Pruebas moleculares diagndsticas de

ARS-COV-2: fundamentos

>>> Desde el comienzo de la pandemiahasta laactualidad existen 134 kits aprobados
por el ANMAT para el diagnéstico molecular para SARS-CoV-2, de los cuales el 48% son

pruebas moleculares con deteccion de genes codificados por el RNA viral y los
restantes son test serolégicos. En la siguiente revision se analizan las técnicas de
biologia molecular utilizadas y sus fundamentos.
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RESUMEN

Introduccidn: en cuestion de semanas estuvieron
disponibles pruebas de diagndstico molecular
para SARS-CoV-2 aplicando técnicas usadas en
investigacion basica.

Metodologia: Larevision de la literatura se realizd
a través de busquedas en la Base de Datos
Cochrane y PubMed-MEDLINE, LitCovid, CDC y
paginas oficiales del ANMAT hasta el 8 de agosto
de202o0.

Resultados: hay 134 kits aprobados por el ANMAT
de los cuales el 48% son pruebas moleculares con
deteccidon de genes codificados por el RNA viral y
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los restantes son test seroldgicos. Se analizaron
los fundamentos de las técnicas moleculares que
estansiendo usadas.

Conclusiones: Existen una serie de técnicas de
amplificacidnisotérmica que sonusadas enlos test
de diagndstico asociados a ensayos de CRISP-Cas
y/o a ensayos de difusidn lateral.

Palabras claves: Amplificacion Isotérmica, RT-
LAMP, ensayo de difusién lateral, CRISP-Cas
>>> INTRODUCCION

La pandemia de COVID-19, causada por el
virus SARS-CoV-2 produjo a nivel mundial 17.918.582
casos confirmados de COVID-19 (9.630.598

pertenecen a las Américas), con 686.703 muertes,
datos aportados porla OMS al 3 de agosto de 2020

(1)-

En nuestro pais el total de casos confirma-
dos es de 201.919 (49,2% mujeres y 50,8% hombres)
con 3813 muertes (2). En Argentina, desde el 17-3-
2020, se han unido institutos cientificos, universi-
dades y empresas para desarrollar y producir kits
diagndsticos de fabricacién nacional, que sumado
a docenas de kits extranjeros constituyen una
respuestarapida para el diagndstico del COVID-19.
El acceso a las pruebas de diagndstico permite:
deteccion de pacientes con enfermedad activa,
deteccion de portadores asintomdticos, control
dela propagaciony contagio a personas de riesgo,
seguimiento y encapsulamiento de brotes. Los
enfoques de las pruebas actuales se dividen en dos
categorias: deteccién del acido nucleico viral o
pruebas seroldgicas. Las pruebas de acido nuclei-
co sondean directamente el ARN de los virus
extraidos de la garganta o del conducto nasal de
un paciente, mientras que las pruebas seroldgicas
detectan anticuerpos presentes en el suero del
paciente. Durante los primeros dias de infeccidn,
los titulos virales de los pacientes son altos y un
solo hisopo nasofaringeo puede albergar cerca de
1 millén de particulas virales de SARS-CoV-2. Sin
embargo, la produccidén de anticuerpos IgG e IgM
del paciente, denominada seroconversion, gene-
ralmente ocurren 5 a 10 dias después del inicio de
los sintomas. Por lo tanto, las pruebas de acido
nucleico ofrecen la deteccién mds tempranay mds
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sensible de la presencia de SARS-COV-2. La prueba
de RT-PCR iniciada por los CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) se ha conside-
rado el "estandar de oro" para el diagndstico
clinico, perorequiere reactivos, equiposy personal
especializados (3), con lo cual han surgido otras
técnicas para su diagndstico (4). Por lo antes
expuesto el objetivo de este trabajo es analizar los
fundamentos de las pruebas de deteccién de
acidos nucleicos para esta enfermedad volcados
en los kits utilizados en los laboratorios de andlisis
clinicos.

Estructuradelvirus

El SARS-CoV-2 es un coronavirus de ARN
monocatenario (ssRNA) positivo envuelto. Este
virus tiene una longitud de aproximadamente
30.000 nucledtidos. El genoma codifica 27 protei-
nas, incluida una ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp). Dos tercios de ARN viral, ubicados
principalmente en el primer marco de lectura
abierto (ORF 1a/b) codifican para 16 proteinas no
estructuradas (NSP) (Fig. N°1). La parte restante
del genoma del virus codifica para cuatro
proteinas estructurales esenciales: la glucopro-
teina espiga (S, de spike), la proteinapequenadela
envoltura (E), la proteina de la matriz (M) y la
proteina de la nucleocdpside (N) y también este
virus presenta varias proteinas accesorias (Fig. 1)
(5). Se sabe, cual es el nimero de copias de cada
una de estas proteinas presentes / virién: S (100), E
(20), M (2000)y N (1000)(6).

> > FiguraN°1: Esquemadelaestructura SA-RS-CoV-2
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Ensayos moleculares para la deteccién de acidos
nucleicos virales

Desde que la secuencia genética comple-
ta del virus SARS-CoV-2 se cargd en la plataforma
GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza
Data) (7), la disponibilidad de la secuencia comple-
ta del virus permitié el disefio de cebadores y
sondas necesarias para el desarrollo de pruebas
especificas de SARS-CoV-2. Algunas de las cuales
detallaremos a continuacion.

1- RT-PCR en tiempo real (Retrotranscripcion
seguida de amplificacién por reaccién en cadena
delapolimerasa).

El proceso de disefio de una prueba de
acido nucleico para SARS-CoV-2 implicd dos pasos
principales: (i) eleccidén de la regién a amplificar y
disefo del cebadory (ii) optimizacién y prueba del
ensayo. Corman y col. (8) analizaron varias secuen-
cias del genoma viral relacionadas con el SARS y

descubrieron tres regiones que tenian secuencias
conservadas: el gen RdRP, el gen E'y el gen N. Los
genes RdRP y E tenian una alta sensibilidad anali-
tica para la deteccidn (limite técnico de deteccidon
de 3,6 y 3,9 copias por reaccién), mientras que el
gen N presentaba una sensibilidad analitica mas
baja (8,3 copias porreaccion).

Las etapas para las pruebas de RT-PCR,
como el aprobado por los CDC y la OMS (9)
incluyen tres pasos principales: recolecciény trans-
porte de muestras, lisis y purificacion del ARN y
amplificacién. Por lo general, se recolecta la
muestra con hisopo nasofaringeo-orofaringeoy se
las transfiere a un vial conteniendo unos pocos
mililitros de medio de transporte viral. De esta
forma se transporta al laboratorio para su andlisis.
Luego, el ARN viral se purifica a partir de una
fraccion de la muestra usando kits de purificacion
de ARN basados en columnas o perlas magnéticas.

El ARN purificado eluido se amplifica
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utilizando una mezcla maestra de unsolo paso que
contiene RTy ADN polimerasa, contres cebadores
dirigidos a regiones especificas del genoma viral,
Fig.2.Los cebadores dirigidos a un gen humano,
como RNaseP, también se incluyen como un
control positivo para los pasos del hisopado,
extraccion de RNA y amplificacion. Los productos
amplificados se pueden detectar utilizando sonda
TagMan o colorantes que seintercalan con el ADN
y se establece un ciclo umbral de amplificacion
para distinguir los resultados positivos de los
negativos. El resultado de una prueba general-
mente se considera positivo si se observa amplifi-
cacion para dos o mas target virales, mientras que
se considera negativo si se observa amplificacién
para el ARN control, pero no para ninguno de los
targetvirales.

Las pruebas de diagndstico molecular que
utilizan la tecnologia RT-PCR en tiempo real
avalada por la OMS, van dirigidas a amplificar y
detectar diferentes regiones gendmicas de SARS-
CoV-2.Engeneral, loslaboratorios dereferenciaen
nuestro pais estdn determinando los genes E,
RdRPyRNAsaP porestametodologia.

La RT-PCR se ha llevado a cabo tradicio-
nalmente como un procedimiento de uno o dos
pasos. La RT-PCR en tiempo real, cuando usa el
procedimiento de un paso, utiliza un solo tubo que
contiene los cebadores necesarios para ejecutar
toda la reaccidon de RT-PCR y es, generalmente, el
enfoque preferido parala deteccién de SARS-CoV-
2; por ser rapido de configurar e implica un manejo
limitado de la muestra, disminuyendo las posibili-
dades de errores de pipeteo y contaminacion
cruzadaentrela RTylos pasos de PCR. Existenala
fecha, 65 kits basados en acidos nucleicos aproba-
dosenla ANMAT, para detectar el SARS-CoV-2, en
donde el método mas utilizado es la RT-PCR,
usando muestras respiratorias (10).

El progreso en los ensayos de RT-PCR
para la deteccion de SARS-CoV-2 se ha mejorado
en forma expeditiva. Los ensayos iniciales tenian
algunas limitaciones como lo que ocurria con la
tasa de deteccidon positiva, la misma era baja y
rondaba en alrededor del 30 a 60%, lo que sugeria
una alta tasa de falsos negativos (11). Se especula-
ron sobre varios factores que podian dar lugar a
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estaaltatasadefalsos negativos, como: erroresen
el muestreo, seleccidn inapropiada de muestras
clinicas, variaciones individuales en la carga viral,
entre otras, (12).

2- Amplificacién Isotérmica de acidos nucleicos

La amplificacidn isotérmica de los acidos
nucleicos es una alternativa que permite la amplifi-
cacion a una temperatura constante y elimina la
necesidad de un termociclador. Por lo tanto, se
han desarrollado varios métodos basados en este
principio. Estas técnicas incluyen: amplificacién
isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplifi-
cacion de la recombinasa polimerasa (RPA), am-
plificacién dependiente de helicasa (HDA), amplifi-
cacion mediada por transcripcién (TMA), entre
otras (13).

2.1- Amplificacién de la recombinasa polimerasa
(RPA): En RPA, la amplificacién isotérmica de
fragmentos de ADN especificos se logra mediante
la unién de cebadores oligonucleotidicos comple-
mentarios al ADN molde y la extensidon por una
ADN polimerasa (14).La fusién o melting de la
cadena no es necesaria porque RPA emplea com-
plejos primer-recombinasa ideados para escanear
ADN bicatenario y facilitar la unién a la cadena en
sitios complementarios. Las estructuras resultan-
tes se estabilizan mediante proteinas de unidn al
ADN simple cadena que interactdan con la hebra
desplazada, evitando asi la expulsidn del cebador
por migracién a la cadena ramificada.El desmon-
taje de la recombinasa deja el extremo 3' del
oligonucledtido accesible para el acceso de la Bsu-
ADN polimerasa del Bacillus subtilis y se produce la
extension del cebador.La amplificacién exponen-
cial se logra mediante la repeticion ciclica de este
proceso, figura N°3. Laclave de RPA es el estableci-
miento de un entorno de reaccién dindmico en
donde hay un equilibrio entre el montaje y el
desmon-taje del complejo primers-recombinasa.
La recombinasa que se ha usado es T4 UvsX (del
fago T4) que se une cooperativamente a los
primers en presencia de ATP. El complejo de
nucleoproteina resultante hidroliza ATP favo-
reciendo el desmontaje espontaneo de la reco-
mbinasa. Esto conduce a su reemplazo por una
proteina de unién al ADN monocatenario (T4
gp32), necesaria paralareaccion.
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= > Figura N°2: La prueba estandar de oro: RT-
PCR. La mayoria de las pruebas que se estan imple-
mentando contra COVID-19 se basan en la reaccién en
cadena de la polimerasa con retrotranscripcion (RT-
PCR). La RT-PCR crea una copia de ADNc de un seg-
mento especifico del ARN viral, que se convierte en
ADN doble cadena que se amplifica exponencialmente.
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> > Figura N°3: Las proteinas recombinantes
forman filamentos de recombinacién con cebadores 'y
los insertan en sitios complementarios en la doble
hélice del ADN mediante la creacidn de un bucle de
desplazamiento o bucle D. Las proteinas de unidén a
ADN monocatenario (SSB) estabilizan la aperturadela
estructura de doble hélice y el bucle D. EI desmontaje
de la recombinasa permite el acceso a la polimerasa de
desplazamiento de hebra para extender el extremo 3'
de los cebadores a lo largo de la secuencia objetivo.
Cuando esta secuencia se repite para cebadores opues-
tos, la amplificacion exponencial se produce sin la
necesidad deladesnaturalizacién
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de amplificacién de 2 etapas, denominado RAMP.
Los cebadores LAMP externos pueden usarse
para la amplificacion de RPA y luego combinarse
con los cebadores LAMP adicionales para una
amplificacién adicional en un solo tubo o dispo-
sitivo (15).

2.2- Amplificacion mediada por transcripcidn
(TMA): es una técnica de tubo Unico y es mas
eficiente que la RT-PCR. Esta prueba de diagnds-
tico molecular es utilizada en el sistema Panther
Fusién de Hologic que permite un procesamiento
inmediato y totalmente automatizado de mues-
tras, incluidalaextraccion de ARN, laamplificacién
de secuencias target y deteccion en tiemporeal de
la presencia del virus (16). El sistema automatiza
los pasos complejos involucrados en el diagnods-
tico molecular lo que acelera el diagndstico y
reduce las posibilidades de error en comparacion
con la configuracion de un laboratorio que tenga
muchos procesos manuales; esto lleva a que
mejore el flujo de trabajo y lo que es mas importa-
nte, el riesgo de contaminacidn del personal y del
propio laboratorio. Utiliza una retrotrancriptasa
reversa (actividad ADN polimerasay nucleasa)yla
T7 RNA polimerasa, se observan dos fases, figura
N°4.

> > Figura N°4: Después de la sintesis del ADN
copia, de cadena sencilla, que incluye el promotor T7,
se genera un ADN bicatenario con un cebador adicio-
nal (primer 2) que posteriormente se transcribe en
amplicones de ARN por la T7ARN polimerasa. Estos
nuevosamplicones de ARN luego vuelvenaentrarenel
proceso de TMA permitiendo que este proceso de
amplificacién exponencial genere miles de millones de
amplicones de ARN.

Algunos grupos han demostrado una alta
sensibilidad y especificidad de la amplificacién del
target combinando RPA y LAMP en un protocolo
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En la PRIMERA FASE, el Primer 1 de
secuencia complementaria al RNA viral, incorpora
en las hebras sintetizadas la secuencia de
reconocimiento del promotor T7 de la RNA
polimerasa. La RT sintetiza una hebra de ADNg,
dando lugar a un hibrido RNA: DNA. Luego por su
actividad de nucleasa mediada por la RNAsa H
degrada el RNA. Luego se une el Primer 2 al ADN
antisentido (-). Poraccién dela RT copiael ADN da
una ADN doble cadena. Posee el promotor T7 que
serd reconocido por T7 RNA polimerasa. Que dara
lugar a cientos de copias de RNA antisentido. EN
LA FASE 2 se repite el ciclo generando gran
cantidad de copias de RNA antisentido (10 10").
Esta prueba se puede realizar detectando un
segmento (gen) o varios (formato multiplex) y el
producto final se puede detectar por punto final o
entiemporeal.

2.3- Retrotranscripcion seguida de reacciéon de
amplificacién isotérmica mediada por bucle (RT-
LAMP): Varios laboratorios y empresas han
desarrollado y probado clinicamente pruebas de
RT-LAMP para SARS-CoV-2, (3, 17). La reaccion de
amplificacidn isotérmica mediada por bucle
(LAMP), ya sea a partir de ADN o RT-LAMP
usando RNA es una técnica de amplificacién
rapida de una secuencia target de un 4acido
nucleico utilizando oligos o cebadores especificos,
(figura N°5) y dos enzimas: una RT y una ADN
polimerasa con capacidad de desplazamiento de
cadena, como la Bst pol. En las pruebas de
diagndstico de LAMP el producto amplificado se
detecta por turbidez (detectando un subproducto
de la reaccién), por color (adicién de un colorante
sensible al cambio del pH) o por fluorescencia
(adicién de unmarcador fluorescente).

Proceso de Amplificacién: La amplificacién de los
ADN se realiza a través de repeticiones de
reacciones de elongacién que ocurren a través de
las regiones de asa que se forman en la estructura
original para la amplificacién de LAMP. En la
primera etapa de la reaccién se utilizan los
cebadoresinternos (FIPy BIP)yexternos(F3yB3)

Cada uno de los cebadores internos tiene
una secuencia complementaria a una de las
cadenas de amplificacién de la region terminal 3
idénticos alaregioninterna delamismacadenaen

el extremo 5'-terminal (figura 6A). La reaccién de
LAMP comienza cuando la secuencia F2 del primer
FIP se alinea y se une a la secuencia blanco, la
secuencia F1c del primer no es una secuencia
complementaria y queda sin hibridar, entonces, la
DNA polimerasa Bst sintetiza una primera cadena.
En el espacio que quedd entre la secuencia blanco
y Fic, la Bst desplaza la cadena y el primer F3 se
alinea en su secuencia complementaria y a partir
de aqui se sintetiza una nueva cadena, liberando la
primera cadena sintetizada. En el extremo 3' de la
cadena recién liberada, el primer BIP sigue el
mismo proceso que FIP, la secuencia B2 del primer
BIP alinea en la primera cadena liberada, la
polimerasasintetizalacadenay B3 sealineaeinicia
la copia de la cadena, liberando una segunda
cadena, que contiene las regiones antisentido en
los extremos, por lo que se alinean entre ellos
formando la estructura que poseelos bucles o asas
en ambos extremos (forma de pesas) (figura 6B).
De esta forma, los primers continian alinedndose
con las regiones complementarias con reacciones
de elongacidn que se repiten secuencialmente por
la actividad de desplazamiento de cadena a una
temperatura constante, formando diferentes es-
tructuras de maneraazarosa(figura7), (18).

> > Figura N°5: LAMP utiliza tres pares de
cebadores: dos cebadores internos, dos ceba-
dores externos y dos cebadores de bucle. Los ce-
badores interno y externo se unen con el target y
su extension produce una estructura con formade
pesas, compuesta de dos bucles en cada extremo.

CEBADORES O PRIMERS PARA LAMP

- F3: Externo Sentido
® 2 CEBADORES O PRIMERS EXTERNOS | _ B3: externo Antisentido

~ FIP: Interno Sentido (hibrido)

® 2 CEBADORES O PRIMERS INTERNOS I:— BIP: Interno Antisentido (hibrido)

® 2 CEBADORES O PRIMERS DE LOOP | - FLP: primer de loop Sentido
- BLP: primer de loop Antisentido

F: Forward y B: Backward

Region de interés
A

1
[ e

I
@®PRIMERS EXTERNOS @PRIMERS INTERNOS
FIP BIP
ED () o )

F1c F2 B2 Bic
- c representa una secuencia complementaria, asi la secuencia Flc es
complementaria a la secuencia F1y Blc lo es a B1.
-FIP (BIP) es un cebador hibrido que consiste en la secuencia Flc (Blc) y la
secuencia F2 (B2).




>> Figura N°6: RT-LAMP: (A): Paso 1: en el
extremo 3' del ARN viral, la transcriptasainversay
el cebador BIP inician la conversién de ARN a
ADNc. Paso 2: En el mismo extremo, la ADN
polimerasa y el cebador B3 continlian generando
la segunda cadena de ADNc para desplazar y
liberar la primera cadena de ADNc. Paso 3: el
cebador FIP se une ala cadenade ADNcliberaday
la ADN polimerasa genera la cadena complemen-
taria. Paso 4: el cebador F3seuneal extremo3'yla
ADN polimerasa genera una nueva hebra mientras
desplaza la vieja hebra. (B): El ciclo LAMP produce
estructuras de ADN en bucle o asas en ambos
extremos (forma de pesas, estructuras 5y 7) de
varios tamafos
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El cebador B3 se une a la region B3c en el ADNCy tiene lugar la sintesis de ADN de desplazamiento de cadena. La cadena de ADN alargada
de BIP se reemplaza y se libera. La individual Il 3(estructura 3).

2-Generacion de 2°hebra de ADNc
mientras libera la 1° hebra de ADN¢

i6n de hebra ia del ADNc liberado

* Bst DNA Polimerasa 1
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Productos finales de ADN en bucle de tamaiio variable.

Rondas idas de hibridizacién y

i6n generan una mezcla de productos estructurados en forma de "coliflor”.

> > Figura N°7: Productos finales de RT-LAM-
P. Se generan distintas estructuras en forma de
bucle o loop de distinto tamafo. La estructura s da
origen 6,9 y11ylaestructura 7 daorigenalas estru-
cturas 8,10y 12,

Proceso de Deteccidn: Se han desarrollado varios
ensayos de RT-LAMP para apuntar a diferentes
regiones de genes de SARS-CoV-2 (19,20) con
fluorescencia (20) o lecturas colorimétricas (19,21).
(a) Una estrategia para producir fluorescencia es
usar Calceina, un complejo de fluoresceina, (22). La
fluorescencia de la Calceina se inhibe inicialmente
cuando se une al manganeso. Los pirofosfatos
generados a partir de las reacciones de amplifica-
ciéon de ADN secuestran el manganeso y liberan la
calceina. La calceina libre puede unirse a los iones
de magnesio, aumentando la intensidad de su
emision de fluorescencia. Usando Calceina, Yan et
al.(20) desarrollaron un ensayo RT-LAMP para la
deteccién visual de SARS-CoV-2. Identificaron
correctamente 58/58 pacientes positivos y 72/72
negativos, confirmados con pruebas de RT-PCR
paralelas. Este ensayo de RT-LAMP de los extra-
ctos de muestras de ARN de los pacientes solo
requirié unaincubaciénde 60 minutosa 63°C.(b).

Las lecturas colorimétricas para técnicas
de amplificacién que utilizan polimerizacién enzi-
matica también se pueden lograr utilizando
indicadores de pH. Durante la sintesis de ADN,
cada adicién de un dNTP (desoxirribonucledsido
trifosfato) libera unién de hidrégeno que disminu-
ye el pH de la solucidn. La disminucion del pH es
proporcional a la sintesis del ADN. Para la lectura
visual de su RT-LAMP, Baek et al. (21) utilizaron
rojo fenol, que cambia el color de rosa (pH 8.8) a
amarillo (pH <8.0), para indicar la aparicién de
amplificacion. Después de una amplificaciéon de 30
minutos a 65°C, RT-LAMP logré la deteccién de
200 copias de ARN de SARS-CoV-2 extraido de
muestras de pacientes con COVID-19. El kit Covid
19-Neokit usa una RT-LAMP. Lareacciéon de LAMP
dacomoresultado, grandes cantidades de subpro-
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ducto de iones pirofosfato que reaccionan con los
iones Mg”" para formar el producto insoluble
pirofosfato de magnesio. Dado que la concentra-
cién de iones Mg disminuyen a medida que
avanza lareaccion de LAMP se mide la concentra-
cion deiones de Mg como medidadel progreso de
la reaccidn. Para ello se utiliza azul de hidroxina-
ftol, en donde una reaccién positiva se indica
mediante un cambio de color de violeta a azul
cielo(23).

Ventajas: LAMP es altamente especifico porque
usa unmayor nimero de cebadores.

Lareaccidn es rapida (1-2h) a 60-65°Ccon
un limite analitico de deteccién de 75 copias por
uL. El enfoque es simple de operar, facil de
visualizar para la deteccidn, tiene menos sefial de
fondoyno necesitauntermociclador. Losinconve-
nientes de LAMP son los desafios de optimizar los
cebadoresylas condiciones dereaccion.

Algunos de los ensayos moleculares dis-
ponibles actualmente para detectar SARS-CoV-2
utilizan tecnologia RT-LAMP en tiempo real, como
la prueba ID NOW COVID-19 de Abbott. Y los kits
de produccion nacional ELA CHEMSTRIP COVID-
19 y COVID-19 NEOKIT con tecnologia RT-LAMP
asociado a ensayos de flujo lateral.

3-Ensayos basados en Repeticiones Palindromicas
Cortas Intercaladas Regularmente Agrupadas
(Cluster regularly interspaced short palindromic
repeats, CRISPR)

El término CRISPR es el nombre de secu-
encias repetitivas presentes en el ADN de las
bacterias, que funcionan como autovacunas.
Contienen el material genético delos virus que han
atacado alas bacterias en el pasado, de esta forma
les permite reconocer lainfecciény asi defenderse
cortando el ADN de los invasores. En caso de una
segunda infeccion CRISPR se transcribe y se
procesaa ARN CRISPR (ARNcr), se acoplaconCas
y reconoce el transcrito del patégeno y Cas degra-
da el ARNm. Ciertas enzimas en las familias Cas9,
Cas12 y Cas13 pueden programarse para atacar y
cortar secuencias de ARN virales. Al disefiar y
sintetizar un ARN guia, podemos usar la enzima
Cas9 para cortar en un lugar especifico de un
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genoma. Esta capacidad es significativa ya que
abre la posibilidad de la edicion directa del geno-
ma, dentro de una célula. Dos tipos de proteinas
Cas, Cas12 y Cas13 son particularmente utiles para
desarrollar plataformas simples, portatiles y
econdémicas para detectar de manera confiable los
acidos nucleicos a nivelmolecular (24).

Las técnicas CRISPR, que utilizan Cas12 'y
Cas13, se hanincorporado alos enfoques de ampli-
ficacidon isotérmica para la deteccién de SARS-
CoV-2, figura n° 8. La secuencia de direcciona-
miento CRISPR debe incluirse al disefiar ceba-
dores para la amplificacion de ARN de SARS-CoV-
2. La secuencia de reconocimiento CRISPR esta
dentro del amplicén amplificado y entre los ceba-
dores. El complejo crRNA-Cas escanea amplicones
y se une especificamente a aquellos con la secuen-
ciadiana complementaria. Al detectar el target, las
proteinas Cas se activan para cortar la cadena de
RNA porCas130de DNApor Cas12(25).

Las zonas de reconocimiento para CRISPR,
son segmentos de acidos nucleicos cortos, mono-
catenarios marcados doblemente con un fluoré-
foro y un quencher, que pueden usarse como
sustratos (26). La escisidn de esta sonda separa el
quencher del fluoréforo y permite detectar
fluorescencia que se pueden cuantificar en tiempo
real o visualizar bajo luz LED. Alternati-vamente,
las sondas marcadas doblemente con biotina y
FAM (Fluorescein amidite) se las usa para la
deteccidn en tiras reactivas (ensayo de flujo
lateral). Las nanoparticulas de oro (AuNP) en la
tira de flujo lateral estan recubiertas con anticuer-
pos anti-FAM para capturar FAM. En ausencia del
target, la sonda marcada permanece intacta y es
capturada por estreptavidina en la linea de con-
trol, lo que resulta en una acumulaciéon de AuNP
que genera una banda roja, indicando una prueba
negativa. En presencia del target de ARN del
SARS-CoV-2, los amplicones activan la proteina
Cas para escindir los indicadores de sefial, lo que
permite que se libere FAM y los AuNP adjuntos
viajanalalineade prueba, produciendo otrabanda
roja que indica una prueba positiva. Las sondas
marcadas intactas que estdn en exceso también
son capturadas enlalinea de control. La deteccién
basada en CRISPR verifica las secuencias de los
productos a partir de la amplificacién isotérmica y



solo produce sefal cuando existen las secuencias
correctas, lo que proporciona una mayor especifi-
cidad analitica que el uso de fluoréforos no
especificos o indicadores de pH. Por otro lado un
ensayo que usa solamente Cas12 o Cas13 no es lo
suficientemente sensible como para detectar el
ARN viral en las muestras. La amplificacién isotér-
mica logra una amplificaciéon exponencial en un
corto periodo de tiempo, lo que supera esta limita-
cién de la tecnologia CRISPR en términos de
sensibilidad analitica.

Una de las plataformas de diagndstico
CRISPR pioneras, DETECTR, se ha utilizado con
LAMP. Broughton y col. (27) publicaron un proto-
colo usando DETECTR para las pruebas de SARS-
CoV-2, utilizaron RT-LAMP para amplificar el ARN
de SARS-CoV-2 extraido, lo que condujo a la gene-
racion de productos de dsDNA. Los productos de
dsDNA se detectaron usando la escision colateral
dereporteros por Cas12y las tiras de flujo lateral se
utilizaron para producir sefales de lectura. El

método fue capaz de detectar 10 copias de ARN de
SARS-CoV-2 por microlitro de extracto de ARN. La
amplificacion y deteccidon se puede lograr en 30
minutos, lo cual es particularmente valioso paralas
pruebasrapidas.

Otradelas plataformas de CRISPR media-
da por RPA-Cas13, llamada SHERLOCK se la ha
asociado con RPA. Zhang y sus colegas lanzaron
un protocolo para la deteccién de SARS-CoV-2,
(28). Después de la extraccién de ARN del SARS-
CoV-2, utilizaron una RT-RPA para amplificar
exponencialmente el ARN del SARS-CoV-2, gene-
rando productos de ADNds. Después de la reac-
cién de RPA a 42 °C durante 25 min, se usa una
alicuota de la solucién de RPA. Como Cas13
detecta target de ARN agregaron un paso para
transcribir dsDNA a ARN, (utilizando la ARN
polimerasa T7). Através del corte de Cas13 escinde
un indicador y los productos se detectan por LFA,
asi se detectan hasta 10 copias / yL. La amplifi-
cacion y deteccion se puede completar en aproxi-
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madamente1h.
4-Ensayo deflujo lateral (LFA)

Los LFA consisten en cuatro membranas
diferentes que estanincrustadas lateralmente. Las
cuatro membranas son: almohadilla de muestra,
almohadilla de liberacién de conjugado, membra-
na de nitrocelulosa y almohadilla absorbente. El
producto de la amplificacién se aplica sobre la
almohadilla de muestra(29).

La almohadilla de liberaciéon del conju-
gado proporciona una membrana para el asen-
tamiento de sustancias inductoras de color. Las
nanoparticulas de oro son una de las principales
sustancias inductoras de color en los LFA y se
conjugan con la macromolécula del detector y el
detector de macromolécula es un anticuerpo u
oligonucledtido.

Al aplicar la muestra, las fuerzas capilares
transfieren el liquido de la muestra a la almohadilla
absorbente a través de la almohadilla de liberacién
del conjugado y la membrana de nitrocelulosa. La
migracion lateral del liquido de muestra a la
membrana de nitrocelulosa desplaza los conju-
gados hacia las "moléculas de captura" en las
lineas de control y prueba. Las moléculas de
captura son especies inmovilizadas en la membra-
na de nitrocelulosay estan disefiadas para acoplar-
seaconjugados antela presencia del target.

Las moléculas de captura en las lineas de
control estan disefiadas para formar una intera-
ccién estable con los conjugados y formar una
linea roja sin tener en cuenta la presencia o
ausenciadeltarget.

Finalmente, el exceso de conjugado y
muestra de liquido son llevados a la almohadilla
absorbente porfuerzas capilares, figuraN°9g (30).

> > Figura N°8: Esquema de CRISPR para la
deteccion de SARS-CoV-2. EI ARN del SARS-CoV-2
se extrae primero de las muestras de pacientes. El
ARN purificado luego se transcribe inversamente
aADNcyseamplificaatravés de técnicasisotérmi-
cas, por ejemplo, RT-RPA o RT-LAMP. Los ampli-
cones de ADNc se agregan directamente al siste-
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ma CRISPR-Cas12 o se transcriben primero a
ssRNA y luego se agregan al sistema CRISPR-
Cas13. Cas12 es activado por dsDNA con una
secuencia que sefiala para el corte del ssADN de la
sonda marcada. Cas13 reconoce secuencias de
ARN que contiene secuencias que sefiala el corte
de sonda de RNA marcadas. El corte de la sonda
separa el fluoréforo del quencher y permite su
cuantificacidon. En un ensayo de fluorescencia, la
escision de la sonda marcada en forma doble,
genera fluorescencia. En un ensayo de flujo lateral
(LFA), conduce a la aparicién de una linea en la
zonadel test.

Sitio de reconocimiento CRISPR
RNA viral>
iy
[m— ]
[— D0

DNA l Amplificacién Isotérmica RNA

\L CAS activacion

®

ENZIMA Cas12 ENZIMA Cas13
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= T ] = T o ]
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> > FiguraN°9: Ensayo deflujo lateral.
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En resumen, por ejemplo, los pasos en un
test rapido, seria una combinacion de distintas
técnicas como las que mostramos en la figura N°
10.

>> Figura N°10: Diagrama de flujo de los
pasosinvolucrados enuntestrapido.

Paso 1: 62°C, Paso 2: 379C, Paso 3: TA,
20 minutos 10 minutos 2 minutos
Extraccion

RNA > | RT-LAMP - - —> | Flujo Lateral
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>>> CONCLUSION

Como lo discutimos en esta revision exis-
ten métodos de amplificaciéon que son competi-
tivos con la PCR y que se benefician de la simplifi-
cacién proporcionada por el enfoque isotérmico
(31). Los métodos isotérmicos son particular-
mente adecuados para el desarrollo de una nueva
generacion de dispositivos de diagndstico para
aplicaciones de medicina de precision, como
también en entornos con recursos limitados. Se
observa un gran potencial con el desarrollo de
técnicas y dispositivos aplicados a nuevos test de
diagndsticos de uso enlaboratorios de bioquimica.
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