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Uso de CRISPR/Cas en

africana (PPA)
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RESUMEN

La peste porcina africana (PPA) es una enfermedad alta-
mente contagiosa y letal de los cerdos para la que no exis-
te ninguna vacuna ni ningun otro tratamiento curativo y
que ocasiona importantes consecuencias socioeconémicas
en la industria porcina. El miedo a nuevos brotes y a una
mayor propagacién del virus ha llevado a centrar las inves-
tigaciones en la busqueda de nuevos métodos diagnésticos
y medidas que resulten efectivas. Asi, el uso de técnicas de
transgénesis, como es la tecnologia CRISPR/Cas, ha con-
seguido resultados prometedores, tanto en el desarrollo
de técnicas que permiten el diagnédstico in situ de forma
sencilla y a bajo coste, como en su aplicacién en la edicién
del genoma, que ha logrado inhibir la replicacién del virus
y obtener virus recombinantes con mayor eficacia que la
obtenida en métodos tradicionales.
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INTRODUCCION
La peste porcina africana (PPA) es una enfermedad con-
tagiosa altamente letal causada por el virus de la peste
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la peste porcina

porcina africana, inico miembro de la familia Asfarvi-
ridae, que ocasiona grandes pérdidas econémicas y una
enorme preocupacién en la industria porcina mundial'.
Afecta tanto a cerdos domésticos como a cerdos salvajes?
y puede desarrollarse de forma subclinica o letal depen-
diendo del huésped y de la cepa de la que se trate'.En el
caso de los cerdos domésticos y de los jabalies, la tasa de
mortalidad puede alcanzar el 100%, con una enfermedad
febril y una hemorragia sistémica generalizada®, mien-
tras que en las especies de cerdos salvajes africanos suele
presentarse de forma subclinica®.

Se trata de un virus complejo de doble cadena de ADN
que contiene mds de 150 de marcos de lectura abiertos
codificados en un genoma de aproximadamente 180-
190 pares de kilobases'. Presenta un gran tamafio y estd
envuelto por una cdpsula icosaédrica y una doble mem-
brana?. Su replicacién tiene lugar fundamentalmente en
el citoplasma de los macréfagos porcinos infectados, las
principales células huésped*, pero también en algunas es-
pecies de garrapatas blandas, que constituyen un vector
importante de transmisién y propagacién del virus en
Africa. De hecho, se mantiene en la naturaleza como con-
secuencia de la interaccién entre cerdos salvajes africanos
y las garrapatas blandas del género Ornithodoros.

La PPA se describi6 por primera vez en Kenia a princi-
pios del siglo XX°. Actualmente es endémica en varios




paises del Africa subsahariana y se ha introducido en
Europa oriental, desde donde se estd extendiendo a Chi-

nay Europa occidental’. El problema recae en la falta de
vacunas y de medidas de control eficaces, que hacen muy
probable una mayor propagacién®, por lo que un diag-
néstico rapido y preciso de la infeccién es fundamental
para controlar el virus®.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO PPA

La técnica gold standard de deteccién del genoma del
virus de la PPA es la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR), basada en la amplificacién del marcador
de dcido nucleico’, que presenta una alta sensibilidad
y especificidad™. Sin embargo, debe realizarse en un
laboratorio profesional cualificado con equipamien-
to de ciclo térmico y operarios capacitados, no sien-
do adecuada para la deteccién in situ ni para la de-
teccién rdpida del virus, lo que retrasa el diagnéstico,
aumentando las probabilidades de contagio®. Otras
tecnologias actuales de diagnéstico molecular frente a
la PPA presentan numerosas limitaciones en cuanto a
su sensibilidad y especificidad, asi como en su coste y
rapidez, siendo necesario el desarrollo de nuevas tec-
nologias que permitan superar estas dificultades®. En
este sentido, el sistema de deteccién de 4cidos nucleicos
basado en repeticiones palindrémicas cortas agrupadas
y regularmente interespaciadas (CRISPR/Cas) se posi-
ciona como un prometedor método de deteccién'. En
lugar de necesitar ciclos térmicos, la deteccién basada
en CRISPR/Cas puede realizarse a temperatura fisio-
légica o a temperatura ambiente, no necesita purificar y
preparar la muestra y se produce a una tasa de divisién
no especifica muy alta, lo que facilita significativamente
el procedimiento y reduce los costes’.
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En este marco de investigaciones, aparece el ensayo
CORDS (Cas12a- On-site and Rapid Detection System)
para la deteccién del virus, que describe la lectura de
franja de flujo lateral basado en RAA-Cas12, una com-
binacién de la amplificacién asistida por recombinacién
(RAA) con CRISPR/Cas12a. Presenta una alta sensibi-
lidad y especificidad para el diagndstico en explotaciones
y mataderos, sin necesidad de acceder a un laboratorio,
obteniendo rapidamente los resultados, pues inicamente
necesita una incubadora a 37° C. Ademais, los CORDS
liofilizados pueden ser transportados y almacenados a
largo plazo hasta su aplicacion®. También en este contex-
to se desarrolla un método de deteccién sencillo, rapido
y de bajo coste que emplea la tecnologia CRISPR/Ca-
s12a junto con la deteccién de flujo lateral (CRISPR/
Cas12a-LFD) para detectar el gen B646L de la PPA,
sin necesidad de extraer el ADN, en un proceso isotér-
mico, aprovechando la alta sensibilidad y especificidad
de CRISPR/Cas12a y la rapidez que aportan las tiras
de prueba de flujo lateral, pudiendo completarse en una
hora in situ®®. Por otro lado, CRISPR/Cas12 también se
ha combinado con un sistema de deteccién por fluores-
cencia sencillo que permite detectar el ADN del virus
en todas sus fases en condiciones isotérmicas sin ampli-
ficacién del dcido nucleico y con excelente sensibilidad y
rendimiento'.

MEDID’AS FRENTE LA PPA:

EDICION DEL GENOMA

Hasta el momento, no se dispone de vacunas ni de medi-
camentos antivirales eficaces contra el virus de la PPA2.
Por tanto, el desarrollo de virus recombinantes resulta
esencial para conocer el papel de los diferentes genes en
los procesos de replicacién del virus, en la interaccién >
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> del virus con el hospedador y en el grado de virulen-
cial. En este sentido, el sistema CRISPR/Cas9 se ha con-
vertido en una poderosa herramienta en la edicién del ge-
noma de células eucariotas que permite eliminar o mutar
genes virales especificos y generar organismos huéspedes
resistentes eliminando genes de receptores celulares del
virus o expresando ARN antivirales®. Asi, se ha informado
recientemente del uso de esta tecnologia como un siste-
ma altamente eficaz para producir virus recombinantes
de PPA, en el que se ha conseguido eliminar el gen no
esencial 8-DR de una cepa de campo de gran virulencia y
se ha sustituido por el gen de la proteina fluorescente roja
(RFP). Esta modificacién ocurre a una frecuencia mucho
mds alta que cuando se emplea la recombinacién homé-
loga tradicional previamente
descrita para la edicién de
virus de ADN.

Una forma de transmitir re-
sistencia a la infeccién que
también pasa por la aplica-
cién de CRISPR/Cas9 es el
uso de esta tecnologia para
modificar el genoma del
huésped y evitar asi la repli-
cacién del virus. Esto se con-
sigue mediante la expresién
de un sistema de seleccién
mediado por CRISPR/Cas9
dirigido a los codones 71-78
del gen esencial de la fos-
foproteina viral p30 (CP204
L) por parte de las células del
huésped. Se trata de un avan-
ce prometedor que podria aumentar ain mds su eficacia
en un futuro mediante la seleccién simultinea de genes
contra multiples cepas y aislamientos del virus?.

CONCLUSIONES

La industria porcina podria sufrir importantes pérdidas eco-
némicas si se llegasen a producir nuevos brotes que conduje-
sen a una mayor propagacién de la enfermedad. La falta de
medidas efectivas para prevenir y tratar la infeccién ponen de
manifiesto la necesidad de desarrollar nuevos enfoques. La
aplicacion de técnicas de transgénesis, como es la tecnologia
CRISPR/Cas, se presenta como una prometedora alterna-
tiva que necesita seguir siendo investigada en un futuro. M
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