
 

                  

   

   

 

  

   

Introducción.

 

Se estima que hay 6 millones de 
personas infectadas

 

con la Enfermedad de Chagas, 
causada por el parásito Trypanosoma

 

cruzi,

 

que 
pueden desarrollar insuficiencia cardíaca, megacolon y 
lesiones cutáneas[1]. Debido a su importancia, es 
necesario desarrollar nuevos métodos de diagnóstico 
molecular

 

con una mayor sensibilidad, especificidad y 
se entregue en un menor tiempo los resultados al 
paciente en

 

comparación con

 

otras técnicas

 
actualmente usadas. La técnica

 

de CRISPR-Cas

 
puede ser usada para ello. CRISPR-Cas reconoce e 
hidroliza la secuencia

 

diana a través de un complejo 
ribonucleoproteico (RNP)

 

compuesto por la proteína 
Cas12

 

y un RNA guía;

 

posteriormente

 

corta

 

DNA de 
cadena sencillo de forma inespecífica,

 

el cual se utiliza 
como sonda que emite fluorescencia al ser cortada[2,3]  
permitiendo

 

identificar  la presencia de una secuencia 
genética

 

asociada al

 

parásito. 

 
El objetivo del trabajo es desarrollar un biosensor 
genético basado en CRISPR-Cas acoplado a LAMP

 
capaz

 

de identificar secuencias específicas del 
parásito Trypanosoma

 

cruzi

 

para obtener un 
diagnóstico molecular rápido, sensible y específico.

 
 
Metodología.

 

Diseño de Primers LAMP en

 

software 
Primer Explorer y de gRNA software ChopChop para 
secuencia de DNA satélite y DNA minicírculos del 
cinetoplasto. Los primers y los gRNAs

 

se sintetizaron 
comercialmente

 

con

 

IDT.

 

La extracción de DNA 
genómico de Trypanosoma cruzi se hizo con

 

el kit de 
extracción de ZymoBiomics DNA miniprep kit. La 
amplificación isotérmica del DNA blanco

 

se llevó a 
cabo en un Termoblock a 65°C por 15 minutos, 
mientras que la

 

reacción de detección con CRISPR-
Cas

 

se llevó a cabo a 37°C durante

 

20 min. La lectura 
de

 

fluorescencia se realizó con el equipo Cytation.

 
 
Resultados.

  

 

 

 
Fig. 2

 

Amplificación de DNA satélite mediante LAMP con set de 
primers diseñados, donde se observa que el set de primers 2 y 4 
tiene una mayor intensidad las bandas de amplicones.

 

 
Fig. 3

 

Detección con sistema CRISPR-Cas de DNA satélite pre 
amplificado mediante LAMP con set de Primers alternativos set 4, 
donde se observa que

 

el gRNA 2 tiene una mayor eficiencia de 
detección en menor tiempo con la mayor pendiente.

 
 

Conclusiones. Se implementó el sistema CRISPR-
Cas acoplada a LAMP para la detección molecular de 
manera eficaz del DNA satélite de Trypanosoma

 

cruzi.
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Fig. 1. Esquema del sistema CRISPR-Cas acoplado a LAMP para 

la detección de Trypanosoma cruzi
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