos de ADN/ADN vy
ARN/ADN, moviéndose principalmente en
direccion de 3'a 5° [29, 31]. En la figura 2 se
puede observar el mecanismo de de la nucleasa
Cas3 [18]. El cual se basa en que Cas3 funciona
con un complejo de ribonucleoproteina
conocido como "cascada”. Los pares de bases
en el complejo forman un bucle, propiciando el
reclutamiento de Cas3 con la finalidad de

degradar el ADN diana [40].
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Reclutamiento del Cas3

por “Cascada” para la actividad nucleasa

J/

cascada
= ~—\~\\PAM 3
\ B
HATEITEEETTRE v
T PPITIES
spaciador
LA LLL

crARN

Cas3

Figura 2. Representacion del mecanismo de corte de la nucleasa Cas3 denominado “cascada”. Imagen

modificada de [31].

La diversidad de la forma y funcion del

complejo Cascada-Cas3 en los sistemas
CRISPR del tipo 1 se hace explicita en la
mayoria de los subtipos como: 1-A, 1-Fy 1-U.
Dentro de estos sistemas, los complejos cascada
varian en composicion de tres a cinco
subunidades proteicas, aunque Cas5 y Cas7 son
comunes en todos los subtipos, y muestran
alguna variacion correspondiente en las
funciones  cataliticas.  Existen  estudios
comparativos donde se ha encontrado que la
nucleasa Cas3 posee diferente funcién en
algunos modelos bacterianos. Como ejemplo se
ha encontrado que existen proteinas Cas3 que
se fusionan a las Cas2 en los géneros Yersinia'y
Pseudomonas. Por otro lado, en el caso de
algunas arqueas, las funciones de Cas3 son

como nucleasa, translocasa y helicasa. Y estas
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enzimas son codificadas por diferentes genes
como el cas3’ y cas3’. También, en las
cianobacterias se ha reportado la proteina
Cas3”’ que puede fusionarse con la proteina
Casl10 [41, 42]. A continuacién, se describen
los dominios caracteristicos de la proteina Cas3
tomando como modelo bacteriano al termoéfilo
Thermobifida fusca YX, cuyo nimero de
acceso es 4qgqw de la estructura cristalina
obtenida de la base de datos de proteinas PDB
(del inglés: protein data bank) [43]. En las
figuras 3A, 3B y 3C se observa la estructura en
cristal del mondmero, dimero y tetrdmero del
Cas3 que fue representada en lazos y listones.
Asi como los dominios principales de la
proteina Cas3, cuya arquitectura se observa en
la figura 3D. Encontrando que posee los
dominios HD, DEAD/DEAH, helicasa y el
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Identificando 30

arquitecturas, divididas en 1347 especies y 24

dominio C terminal.

(A)

Monomero

Dimero-ARN
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estructuras [41, 44].

(B)

Tetramero-ARN

Figura 3. Representacion de la estructura cristalina del sistema Cas3 (3A-3C) y sus dominios (3D).
Las iméagenes fueron elaboradas en el presente estudio, fueron reproducidas en Pymol 2.4, la estructura
cristalina obtenida de PDB y los dominios de Pfam [43-45].

El sistema Cas9

Corresponde al sistema CRISPR del tipo 11, se
caracteriza porque necesita del procesamiento
correcto del pre-crARN, requiere del tracrARN
y una ribonucleasa 3 enddgena (rnc). La
funcién del tracrARN sirve como guia para el
procesamiento del pre-crARN asistido por la
ribonucleasa 3. Mientras que, el complejo
Cas9/crARN/tracrARN corta una diana de

dsADN lineal o circular complementaria al
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espaciador produciendo extremos romos. Como
caracteristica principal el Cas9 es considerado
inactivo en ausencia del ARN guia (ARNQ). Por
Cas9

adyacente del protoespaciador rico en 3'-G, una

otro lado, el reconoce un motivo
secuencia corresponde a TGGTG ubicadaen las
secuencias de repeticion del CRISPR, cuya
funcion es ayudar a distinguirlas ya que las
dianas moleculares dentro del locus CRISPR

bacteriano no tienen PAMs (Figura 4) [31].
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Figura 4. Representacion del mecanismo de corte de la nucleasa Cas9. Imagen modificada y basada

en [46- 48].

En la figura 5 se observa la estructura cristalina
y los principales dominios que conforman la
arquitectura de la proteina Cas9. La imagen se
basé en la proteina Cas9 (PDB: 5AXW) de S.
aureus acomplejada con sgARN y su ADN
diana 0 PAM (TTGGGT) [45, 49, 50].

El sistema Casl12

Pertenece a la clase 2 tipo V-A (anteriormente
se conocia como Cpfl), es similar a la proteina
Cas9 en tamario y forma. El Cas12a posee dos
dominios nucleasa RuvC, que incluso pueden
superponerse. También, contiene un dominio
nucleasa en lugar del dominio HNH. La funciéon
del Cas12aes cortar tanto el ARN y ADN, antes
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de que ocurra el corte de acidos nucleicos en
presencia del ARNcr producido por una

primera reaccion.

PAMs

correspondientes a Casl2a y Cas9 estan en el

También, se sabe que los
extremo opuesto de su propio protoespaciador.
El Cas12 utiliza un método de reconocimiento
de secuencias especificas, que requiere de un
PAM corto dependiente de timina (T) como las
secuencias: 5'-YTN-3’, 5'-TTN-3" 0 5'-TTTN-
3'. Observando que el Casl2 es guiado por
ARN dnico con la finalidad de cortar
eficientemente el ADN diana. El sitio de corte
del Casl12a esta después de la base 18 ubicado
en la secuencia NTS y después de la base 23 en

la secuencia TS, lejos del PAM [44, 51].
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Figura 5. Representacion de la estructura cristalina del sistema Cas9 (PDB: 5AXW) y sus dominios.
Las imagenes fueron elaboradas en el presente estudio, fueron reproducidas en Pymol 2.4, la estructura
cristalina obtenida de PDB y los dominios de Pfam [44, 45, 49, 50].

+{ cCasi2a  |@B}l=——

Transcripcion l
- Casl2a ]_Mﬂ__=. AAAAA
Procesamiento del mARN l

diad Casl2 :

. Triplex

| br

Mecanismo de
edicion de genes

[I Espaciador
5° (espaciador)

@D PoliA

Figura 6. Representacion del mecanismo de corte de la nucleasa Cas12a. Imagen basada en [51, 52].
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Mientras que, un ADN escalonado con un
saliente de 4 o 5 nucled6tidos en la direccion 5,
es generado a partir del corte de la nucleasa
RuvC, puede estimular ain mas la reparacion
de ADN por medio del sistema de union de
(NHEJ) (Non-
homologous DNA end joining, por sus siglas en

extremos no homdlogos

inglés; union de extremos de ADN no
homologo, en espafiol). Ademas, se ha
encontrado que la secuencia de crARN maduro
tiene al menos 16 nucleétidos de longitud y
alcanza la méaxima eficiencia de corte en una
longitud de 17-18 nucledtidos [44, 51]. En la
figura 6 se observa el mecanismo de la proteina
Casl2a.

Aunque los efectores de los subtipos de la
nucleasa Cas 12 conocidos como V-A (Casl2a)
y V-B (Cas12b) se han estudiado en detalle, las
distintas arquitecturas del dominio y las
secuencias RuvC de proteinas Cas12 no se han
todo [38].

las proteinas Casl2 al

caracterizado del Encontrando
diferencias entre
caracterizar las proteinas Casl2c, Casl2g,
Casl2h, Casl2e y Casl2i demostrando que
todas poseen actividad de interferencia del
dsADN guiado por ARN. Por ejemplo, las
diferencias entre las proteinas Cas12g y Cas12i;
encontrando que cada una posee un tipo de
corte diferente. Es decir, Casl2i tiene mayor
eficiencia en el mecanismo de corte del del

espaciador ya sea la cadena complementaria y
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no complementaria, lo que da como resultado
un corte predominante de dsADN. Mientras
que, la proteina Casl2g es una ribonucleasa
(ARNsa) guiada por ARN con 2 actividades
(ARNsa y ADNsa monocatenaria). Lo anterior
demuestra la diversidad funcional debido a la
evolucion del CRISPR-Cas del tipo V [38, 53].

En la figura 7A se observa la estructura
cristalina de la proteina Cas12 (PDB: 6GTF) de
Francisella tularensis subsp. novicida U112
[45, 54, 55]. Y en la figura 9B, 9C y 9D se
observan 3

arquitecturas 'y  dominios

correspondientes a la proteina Cas12 [44, 45].

El sistema Casl13

Recientemente, se han descubierto nuevos
CRISPR-Cas

novedosas. Entre estos nuevos descubrimientos

sistemas con  funciones
se destacan los sistemas de clase 2 y tipo VI,
CRISPR-Casl13, que

utilizan una sola enzima para dirigirse al ARN

conocidos como el

utilizando una guia programable denominada
CrARN. La wunion de Casl3 al ARN
monocatenario activa la actividad de la ARNsa
que corta y degrada el ARN circundante de
forma no especifica, conocida como actividad
de corte colateral o trans. Ademas, los sistemas
del tipo VI se han utilizado para la eliminacion
de ARN proveniente de agentes patdgenos. Por

lo que, la nucleasa Cas13 forma la base para la
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edicion de ARN, basada en la actividad se representa el mecanismo molecular de las
nucleasa y la adenosina desaminasa para editar nucleasas Cas13ay Cas13b.

las secuencias que corta [51, 56]. En la figura 8

Figura 7. Estructura cristalina de la enzima Cas12 (7A) y las 3 arquitecturas representativas de la
nucleasa (7B, 7C y 7D). Las imé&genes fueron elaboradas en el presente estudio, fueron reproducidas
en Pymol 2.4, la estructura cristalina de la proteina Cas12 fue obtenida de PDB (6GTF) y los dominios

de Pfam [44, 45, 54, 55].

Corte colateral

y no especifico o especifica

A
A
Cadena

Cadena § -
g ‘ D PFS .
diana § — D PFS Irrs S ;- diana 5 3
de ARN 3 lllllllllm Repetido dlmtof de ARN y 3 30 nt

(e:::‘?al:lzr) - l :‘J \ " na—" Cr.
CrfARN 52
y

Figura 8. Representacion del mecanismo de corte de las nucleasas Casl3a y Casl3b. Imagen
modificada de [51].
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Los sistemas CRISPR-Casl3 se dividen en
cuatro subtipos segun la identidad de la proteina
Cas13 (Casl3a—d). Todos los miembros de la
familia de proteinas Casl3 contienen dos
dominios HEPN de union a nucleotidos
encontrados en procariotas y eucariotas. Cuya
funcion es cortar el ARN mediado por ambos
dominios [57]. Sin embargo, a diferencia del
Casl13a, Casl3c y Casl3d, el Cas13b posee los
dominios HEPN ubicados en los extremos N y
C terminal de la proteina lineal, lo que sugiere
que puede adoptar una conformacion
tridimensional Unica. Y la repeticion directa del
crARN en Cas13Db se encuentra en el extremo
3', que es la orientacion opuesta a la que se

A)
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encuentra en otros sistemas de Cas del tipo VI
[51, 56]. En la figura 9A se muestra la
estructura cristalografica del Cas13 tomando en
cuenta el modelo bacteriano Listeria seeligeri
serovar cepa SLCC3954 (PDB: 6vrC). Y en la
figura 9B se observan las arquitecturas que
conforman a la proteina Cas13. Destacando que
la secuencia proteinica se ha encontrado en
pocas especies como: Leptotrichia buccalis
ATCC 14201, Leptotrichia shahii DSM 19757,
Herbinix hemicellulosilytica, Lachnospiraceae
NK4A179,
propionicigenes DSM 17365 vy Listeria
seeligeri ATCC 35967 [29, 45, 58].

bacterium Paludibacter

®) |

Casl3

354 4

6

908 1120

Figura 9. Estructura cristalina de la enzima cristalina del Cas13 (9A) y la replantacion de los dominios
de la nucleasa Cas13 (9B). Las imagenes fueron elaboradas en el presente estudio, fueron reproducidas
en Pymol 2.4 y DOG 2.0. la estructura cristalina de la proteina Cas13 fue obtenida de PDB (PDB:

6vrC) y los dominios de Pfam [45, 58- 60].
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Casl4

Es una familia de nucleasas guiadas por ARN
excepcionalmente compactas, recientemente se
identificd en arqueas extremofilas. A pesar de
su pequefio tamario, las proteinas Casl4 son
capaces de cortar el sSADN [61]. Como dato
interesante se han identificado 24 variantes del
gen casl4 agrupados en tres subgrupos
(Casl4a-c). En general, las proteinas Casl4
tienen alrededor de 400-700 aminoacidos (aa),
son aproximadamente la mitad del tamafio de
las nucleasas guiadas por el dsARN de la clase

2 cuyo tamafio es de 950-1400 aa. En la figura

Casl4a
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10 se observa el mecanismo de corte y
estructura de Casl4a [21]. Observando que la
nucleasa posee actividades bioquimicas Unicas,
encontrando que Casl4 es muy restrictiva en
cuanto a la union con el ADN del PAM. Por lo
tanto, la union al locus de ADN requiere la
complementariedad entre el ARN guia y la
diana de ADN, en una ubicacion en la que
puede interactuar con los elementos de union al
PAM de la proteina Cas. Un dato interesante es
que Casl14 corta solamente sSADN y no puede
cortar dSADN o ssARN [48].

Figura 10. Representacion del mecanismo de corte de la nucleasa Casl14. Figura basada en [34].

Asimismo, se ha descubierto que las proteinas
Casl4 identificadas exhiben una diversidad de
secuencia. También poseen un dominio de
RuvC,

caracteristica del sistema CRISPR-Cas de tipo

nucleasa cuya organizacion es
V. A la fecha, no existe una estructura cristalina

de la proteina Casl4, pero se han descrito a
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detalle en bacterias no cultivables [62]. En la

figura 11, se observan las arquitecturas
Casl4.

Encontrando mediante analisis bioinformético

representativas de la nucleasa
que existen 4 arquitecturas y dominios
correspondientes a la familia Casl4 con las

siguientes caracteristicas: (i) existen alrededor
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de 726
RISPR_Cse2 que indica esta asociada a la

secuencias con la arquitectura
familia de proteinas Cse2 en Pseudomonas sp.
BAY1663 (WIOT7E5 9PSED). (ii) la nucleasa
Casldb presenta 9

arquitectura CRISPR_Csel,

secuencias con la
CRISPR_Cse2
como ejemplo; la bacteria Actinoalloteichus
hoggarensis (A0A221W9Y6_9PSEU). (iii) la
nucleasa Casl4c, se caracteriza porque existen

8 tipos con arquitectura CRISPR_Cse2x2 como

ejemplo; Streptomyces sp. GP55
Casl4d
A) - CRISPR-Cse2
B) —

Q) S CRISPRUG se 1 s
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(AOA2N3UXG3 9ACTN). (iv) las nucleasas
Casl4l-E, se caracterizan porque posee un
CRISPR asociado a CasB/Cse2 y (v) la
nucleasa Casl4d se caracteriza porque solo
existe una secuencia y arquitectura del tipo
la bacteria
Peptoniphilus  sp. F0436
(FOMXH1 _9FIRM), que posee un CRISPR
asociado a las proteinas Cas7/Cse4/CasC [29,
44, 63].

CRISPR_Cse2 como ejemplo;
taxon 375 str.

- CRISR-Cse2

D) - [ .CRISPR-Cse2 (mmmmnC

Figura 11. Comparaciéon de las 4 arquitecturas representativas de la proteina Casl4. Imagen

reproducida y obtenida de Pfam 2020 [44].

Para conocer un poco mas de la proteina Casl14
del

metagenomicos los cuales han revelado una

tipo V se han reportado datos
gran diversidad de secuencia de Casl4,
encontrando que las proteinas Casl4a-c
incluyen un dominio RuvC adyacente a los

genes cas asociados a CRISPR. También, se
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encontraron 20 sistemas adicionales de este tipo
en varias bacterias no cultivables agrupadas en
(Cas14d-h),

observando que los genes son similares al cas14

cinco principales  familias
formando clados separados en el analisis de
filogenia del cas tipo V. Por otro lado, se han

identificado 38 sistemas CRISPR-Casl4
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pertenecientes a ocho familias (Casl4a-h) y
otro sistema adicional conocido como Casl4u
[62, 63]. Lo que sugiere que estas familias
evolucionaron a partir de TnpB, una proteina
asociada a una transposasa que es considerada
el ancestro evolutivo de los efectores CRISPR
del tipo V. En la figura 12 se muestra un analisis
filogenético de los ancestros en comun de la
proteina Casl4, el cual fue elaborado en este
trabajo utilizando secuencias disponibles en
NCBI revisadas en 2020 [64]. Para ello, se
realizo un alineamiento de las secuencias
mediante Clustal W para posteriormente
calcular las distancias evolutivas utilizando el

método de correccion de Poisson y generar un

—

0.20
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arbol filogenético [65].

En el andlisis se eliminaron todas las posiciones
ambiguas para cada par de secuencias y hubo
un total de 517 posiciones en el conjunto de
datos, finalmente los analisis de evolucion se
elaboraron en MEGA X [66]. Demostrando
como resultado que hay un ancestro en comun
de la enzima Casl4 (secuencia de referencia),
la cual tiene un parecido del 84% con otras
secuencias correspondientes a la transposasa
encontrada en arqueas, similar a lo que reportan
Harrington y cols., 2018 [62].

Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Candidatus Methanoperedens nitroreducens
Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Candidatus Methanoperedens sp. BLZ2
Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) en Methanoculleus bourgensis

Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Methanosarcina horonobensis

Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Methanohalobium evestigatum

Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Methanomethylovorans hollandica

Familia de transposasa TnpB (IS200/IS605) de Methanolobus sp. SY-01

Transposasa de Desulfallas gibsoniae

CRISPR-associated protein Cas14 uncultured archaeon (secuencia de referencia)

Figura 12. Arbol filogenético basado en la proteina CRISPR-Cas-14, cuyas secuencias fueron
obtenidas de archaeas de la base de datos de NCBI revisado en 2020 tomando como secuencia de
referencia el nimero de acceso correspondiente a QBMO02559 [64]. El arbol filogenético fue basado
en un estudio Neighbor joining [67], que comparé las secuencias TnpB, un ancestro de la proteina
Casl4. La informacion del arbol filogenético fue obtenida en el presente estudio, con la finalidad de
comprender y plasmar la informacion obtenida de [62].
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Se sabe que el papel bioldgico de Casl4 es
dirigirse especificamente al sSADN, sugiriendo
una funcidn en la defensa contra los virus de
sSADN que se propagan por medio de
intermediarios del sSADN. Este hallazgo indica
que las proteinas Cas pueden llevar a cabo un
corte de ADN incluso en organismos no
cultivados conduciendo a la creacion de
valiosas tecnologias basadas en CRISPR-Cas14
y Su aprovechamiento para maximizar su

utilidad biotecnoldgica [62, 63].

Las caracteristicas principales del Casl4 son
que posee una actividad nucleasa dirigida al
ADN monocatenario (ss), es dos veces mas
pequeiio que Cas9 y puede conferir defensa
contra virus [61]. Ademas, al combinar la
actividad de corte de la sSADNsa de Cas14 con
el método de amplificacion isotérmica
(DETECTR-Cas14), se puede explotar de
manera prometedora para la genotipificacion
del polimorfismo de un solo nucledtido de
ADN de alta fidelidad, y para la deteccion de
virus de importancia clinica, ecoldgica y
econdmica que infectan a los seres humanos.
Por lo tanto, el sistema CRISPR-Cas14 podria
adquirir una expansion de manera exponencial
en el campo del diagnéstico de enfermedades

infecciosas y no infecciosas [61, 62].

Aplicaciones del CRISPR-Cas
La tecnologia CRISPR/Cas se ha utilizado
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ampliamente como  una  herramienta
programable para la edicion de genes desde
2013, se sabe que la actividad de corte de las
nucleasas en algunos casos es promiscua, lo
y se

aprovecho este conocimiento para la deteccion

cual fue descubierto recientemente,
de &cidos nucleicos mediante experimentacion

in vitro [2].

El CRISPR-Cas es una poderosa herramienta de
edicion de genes que ha dado lugar a resultados
terapéuticos  revolucionarios en ensayos
clinicos en los dltimos afios. Més alld de su
capacidad de actuar como = “tijeras
moleculares”, el CRISPR y sus proteinas
asociadas (Cas) poseen propiedades que pueden
ser aprovechadas para detectar acidos nucleicos
especificos en una muestra de pacientes

enfermos [10].

A continuacién, se describen algunos
biosensores basados en los sistemas Cas3,
Cas9, Casl2, Casl3y Casl4, cuya finalidad es
detectar los componentes moleculares del
SARS-CoV-2. Y también se describen sus
ventajas y desventajas como metodologia de

diagndstico viral.

Deteccion del SARS-CoV-2

Se reportan estudios enfocados en el
diagnostico de enfermedades que combinan la
RT-LAMP vy el sistema CRISPR-Cas, para la

deteccidn de personas enfermas con el COVID-
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19. Los cuales poseen una sensibilidad cercana
a una sola copia de amplificado de los
componentes moleculares del SARS-CoV-2.

También otros estudios han comparado los

rendimientos del diagndstico de varias
plataformas tecnoldgicas como; CONAN
CAMERA, CRISPR/Casl2a-NER, iSCAN,

SARS-CoV-2, STOP-COVID, SHERLOCK,
CRISPR-COVID entre otras.

deteccion molecular del SARS-CoV-2 aparece

Por ello, la

como una opcién de diagndstico para este
nuevo Virus emergente causante de la

enfermedad del COVID-19 [2, 68].

Biosensores basados en Cas3 usados en la
deteccién del SARS-CoV-2

Método CONAN

La tecnologia se basa en el corte de ADN
monocatenario, por medio del Cas3, que ha
destacado por su potencial como un método
rapido que lleva alrededor de 40 min en
diagnosticar la presencia del SARS-CoV-2, es
de bajo costo, de gran sensibilidad, especifico,
y no necesita de instrumentos caros para la
deteccidn del virus. Este ensayo es comparable
con Casl12 y los ensayos basados en RT-gPCR
[69].

Estos hallazgos han ayudado a comprender el
uso de pruebas de diagndsticos BPC en
pacientes de
infectados con el SARS-CoV-2 [69]. En

los que se sospecha estan
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general el método CONAN consiste en extraer
el ARN de pacientes infectados por SARS-
CoV-2. La técnica se basa en la RT-LAMP,
para lo cual se han disefiado los cebadores que
involucran 2 tipos de reacciones de
amplificacion de templados a partir de la
estructura de asas formada en el extremo
terminal 3°. Para lograr la amplificacion se usan
6 cebadores (2 externos y 4 internos), los cuales
reconocen regiones de interés de la secuencia
del SARS-CoV-2 de acuerdo con un criterio de
identificacion de genes (por lo regular la
proteina S, M y N). Con la finalidad de
amplificar varios genes por medio de una sola
reaccion [69, 70]. Posteriormente, se lleva a
cabo una RT-LAMP que consiste en una RT-
PCR colorimétrica que amplifica la muestra de
ARN para convertirlo en ADN complementario
en un tiempo de 30 min a 62 ‘C. Después se
coloca en un tubo una reaccion de 10 min a 37
°C con la enzima Cas3 y ssADN marcado con
un fluoréforo que después es cortado por la
nucleasa, liberando el ADN vy la sefial marcada
con un fluoréforo. Finalmente, se lleva a cabo
el revelado de la muestra por medio de la
metodologia de flujo lateral o LFA, cuyo
resultado cuantifica el nimero de copias de los
componentes moleculares del SARS-CoV-2 en
un tiempo de 2 min [69]. En la figura 13 se
observa la metodologia CONAN para la
deteccion del SARS-CoV-2.
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RT-
LAMP

(62°C, 30min) (37°C. 10min) (2min)

™ P

NN % O-&’ — Q—_’_.»

S

Mouestra RNA Amplificacion Escision de ssDNA -

Figura 13. Metodologia del biosensor CRISPR-Cas3 (CONAN) para la deteccion molecular del
SARS-CoV-2 en pacientes enfermos. Figura modificada de [69].

Negativo  Positivo

Método

RT-LAMP (62°C, 30min)

Mezcla (Cascada 200nM,

Cas3 400nM)

Incubacion (37°C, 10min)
Flujo lateral de deteccion

2min

>

(+)Positivo  (-)Negativo

Figura 14. Revelado del biosensor CONAN basado en Cas3 disefiado para detectar el SARS-CoV-2
en pacientes enfermos. Imagen modificada de [69].
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Para el revelado de la prueba se utiliza el
reportero de sSADN marcado con un fluoréforo
(F). Observando que, cuando Cas3 no presenta
actividad nucleasa acumula nanoparticulas de
oro y anticuerpos anti-FITC que se observan
conjugados en la primera linea (control
negativo) de la tira de papel de flujo lateral.
Mientras que, el reportero hidrolizado muestra
una sefial positiva al contacto con los
componentes moleculares del SARS-CoV-2 en
la segunda linea (muestra positiva) en un
tiempo <2 min [69]. En la figura 14 se
representa la forma de leer los resultados en tira

de papel del biosensor CONAN.

Biosensores basados en Cas9 usados en la
deteccion del SARS-CoV-2

Método CAMERA
Es considerada una metodologia basada en el
CRISPR-Cas9 que ha

investigadores a realizar un seguimiento de

ayudado a los
ciertos eventos celulares, asi como los cambios
en la expresion genica en funcion de la
exposicion a ciertas condiciones ambientales
[51].

La metodologia CRISPR-Cas9 consiste en
transfectar células con un plasmido a manera de
inducir la expresion de otras dos moléculas: la
enzima Cas9y el sJARN. Que pueden unirse en
celular formar una

el nucleo para
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ribonucleoproteina. La endonucleasa Cas9 es
una una proteina capaz de producir una ruptura
en el dsADN. Ademas, el sgARN es una
especie de ARN guia sintético, que sirve para
conducir a Cas9 a un gen blanco. De esta forma,
es posible editar material genético en el lugar
donde se provocd la ruptura del ADN. Esta
metodologia se basa en la transfeccién de ADN
por medio de un plasmido que introduce una
molécula de ADN cuya funcion es reparar ADN
de doble cadena [71].

El mecanismo del biosensor es regular la
expresion de la proteina Cas9, para que esta
identifique el sgARN sintético del virus para
generar una  respuesta, registrarla Yy
cuantificarla. Cuando la célula reingenierada
censa los componentes moleculares del virus
del SARS-CoV-2, para los cuales esta disefiado,
se produce un estimulo como respuesta a la
formacion de un complejo Cas9-sgARN

cuantificando la sefial obtenida [51].

Existen 2 variantes del método, la primera es
conocida como CAMERA 1; se basa en
emplear una mezcla de plasmidos de tipo
salvaje y modificados utilizandolos para crear
un sistema memoria génica in vitro con la
finalidad de detectar componentes moleculares
de virus como ARN. La propuesta se basa en
utilizar plasmidos modificados que se
disefiaron para contener una region diana afin al

complejo Cas9-sgARN. De modo que se
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produzca una sefial cuantificable provocada por
la presencia del virus. Posteriormente, el
pldsmido reingenierado se degrada y se
reemplaza con un plasmido de tipo salvaje. Por
lo tanto, la amplitud y duracion del estimulo
pueden observarse analizando la proporcion de
plasmidos modificados con respecto a los de

tipo salvaje [51].

Esta metodologia se ha implementado en
bacterias, observando que el par de plasmidos
evaluados pueden mantenerse estables durante
144 horas y en una proporcion de 10%7,
Observando que, la proporcion de los
plasmidos puede cambiar. Por lo que, en
general la metodologia CAMERA 1 permite el
registro de la amplitud de la sefial en una escala
de tiempo, registrando la duracion de la
intensidad de la sefial cuantificando los
plasmidos en presencia y ausencia del virus

[51].

Por otro lado, la segunda variante “CAMERA
2”, se basa en la edicién del genoma de la
célula, asociando diferentes estimulos, lo que
permite la grabacién de varias sefiales en la
misma célula. La amplitud y duracion de la
sefial pueden evaluarse cuantificando la
proporcién de ADN, observando cambios de
nucledtidos en la secuencia del plasmido al
detectar los componentes moleculares del
SARS-CoV-2 al secuenciar de 10 a 100 ceélulas,

registrando el orden de los eventos utilizando
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un disefio de ARN guia, destacando que es una
técnica robusta y se puede particularizar a un
estudio de células humanas simulando una
infeccion por virus el cual puede ser detectado
por CAMERA [51].

El mecanismo del método CAMERA 1y 2 es
muy parecido se basa en detectar patdgenos
(como virus) por medio del complejo Cas9-
ARN. Debido a que el sgARN dirige a la Cas9
hacia su blanco molecular con mucha precision.
El sistema ha sido reingenierizado mediante la
construccioén de plasmidos, que regulan al cas9
al agregar tetraciclina. Por otro lado, la
expresion del ARN sintético es regulado por el
promotor lacO, que activa la transcripcién del
SgARN al IPTG. Finalmente, el

plasmido reingenierado de escritura genera

agregar

memoria para que la Cas9 corte la secuencia

indicada para eliminar material genético

proveniente de patdgenos [51].

Otra metodologia emergente es un ensayo de
deteccion conocido como FnCas9 o FELUDA,
cuya funcion es detectar secuencias de
nucleétidos de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2, en un tiempo de 1h mediante
la amplificacion del gen de la ARN polimerasa
dependiente de ARN. Permitiendo distinguir
claramente entre las secuencias de 2 cepas del
coronavirus (SARS-CoV-2y SARS-CoV-1). El
resultado de la prueba de PCR puede revelarse

mediante un ensayo de flujo lateral en una tira
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de papel para distinguir muestras positivas de
pacientes infectados con SARS-CoV-2. El
método se ha probado en muestras suero de 110
personas resultando efectivo en la deteccion de

los componentes moleculares del virus [72, 73].

Método FnCas9

Otra metodologia emergente es un ensayo de
deteccion conocido como FnCas9 o FELUDA,
cuya funcion es detectar secuencias de
nucleétidos de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2, en un tiempo de 1 h,
mediante la amplificacion del gen de la ARN
polimerasa dependiente de ARN. Permitiendo
distinguir claramente entre las secuencias de 2
cepas del coronavirus (SARS-CoV-2 y SARS-
CoV-1). El resultado de la prueba de PCR
puede revelarse mediante un ensayo de flujo
lateral en una tira de papel para distinguir
muestras positivas de pacientes infectados con
SARS-CoV-2. ElI método se ha probado en
muestras suero de 110 personas resultando
efectivo en la deteccion de los componentes

moleculares del virus [72, 73].

Biosensores basados en Casl12 usados en la
deteccién del SARS-CoV-2

El biosensor posee un gran potencial para la
deteccion de acidos nucleicos debido a su

capacidad de cortar indiscriminadamente el
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sSADN una vez unido al ADN diana. Sin
embargo, los sistemas CRISPR/Cas12 actuales
se limitan a detectar ADN en un limite de
[74].

considerada una metodologia emergente de

deteccién  picomolar También, es
diagnéstico clinico rapido, cuantitativo, preciso
y sensible para el prondstico de la enfermedad
del COVID-19 [75]. Por medio de la obtencion
de muestras de las vias respiratorias superiores
(hisopados nasofaringeos, hisopados
orofaringeos (garganta), hisopados nasales de
lavado, aspirado nasofaringeo y aspirado nasal
de individuos pacientes

infectados por el SARS-CoV-2 [75].

sospechosos e

Muy recientemente se demostrd que la nucleasa
Casl2 es atil como una herramienta de
diagnostico in vitro [2]. Otro ensayo basado en
del CRISPR-

Casl2a/gARN vy una sonda fluorescente se

la formacién complejo
reportd y detecto amplificados del virus del
SARS-CoV-2, de manera sensible en tiempo
real, permitiendo diagnosticar la enfermedad
del COVID-19. También, se ha demostrado que
la deteccion de las muestras se lleva a cabo en
un tiempo de deteccidn de aproximadamente 50
min y un limite de deteccion de 2 copias de
amplificado por muestra. Los resultados
validados y comparables mediante con ensayos
de RT-PCR cuantitativa (RT-gPCR) y fueron

aprobados por laboratorios certificados [7].
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CRISPR/Casl2a-NER

El ensayo esta basado en CRISPR/Casl2ay se
utiliza como un método de diagnostico del
COVID-19. El mecanismo se basa en utilizar la
nucleasa Casl2a, el ARN CRISPR (crARN),
ambos dirigidos al amplificado basado en los
compuestos moleculares del SARS-CoV-2y un
reportero de sSADN marcado con la proteina
verde fluorescente y un quencher (Q) no
fluorescente (supresor de la fluorescencia). Que
es hidrolizado por Casl2a en contacto con el

Muestra " Extraccion RT-RAA Incubacion
clinica de RNA

RT-RAA
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acido nucleico del SARS-CoV-2, observando a
simple vista la fluorescencia resultante a 485
nm en ausencia del Q. El ensayo puede detectar
10 copias del amplificado de los genes del virus
en 45 min sin utilizar instrumentos de medicion
y es comparable con el ensayo RT-gPCR.
Encontrando que es un método simple,
confiable y adecuado para el diagndstico in situ
del virus en personas enfermas, que es aplicable
en hospitales y en comunidades aisladas (Figura
15) [64].

Exposicion  Deteccion de la
a luz azul (LED) sefial
LTI
= Ht
= = . il
= H Negativo positivo
o -

37°C 15min

Figura 15. Metodologia CRISPR/Casl2a-NER utilizada en la deteccion del SARS-CoV-2 en

pacientes enfermos. Figura basada en [64].

iISCAN SARS-CoV-2

Es un ensayo in vitro especifico basado en los
sistemas CRISPR-Cas12 y CRISPR-Cas13, que
poseen actividad contra SSADN y ARN,

respectivamente. El ensayo es ampliamente
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utilizado para la deteccién de virus, de manera
eficiente, facil, sensible, rapido, cuantificable y
especifico. La metodologia se basa en combinar
la RT-LAMP con la capacidad de deteccion

especifica del sistema CRISPR-Casl2 en
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menos de 1 h y requiere de equipo sencillo. El
biosensor es facil de usar, ya que utiliza una
reaccion colorimétrica inmunocromatogréfica
de flujo lateral que hace que los resultados del
ensayo sean faciles de evaluar y aplicables a
gran escala. Igualmente, busca cumplir con las
caracteristicas de un biosensor BPC, con la
finalidad de disminuir los casos de infeccion,
mediante la deteccion temprana de portadores
del virus. Finalmente, la metodologia ha sido
validada utilizando ARN obtenido de muestras
de pacientes COVID-19 positivos, lo que
permite aislarlos y ponerlos en cuarentena de
manera efectiva, lo que limita la propagacion
del virus y por lo tanto ayuda a controlar la
enfermedad del COVID-19 [76].

La metodologia DETECTR

El biosensor utiliza a la nucleasa Cas12 que es
una ADNsa guiada por ARN que corta
indiscriminadamente sSADN al unirse a una
secuencia diana. Esta caracteristica ha sido
utilizada por el método denominado
"DETECTR", que utiliza la activacion de la
nucleasa Casl2a en combinacion con la
amplificacion isotérmica para lograr una gran
cantidad de ADN sensible y especifico de
deteccion. Esta técnica se ha probado por
diferentes grupos de trabajo para detectar ARN
del SARS-CoV-2. El

tecnologia se basa en que la proteina Casl2

mecanismo de esta
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detecta los componentes moleculares del virus
como los genes: E, N y RdRp, a partir de una
extraccion de ARN convencional, el cual es
ADN vy

isotérmicamente. Posteriormente,

convertido  en amplificado

la enzima
Cas12 interactta con el amplificado y corta un
reportero de SSADN para desprender un
fluoroforo, cuya sefial se visualiza y cuantifica
mediante un lector fluorescente o una tira de
flujo lateral y necesita de poco equipo para
ejecutar el protocolo para detectar los
componentes moleculares del virus en muestras
de pacientes enfermos. Ademaés, de que no
requiere de mucho tiempo para su elaboracion,
debido a que se han identificado alrededor de
10 copias de amplificado del virus en 1 hora y
con alta sensibilidad [33]. En la figura 16, se
representa el mecanismo de deteccion de los
componentes moleculares del SARS-CoV-2 del

biosensor DETECTR.

Tecnologia STOP-COVID

El biosensor se basa en la combinacion de la
amplificacion isotérmica por RT-LAMP vy la
plataforma de deteccién de CRISPR conocida
como SHERLOCK (S ESPECIFICOS High
Sensitivity Enzymatic Reporter UnLocking,
por sus siglas en inglés; reportero de
desblogueo enzimatico de alta sensibilidad S-
especificos, en espafiol), catalogada como una

metodologia BPC. Esta prueba es sensible a la
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deteccion del SARS-CoV-2, que es comparable
con las pruebas de RT-gqPCR, con un limite de
deteccion de 100 copias de material genético
amplificado. Que utiliza muestras de saliva de
pacientes enfermos obtenidas por medio de
hisopos nasofaringeos. La prueba necesita de
una lectura de flujo lateral, que devuelve el
resultado en 70 minutos, y finalmente se lee la
fluorescencia. La metodologia ha sido validada
COVID-19
diagnosticando correctamente a 12 pacientes

en varios pacientes con

ADN
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positivos y 5 negativos por medio de un estudio
de 3 réplicas. El objetivo de la implementacion
del STOPCovid

significativamente a

método es ayudar

de

monitoreo, rastreo y aislamiento de personas

los esfuerzos
infectadas con el SARS-CoV-2. Especialmente
en entornos de bajos recursos, evitando peligros
para la seguridad de la salud puablica a largo
plazo y como consecuencia se facilite la
reapertura efectiva de la sociedad y la economia
[8, 77].

amplificado W —@
Reportero
o
Casl2+ g
reportero 0 Crau'Ng J o B
_.
o—
Activacion por —*
uniéon a ADN
diana
crARN
- » * RS {f WAL
- | : : W\O W\’) i
1) s ) - = - B < :
N ——— — . - Flujo o e
Laterat  (DPositivo Control

Figura 16. Mecanismo del método DETECTR utilizado para identificar el SARS-CoV-2 en muestras

de pacientes enfermos. Figura basada en [33].

Otras metodologias basadas en Cas12

Se reportan metodologias similares a las
anteriormente descritas como: (i) El sistema
biosensor RT-LAMP/Cas12 cuyo efector es la
nucleasa Casl2a, utiliza la RT-LAMP para la

77

amplificacion de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2, con una sensibilidad de
deteccion de hasta 20 copias, con alta
especificidad y de réapida deteccion en un

tiempo menor de 40 min a partir de una muestra
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pretratada [30]. (ii) El sistema denominado
“All-In-One Dual CRISPR-Casl2a o AIOD-
CRISPR biosensor”, es un biosensor rapido,
ultrasensible, especifico y los resultados son
detectados visualmente [78]. (iii) El sistema
CASdetec, cuyo efector es la Casl2b, este
meétodo utiliza un meétodo de amplificacion
asistida por recombinasa con transcripcion
inversa (RT-RAA), marcando las muestras con
fluorescencia, y detectando con una
sensibilidad de 1 x10* copias/mL. Siendo
considerado un método de alta especificidad,
los resultados se leen a simple vista en
aproximadamente 50 minutos a partir de una
muestra pretratada. Y (iv) el sistema CRISPR-
FDS, cuyo efector es la Cas12a, que utiliza un
método de amplificacion de RT-RPA con una
sensibilidad de 5 copias de amplificado, que es
detectado con alta especificidad y los resultados
también se observan a simple vista en un tiempo
menor de 1 h a partir de una muestra pretratada.
Con estos hallazgos se demuestra que el sistema
Casl2 es uno de los més utilizados e
investigados en el campo de los biosensores
para detectar el SARS-CoV-2, debido a la

amplia gama de biosensores reportados [77].

Biosensores basados en Casl3 para la
deteccion del SARS-CoV-2

Tecnologia SHERLOCK

La plataforma, es conocida como un reportero
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enzimatico especifico de alta sensibilidad
(specific high-sensitivity enzymatic reporter
unlocking, por sus siglas en inglés; reportero de
desblogueo enzimatico especifico de alta
sensibilidad, en espafiol). Es una herramienta
portétil y ultrasensible basada en la plataforma
CRISPR-Cas13 [30, 33].

combina la amplificacion de acidos nucleicos

La metodologia

por medio de la enzimologia CRISPR-Cas para
el reconocimiento especifico de secuencias de
ADN o ARN blanco [79]. ElI amplificado
proveniente de muestras de pacientes
contaminados con SARS-CoV-2 activa a la
enzima Casl13, que a su vez hidroliza el ARN
reportero, liberando moléculas de fluorescencia
para posteriormente cuantificar el producto [5,

30, 33].

La ventaja del método es que detecta el ARN
del SARS-CoV-2 en un rango entre 10 y 100
copias por pL de reaccion. Y para su uso solo
se necesita de una lamina de flujo lateral para la
cuantificacién y visualizacién del resultado de
la deteccion de los componentes moleculares
del SARS-CoV-2.

completar en 57 minutos después del paso de la

La prueba se puede

extraccion de ARN y posterior amplificacion en
base a los genes blanco para los cuales fueron
disefiados los cebadores como ejemplo los
genes Sy el Orflab [5, 33, 77].

Por otro lado, otros investigadores han

mejorado el método SHERLOCK
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(denominandolo "CRISPR-nCoV"),
demostrado un 100% de sensibilidad en 52
muestras de pacientes [20]. Sin embargo, estos
enfoques son mas complejos que los basados en
otras pruebas de deteccion que dependen de un
paso de extraccion de ARN y mdltiples pasos
de manipulacién de liquidos que aumentan el
riesgo de contaminacion cruzada de las
muestras [5]. En la figura 17, se observa la
metodologia de deteccion del biosensor

SHERLOCK/CRISPR-nCoV.

Una variacion del biosensor conocida como
SHINE,
SHERLOCK y HUDSON. Es considerada una

herramienta de

es un hibrido de los métodos

diagnostico  sensible 'y

especifica que en un solo paso puede detectar

AyTBUAP 5(20):50-98
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ARN del SARS-CoV-2 a partir de pacientes
enfermos. Los resultados del biosensor se
pueden visualizar con la lectura de la
fluorescencia, lo cual reduce el riesgo de
contaminacion ya que los tubos de reaccién de
amplificacion permanecen sellados. Y los
resultados se pueden interpretar visiblemente
por medio de tiras de papel mediante una

aplicacion de teléfono inteligente [80].

La metodologia ha sido validada en 50 muestras

de pacientes de origen nasofaringeo
demostrando una sensibilidad del 90% y una
especificidad del 100% en comparacion con la
RT-PCR con un tiempo de respuesta de 50

minutos [80].
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Figura 17. Metodologia del biosensor SHERLOCK/CRISPR-nCoV para la deteccion de los
componentes moleculares del SARS-CoV-2. Imagen modificada de [5].
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Otra aplicacion de la tecnologia SHERLOCK
es la identificacion de anticuerpos y antivirales
por medio de radiomarcado de moléculas. Lo
cual es de importancia en la actual pandemia
porgue permite encontrar nuevos hallazgos que
son Utiles para mitigar la enfermedad del
COVID-19 [26].

CRISPR-COVID
Este método permite detectar los componentes
moleculares del SARS-CoV-2 basandose en la
nucleasa Casl3a, es un ensayo que incluye
amplificacion isotérmica. También, esta
metodologia ha sido comparada con la
secuenciacion, la metagenémica y los
resultados de RT-PCR. Encontrando que, el
método es rapido, sensible y requiere de poca
instrumentacion  en

comparacion  con

secuenciacion y metagenomica [2].

A su vez, se ha reportado que la empresa
“Mammoth Biosciences” creo una tecnologia
BPC con la intension de detectar el SARS-
CRISPR-Cas13,

detectando los genes E y N del virus, con un

CoV-2. Basandose en el

limite deteccion de 70-300 copias/uL de
amplificado y con un tiempo de respuesta
aproximado de 30 min. Los resultados pueden
ser visualizados en

tira de papel por

metodologia de flujo lateral [10].

También, la empresa “Sherlock Biosciences”
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reportd otra variante del biosensor tipo BPC,
basada en el ensayo de flujo lateral CRISPR-
Casl3, para detectar los genes S y el Orflab,
con un limite de deteccion de 10-100 copias/uL
de amplificado, con un tiempo de respuesta
aproximado de 60 min. Este ensayo ha sido
autorizado por la FDA como respuesta a la
[10]. Otros

biosensores basados en CRISPR-Cas13 se han

actual pandemia sistemas
reportado con una combinacion de tres
componentes: 1) la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (RT-LAMP) para detectar la
presencia de un gen correspondiente al SARS-
CoV-2; 2) un dispositivo Arduino portatil que
funciona con baterias que calientan la muestra
para permitir la amplificacién del ADN y 3) la
visualizacion a simple vista de los resultados

[81].

Otros estudios, reportan el uso de un lector de
fluorescencia de bajo costo para la deteccion de
acidos nucleicos por medio de Cas13a mediante
la transcripcion in vitro. El sistema lector se
caracteriza porque es un detector de bolsillo que
cuesta menos de 15 dolares que es facil de
fabricar y puede operar en entornos de bajos
recursos. [Estd construido a partir de
componentes electronicos estandar, incluido un
LED, una resistencia dependiente de la luz,
laminas de filtro y piezas impresas en 3D. El
limite inferior de

biosensor alcanza un

deteccion aproximado a 6.8 nM de fluoresceina,
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que es suficiente para seguir las reacciones
bioquimicas. A todos los ensayos se les da un
seguimiento en papel de filtro, considerada una
arquitectura de deteccién plana que ha sido
creada para mejorar la recoleccion de sefiales.
También, este método ha sido validado
cuantificando la transcripcion de ARN in vitro
y detectando secuencias de ARN diana por
medio de un ensayo de fluorescencia basado en
Casl3a [82]. A su vez, el disefio del biosensor
presenta dos subunidades; una unidad de
deteccidn y un cartucho de ensayo. El cartucho
de ensayo empareda una tira de papel de fibra
de vidrio que contiene la mezcla de reaccion del
sensor entre un juego de laminas de filtro de
color. Después del montaje, el cartucho se
inserta en la wunidad de deteccion, que
proporciona luz azul como fuente de excitacion
y una fotorresistencia LDR se encarga de censar
luz. Las mediciones se realizan mediante un
microcontrolador conocido como “Arduino
Nano” por medio de un circuito electronico
simple operado desde una computadora portatil
o tableta por medio del uso de un puerto USB

que proporciona 5V y <1 W de potencia [82].

Metodologia basada en Casl4 para la
deteccion del SARS-CoV-2

Entre los sistemas biosensores Casl4a se

encuentra una metodologia parecida al
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biosensor DETECTR, basado en la deteccion
de sSADN denominado Casl4a-DETECTR.
Que permite la deteccion de polimorfismos de
un solo nucleotido de ADN de alta fidelidad sin
del PAM.

estudio,

restriccibn en la deteccién

Inspirandose  en  este varios
investigadores han propuesto detectar personas
infectadas por ciertos virus de ADN por medio
del biosensor. En la figura 18, se puede
observar la metodologia empleada por el
biosensor, la cual amplifica SSADN por medio
de 3 técnicas (PCR, RT-PCR y RT-LAMP) y
los resultados pueden ser leidos visualmente en

una tira de papel [30, 33, 77].

De igual modo, se ha combinado la inteligencia
artificial con las pruebas de diagnostico
CRISPR-Cas, para construir un sistema de
alarma de diagndstico de patégenos (como los
virus) que sea rapido, preciso, portéatil y facil de
usar (Figura 19). También, se reportan los
biosensores BPC que se han probado en
individuos pertenecientes a comunidades,
hospitales y centros de salud para detectar los
patégenos infecciosos especificos de forma
rapida y precisa. La lectura de los resultados
puede ser detectada por un teléfono mavil por
medio de una aplicacion, y los datos resultantes
se pueden subir a una nube para su
almacenamiento y procesamiento por medio de

servicio 5G [30, 83].
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Figura 18. Diagnostico de patdgenos mediante la deteccion de &cidos nucleicos mediante un corte en
trans por medio del sistema activo CRISPR-Casl14a. Imagen modificada de [30].

Hospital Paciente

Comunidad

2]

Individual

Alarma

+ T
.-l..’@ #

—
-
| >

Muestra de sangre

Ty

1l

D

W@

-~

Muestra Nasofaringea (NP) Meétodo basado en CRIPSR T ectura fluorescente a

Amplificacién/Deteccion través del
espectrofotometro

Meétodo basado en CRIPSR

Big Data/ Analisis/ Decision

Para rapido diagnostico y alarma

Analisis de datos y ~ Descarga de datos en
almacenamiento dispositivo movil

Figura 19. Diagnostico de patdgenos y alarma que utiliza un sistema de deteccion CRISPR-Cas.

Imagen modificada de [30, 83].
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Por otro lado, en la era del Big Data,
actualmente se reportan sistemas mas refinados
para la interpretacion y alerta temprana de este
tipo de resultados para hacer estadistica e
informar sobre el estado de salud a gran escala
[30, 83]. Por lo que, es posible actualizar datos
de diagnostico de patdgenos y hacer
sugerencias para contrarrestar enfermedades
relacionadas con pandemias. También, el
sistema puede alertar tempranamente sobre la
cercania de casos de personas infectadas por el
virus para prevenir el riesgo de la propagacion
del COVID-19 [30, 83].

En la tabla 1, se comparan todos los métodos
CRISPR-Cas utilizados para detectar el SARS-
CoV-2.
Las CRISPR-Cas
comparadas con los métodos de deteccion PCR,
RT-gPCR, RT-LAMP

caracteristicas principales de cada uno de los

metodologias fueron

encontrando  las

métodos, destacando que CRISPR-Cas es una
técnica de identificacion de patdgenos que es
comparable con la RT-qPCR (estandar de oro
para la identificacion del SARS-CoV-2) y
ademas, es una metodologia réapida, sensible,
especifica y portable en comparacion con los
métodos con que se compara [30, 84, 85].

Diagnostico del COVID-19
Las metodologias de CRISPR-Cas han sido

validadas en pacientes asintomaticos, enfermos
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y re-infectados por el virus. La mayoria de los
estudios son un compendio que describen la
identificacion del SARS-CoV-2 reportado por
edad y género. Para lo cual, se han reportado
algunos estudios que permiten conocer el
tamafo de muestra diferente con la intension de
confirmar las basadas en
CRISPR-Cas comparandolas con la RT-PCR
para validar la utilidad de las pruebas en el
diagndstico de la enfermedad del COVID-19
[12, 69, 78, 99- 112]. A continuacion, se

describen algunas metodologias CRISPR-Cas

metodologias

empleadas para diagnosticar infeccion por
SARS-CoV-2 acompafiadas de sus estudios
epidemioldgicos correspondientes.

Como tal se han encontrado varios estudios que
emplean las metodologias CRISPR-Cas como
ejemplo un estudio de 62 muestras de pacientes
con posible infeccion por el SARS-CoV-2.
Como resultado, se observé que 52 pacientes
fueron analizados divididos en 13 muestras
obtenidas de un muestreo nasofaringeo y 39
muestras liquidas obtenidas de un lavado
broncoalveolar los cuales fueron positivos a la
prueba de deteccion del virus. Lo anterior,
ayudo a diagnosticar la enfermedad del
COVID-19
epidemioldgico y clinico utilizando el método
de deteccion CRISPR-Casl3 denominado
CRISPR-COVID, el cual fue comparable con
las pruebas de RT-qPCR. Los primers para

basandose en el criterio

Articulo de revision




AyTBUAP 5(20):50-98
Escobar-Mucifio et al., 2020

Tabla 1. Principales caracteristicas de los métodos de deteccion del SARS-CoV-2.

Método de Funcion/ Caracteristica del Amplifi- Método de deteccion o Rango de NUmero de Costoso Portable
deteccion método cacion (fluorescencia/color etc.) pacientes en los copias
(si/no) gue se ha obtenidas
evaluado la
metodologia
PCR/RT- Reconocimiento de fragmento de Si Gel-UV/ELISA/Tiempo Real 55326507 10%-10° Si No
gPCR secuencia especifica de los [86-89] [94, 95]
cebadores para N, E 'y RARP
RT-LAMP | Mdltiples cebadores (4 o 6) que Si Gel/Turbidimetro/Tiempo Real/ 955 108-10%0 No Si
reconocen 6 regiones del ADN Colorimétrica [91, 96]
blanco [90, 91]
Cas3 Reconocimiento del PAM como 5'- Si Colorimétrica/Fluorescencia/Tiras 31 10? No No hay datos
AAG reactivas mostrados
[69, 92] [69, 92]
Cas9 Reconocimiento del PAM 5°NGG, y Si Colorimétrica/Fluorescencia No hay datos No hay datos No No hay datos
5’TGGTG 6 5’NAG [46-48] mostrados mostrados mostrados
[46-48]
Casl2 Reconocimiento del PAM corto Si Gel-UV/Fluorescencia 500- 15000/uL No No hay datos
dependiente de T, como: 5-YTN-3/, [30, 93] 73 mostrados
5'-TTN-3"0 5-TTTN-3 [77,93]
AIOD- Utiliza 2 rARN, una sola Si LED/ UV 8 No hay datos No SI
CRISPR* temperatura y no se transfiere a tubo [78] mostrados [78,102]
Casl3 Corte lateral no especifico Si RT-qPCR/Fluorescencia No No hay datos
[30, 82] 581 106 mostrados
[82,97,98]
Casl4 Solo se une a sSSADN Si Fluorescencia/colorimétrica No hay datos No hay datos No Si
[62, 63] mostrados mostrados [30, 62, 63]
*(All-In-One Dual CRISPR-Cas12a).
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detectar el SARS-CoV-2 fueron disefiados en
base a los genes fueron el orflab, N y E, que
fueron utilizados para validar y comparar las
pruebas CRISP-Cas y RT-gPCR [12].

Como resultados, se reportd una alta
sensibilidad y especificidad a los componentes
moleculares del virus por el método CRISPR-
COVID, encontrando que fue capaz de detectar
un 90.4% de casos positivos de individuos
infectados por SARS-CoV-2 con tiempos de
deteccion parecidos a los de una RT-PCR (1.5
h), por ello es considerada como un método util

y répido de deteccidn del virus [99].

Por otro lado, se reporta el método CARMEN-
Cas13 que ha sido aprobado por la FDA y se
sabe que combina la metodologia de
microarreglos para diagnosticar la enfermedad
del COVID-19 en 169 humanos portadores del
virus usando muestras clinicas de plasma,

saliva orina y fluido nasal [100].

El estudio de Azmi y cols., report6 el uso de una
tecnologia basada en Casl13a para la deteccion
del SARS-CoV-2. La tecnologia ha sido
denominada CASSPIT (Cas13 Assisted Saliva-
bases and Smarthphine integrated testing, por
sus siglas en inglés; Pruebas de saliva asistidas
por la integracion de teléfonos inteligentes, en
espafol) y se ha comparado con el método de
deteccion SHERLOCK. Ambas metodologias
han sido creadas con la intension de detectar

pacientes portadores del SARS-CoV-2 a partir

85

AyTBUAP 5(20):50-98
Escobar-Mucifio et al., 2020

de la obtencion de muestras de saliva, con la
finalidad de obtener ARN vy detectar muestras
positivas por medio de un ensayo de flujo
lateral, basado en inspeccion visual en una tira
de papel. La cual puede ser analizada en un
teléfono inteligente con la intencion de obtener
resultados rapidos y detectando de 0-200 copias
de ARN

semicuantitativos. Para validar los resultados,

mediante ambos  métodos
la metodologia fue comparada por RT-gPCR
encontrando en 102 muestras clinicas obtenidas
de la saliva que 78 pacientes mostraron
resultados positivos y 24 pacientes fueron
negativos analizando los genes RpdR, N, S del
SARS-CoV-2 [101]. Ademaés, se reporta una
metodologia similar investigada por Fozouni y
cols., que utiliza un biosensor basado en Cas13a
que puede detectar ARN viral en muestras
nasofaringeas de pacientes detectando el gen de
la proteina N. Encontrando 5 pacientes
positivos con promedios de Ct de 14.37-22.13,
identificando con un nimero de copias por pL
en un rango de 105 a 103. Cuyos resultados se
pueden fotografiar y detectar por una aplicacién
en un teléfono inteligente y una lampara de

fluorescencia con un filtro de 488 nm [102].

Mientras que, Joung y cols., compararon la
metodologia SHERLOCK y STOP-COVID,
validando ambas metodologias con 12
pacientes a partir de muestras nasofaringeas de

pacientes. Reportando que por la metodologia
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SHERLOCK se obtuvieron 11 pacientes
positivos y 1 negativo. Mientras que, se
reportaron 12 pacientes positivos  por
metodologia STOP-COVID encontrando que la
técnica es més sensible en la deteccion del virus

[103].

También, otros estudios de validacion de

muestras de pacientes enfermos fueron
evaluados por la metodologia denominada RT-
AIOD-CRISPR (all-In-One Dual CRISPR, por
sus siglas en inglés; CRISPR doble todo en uno,
en espafiol), que utilizdé un ensayo basado en la
nucleasa Cas12. Detectando que, a partir de 28
muestras se obtuvieron resultados positivos al
gen N del SARS-CoV-2. Observando que
fueron reproducibles y que el virus fue
facilmente detectado a simples vista por la

fluorescencia en tubos [78].

Por otro lado, se report6 la metodologia
DETECTER basada en Casl2, la cual fue
comparada con RT-gPCR en 378 pacientes de
3 hospitales con una reproducibilidad de 95 %
y alta sensibilidad en comparacion con la RT-
gPCR. Ambas metodologias reportaron el gen
N y E del SARS-CoV-2, encontrando 19
pacientes positivos; observando que 5 pacientes
presentaban altos valores de intensidad de
fluorescencia (10000 a 13500 AU) 2 de 9000
AU, 4 aproximadas a 4000 AU y los 10
pacientes restantes mostraron una intensidad de
fluorescencia menor a 1000 AU [104].
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El método RADICA (Rapid Digital CRISPR
Approach, por sus siglas en inglés; Enfoque
rapido del CRISPR digital, por sus siglas en
espafnol) puede cuantificar los componentes
moleculares del SARS-CoV-2 a partir de
muestras humanas de heces fecales,
nasofaringeas, orina y sangre. Encontrando
que, es una metodologia méas rapida que
SHERLOCK y DETECTER (ambas validadas
desde inicios de la pandemia), es una técnica de
deteccion basada en la nucleasa Casl2a y esta
disefiada para la busqueda del gen N del SARS-

CoV-2 [105].

El método Iscan, estd basado en Casl2
reportando estandarizacion en 5 pacientes
(obteniendo 3 pacientes positivos 'y 2
negativos), detectando el gen Ny E del SARS-
CoV-2 mediante RT-gPCR. Posteriormente, se
validé la metodologia CRISP-Casl2 en 24
pacientes a partir de muestras nasofaringeas
obteniendo 21 pruebas positivas y 3 pruebas
negativas. Detectando los resultados mediante
fluorescencia en tubos y a la par se detectaron
bandas a simple vista mediante tira de papel por

flujo lateral [106].

También, se ha reportado un estudio escalable
con una poblacién de 26134 estudiantes y 5668
profesores. Encontrando que, algunos pacientes
presentaron sintomas de COVID-19 como
fiebre, tos y dificultad para respirar. El estudio

muestreo 1808 pacientes asintomaticos por
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medio del CREST basado en
CRISPR-Cas13. Siendo el
reportado a gran escala en 2 periodos de tiempo,

biosensor

primer estudio

utilizando la prueba de RT-gPCR como un
control de la prueba CRISPR con la intension
de confirmar casos de personas infectadas por
SARS-CoV-2. Encontrando como resultado
que en el primer periodo se reportaron 732
personas en una prueba de mayo a junio y para
el segundo periodo muestreado en el periodo de
28 de junio y 23 julio del 2020 se muestrearon
1076 personas, encontrando 8 casos positivos a
partir de muestras nasofaringeas obtenidas de
los estudiantes con promedio de edad de 21.7
afios monitoreando el gen N del SARS-CoV-2
[107].

Otro reporte abord6 el método FELUDA
basado en Cas9 a partir de muestras obtenidas
de 49 pacientes en los que se detectd carga viral,
mediante los valores de Ct por metodologia RT-
gPCR para comparar con la metodologia Cas9,
observando que ambas son metodologias con
alta reproducibilidad al buscar el gen N del
SARS-CoV-2 en

Evaluando en 473
sensibilidad del 85.3% vy especificidad del
96.7%,

negativos y 10 resultados falsos positivos con

personas infectadas.

individuos con una

encontrando 8 resultados falsos

un rango de deteccion de 10° copias por pL de
muestra [108].

El meétodo CRISPR-FDS (CRISPR-based
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fluorescent detection system, por sus siglas en
inglés; Sistema de deteccion fluorescente
basado en CRISPR, por sus siglas en espafiol),
estd basado en la nucleasa Casl2a. Por este
método se evaluaron muestras nasales de 29
pacientes, de los cuales 19 muestras fueron
positivos al gen N del SARS-CoV-2. Los
resultados fueron validados y comparados con
RT-gPCR y RT-RPA

polymerase amplification, por sus siglas en

(Recombinase

inglés; Amplificacion mediante la polimerasa

recombinante, en espafiol), demostrando
potencial para el diagnéstico del COVID-19 en
pacientes enfermos y que esta metodologia

podria ser utilizado en clinicas pequefias [109].

Otra metodologia reportada es la basada en
CRISPR-Cas3, que ha sido disefiada para
N del SARS-CoV-2.

Encontrando, 10 casos positivos visualizados

detectar el gen
mediante metodologia de flujo lateral, la cual
fue comparable con el método DETECTER
[69].

Asimismo, se reporta el uso de los biosensores
basados en la nucleasa CaslO nombrado
“CRISPR-Csm”, una metodologia validada en
muestras clinicas nasofaringeas obtenidas de
pacientes enfermos. Con esta metodologia se
analizaron 24 muestras, que fueron comparadas
y aprobadas por RT-gqPCR y validadas por la
metodologia CRISPR, observando que 16

muestras fueron positivas a la presencia del gen
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N del

revelaron

SARS-CoV-2.

mediante

Los resultados se
metodologias  de
cuantificacion de fluorescencia (expresada en
unidades de fluorescencia) mediante un

fluorimetro 'y por técnica colorimétrica
reportando resultados positivos. Observando
coloracion rosa en los tubos obtenidos a partir
de la reaccion de RT-LAMP demostrado la
reproducibilidad de ambos experimentos [110].
Finalmente, se reporta el uso del biosensor
CRISPR-12a conocido como SENA (Specific
Enhancer for detection of PCR-amplified
Nucleid Acids, por sus siglas en inglés;
Potenciador especifico para la deteccion de
acidos nucleicos amplificados por PCR, en
espafiol) en

pacientes  recuperados Yy

asintomaticos. Para lo cual, se tomaron
muestras nasofaringeas, orofaringeas y de
sangre de 139 pacientes encontrando; 2
resultados positivos, 123 resultados negativos y
12 sospechosos infectados por el virus. A su
vez, la metodologia fue comparada con la RT-
gPCR
demostrando que la metodologia CRISPR es

comparable con la RTqPCR [111].

identificando los genes E y N,

En resumen, se ha observado que la
CRISPR-Cas es dutil

diagnosticar pacientes portadores del SARS-

metodologia para
CoV-2 a partir de muestras de grandes
poblaciones de pacientes y los resultados son

comparables con la RT-gPCR. Ademas, es de
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utilidad debido a que permite identificar los
resultados de las pruebas mediante inspeccion
visual debido a que es un hibrido entre
metodologias como la RT-LAMP, Ila
metodologia de flujo lateral y la fluorescencia.
Sin embargo, se han encontrado pocos
pacientes positivos en los reportes encontrados
en las bases de datos. Por lo que se requiere que
existan estudios basados en personas enfermas
donde se utilicen muestras  grandes
provenientes de pacientes provenientes de
hospitales abarcando diferentes comunidades.
Debido a que, las técnicas han sido aprobadas
por la FDA para diagnosticar COVID-19,
deberian de existir mas aplicaciones de los
biosensores a gran escala ya que son de utilidad
como metodologias de punto de atencion en la
actual pandemia y anteriormente han sido de
utilidad en la deteccion de otros virus como el

zika, el dengue y la influenza [20, 22- 24, 112].

CONCLUSIONES

La tecnologia CRISPR-Cas ha surgido como un
método innovador para la deteccién rapida de
acidos nucleicos, esto forma una parte integral
de las aplicaciones en el diagndstico clinico por
medio de la biotecnologia. Motivo por el cual,
han surgido varios métodos de deteccion
alternativos basados en la plataforma de
diagnostico CRISPR-Cas, que combinan la pre-

amplificacion de acidos nucleicos con la
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enzimologia CRISPR-Cas,

reconocimiento especifico de secuencias de

para el

ADN o ARN provenientes de patdgenos como
los virus.

Estas técnicas utilizan las maltiples variantes de
las enzimas nucleasas; Cas3, Cas9, Casl2,
Casl3 y Casl4. Las cuales se encuentran
caracterizadas hasta la fecha, teniendo descritas
las funciones moleculares y los dominios
principales. Ademas, de que se ha encontrado
una gran utilidad del CRISPR-Cas en la edicion
de genomas, como métodos de diagnostico
molecular répidos del tipo BPC. Cuya funcién
es detectar personas enfermas, contribuyendo a
los estudios epidemioldgicos en la actual

pandemiadel COVID-19. Ademas de ayudar en

el monitoreo de personas portadoras
asintomaticas (sin presentar sintomas) o
enfermas de COVID-19 (ya sea con

enfermedad leve o grave) y a la deteccién de
posibles reinfecciones. También, los métodos
de deteccion contribuyen a disminuir el tiempo
de estadia en hospitales, un mejor diagnostico y
tratamiento de la enfermedad.

Por lo que, la metodologia de deteccion basada
en CRISPR-Cas ha sido ampliamente utilizada
como un método de diagnostico en personas
infectadas por el SARS-CoV-2, que padecen de
COVID-19. Destacando la necesidad de
pruebas que sean rapidas, precisas, economicas

y que se puedan implementar como punto de
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cuidado. informaran las

Que,

decisiones sobre estrategias de control de

a Su vez

enfermedades y ayudardn a manejar a los
pacientes en los centros de salud.

El CRISPR-Cas es una metodologia que ha sido
aprobada por la FDA, que es comparable con
los métodos convencionales de deteccion del
SARS-CoV-2 como la RT-gPCR. En general
todas las variantes de identificacion CRISPR-
Cas son métodos rapidos de deteccion, cuyos
resultados se revelan en tubos y tiras de papel
por medio del uso de fluoréforos que pueden ser
observados a simple vista y cuantificados por
un fluorimetro. También, poseen alta
sensibilidad debido a que detectan una baja
cantidad de copias de amplificado de algunos
de los componentes moleculares del SARS-
CoV-2 proveniente de muestras de pacientes
enfermos. Otra caracteristica importante es que
se consideran metodologias de deteccidén que
pueden ser aplicadas en un gran numero de
personas y son eficaces en la deteccion del
virus.

Finalmente, la tecnologia CRISPR-Cas se ha
orientado al estudio de la identificacion de
anticuerpos 'y antivirales en contra del
mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2 y
para generar proteccion de la sociedad en
general, con la finalidad de que a futuro la
COVID-19 pueda

controlada y, como consecuencia, el nimero de

enfermedad del ser
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casos de muertes disminuya en todo el mundo.
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