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Cartas al editor

A finales de diciembre del 2019 apareci6 una nueva
neumonia inducida por un coronavirus con un brote
inusual en Wuhan (China). La enfermedad es causada
por el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2) y fue nombrada COVID-19 por
la OMS el 11 de febrero de 2020, el 11 de marzo de
2020 la OMS consider6 que podia ser considerada una
pandemia (1). El SARS-CoV-2 es un virus envuelto
con un genoma de ARN monocatenario, que inicia la
infecciéon por el reconocimiento del receptor ACE2
(enzima convertidora de angiotensina 2) de células
humanas (2).

El método mas frecuente para detectar acidos nu-
cleicos es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), esta es capaz de detectar <100 copias de
acido nucleico por muestra, requiere equipamiento
caro y especializado, y si la concentracion de dci-
dos nucleicos es baja, puede no ser suficientemente
sensible (3). Por lo que se han desarrollado otras
técnicas basadas en la tecnologia CRISPR (Cluste-
red Regularly Interspaced Short Palindromic Re-
peats) mads sensibles y especificas, como son SHER-
LOCK, DETECTR o CARMEN.

La técnica SHERLOCK (Specific High-sensitivity En-
zymatic Reporter unLOCKing) combina la amplifi-
cacion isotérmica (60-65°C) de los acidos nucleicos
con la tecnologia CRISPR. La endonucleasa utiliza-
da es Casl3a que detecta ARN o ADN (utilizando
una transcriptasa inversa) especifico produciendo
un fenémeno denominado “escisién colateral” en el
cual se producen cortes aleatorios de secuencia de
ARN(3). Tras la amplificacion isotérmica se combi-
narian los fragmentos con CRISPR/Casl3a y ARNs
reporteros, de forma que cuando CRISPR/Casl3a
reconociera la secuencia de homologia se escindi-
rian fragmentos de ARN, entre ellos, algunos de los
reporteros, con lo que se emitiria fluorescencia (3).
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Se ha comprobado su eficiencia en la deteccién de
enfermedades infecciosas (4), pero no hay estudios
que corroboren su eficacia para la deteccion del
CoV-Sars-2.

La técnica DETECTR se basa en el mismo funda-
mento que el de la plataforma SHERLOCK, emplea
la endonucleasa Casl2a que a diferencia de la Casl3a
reconoce secuencias de ADN(5). Al tratarse de un
virus de ARN, la amplificacién isotérmica requiere
de la realizacién de una transcripcién inversa (RT-
LAMP). Aa pesar de que recientemente ha sido pre-
sentado el desarrollo y validacién inicial de un en-
sayo basado en CRISPR-Casl12 para la detecciéon del
SARS-CoV-2 a partir de ARN extraido de muestras
de pacientes (5).

Finalmente, la técnica CARMEN (Combinatorial
Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of
Nucleic acid) combina la tecnologia de microflui-
dica con los métodos de deteccién mencionados,
resultando en una técnica de diagndstico escalable
a cientos de muestras. El desarrollo de la platafor-
ma CARMEN permite la detecciéon de patégenos
de forma multiplicada y adaptable a un mayor nu-
mero de muestras (6). Utiliza la deteccién basada
en Casl3 con ARN guia especifico, las muestras
amplificadas y reporteros marcados con fluoro-
cromos que sirven como identificadores dpticos.
CARMEN-Cas13 ha demostrado ser eficaz para el
SARS-CoV-2 (6).

En definitiva, se han desarrollado nuevas técnicas
mas eficientes y especificas para la deteccidn de aci-
dos nucleicos en muestras humanas con la finalidad
de detectar de una forma m4ds rapida y sencilla pa-
téogenos que puedan causar enfermedades, aun asi,
se precisa de mds evidencias para la verificaciéon
de su efectividad en la detecciéon del SARS-CoV-2.
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Figura 1. Plataforma de diagndstico SHERLOCK para reconocimiento especifico de secuencias de ADN o ARN basada la combinacion de la
amplificacion isotérmica de dcido nucleico con la enzimologia CRISPR-Cas13a. RPA: amplificacién recombinasa polimerasa. RT-RPA: transcrip-
tasa reversa en amplificacion recombinasa polimerasa. Elaboracién propia basada en Gootenberg, 2017 (4).
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