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Rezumat.

Tuberculoza multidrog-rezistentd (TB-MDR) ramane o provocare majora de sandtate publica, cu aproximativ 400.000
de cazuri raportate global in 2023. Republica Moldova se numara printre tarile cu cea mai mare incidentd a TB-MDR
din regiunea europeand. In acest context, aplicarea unei metode de diagnostic mai rapide, cu sensibilitate si specificitate
mai superioare comparativ cu metodele existente de diagnostic al tuberculozei, cum ar fi cele bacteriologice sau cele
moleculare, precum GeneXpert, care ar putea face posibila detectarea Mycobaterium tuberculosis (MTB) chiar si in probe
modeste, sau in absenta sputei, devine emergenta. Aceasta lucrare sintetizeaza datele recente din literatura de specialitate
referitoare la utilizarea CRISPR-Cas in diagnosticul tuberculozei (TB), cu accent pe acuratetea diagnostica, metodele de
amplificare si potentialul aplicarii in regiuni cu resurse limitate.

Tehnologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), ofera o noua, precisa si eficienta
abordare a diagnosticului rapid al TB-MDR, important in stabilirea precoce a diagnosticului si initierea cat mai devreme
a tratamentului potrivit — etape-cheie in prevenirea raspandirii globale a tuberculozei multidrog-rezistente. Acest articol
exploreaza mecanismul de diagnostic CRISPR, avantajele acestuia si analiza comparativa cu metodele folosite la moment
in diagnosticul tuberculozei (TB).

Cuvinte cheie: TB-MDR, diagnostic, CRISPR-Cas, mutatii, Mycobacterium tuberculosis.

Summary. CRISPR technology — innovative diagnostics for multidrug-resistant tuberculosis.

Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) remains a major public health challenge, with approximately 400,000
cases reported globally in 2023. The Republic of Moldova is among the countries with the highest incidence of MDR-
TB in the European region. In this context, the application of a faster diagnostic method, with higher sensitivity and
specificity compared to existing tuberculosis diagnostic techniques—such as bacteriological or molecular methods like
GeneXpert—which could enable the detection of Mycobacterium tuberculosis (MTB) even in modest samples or in the
absence of sputum, becomes increasingly urgent.

This paper synthesizes recent data from the scientific literature regarding the use of CRISPR-Cas in tuberculosis (TB)
diagnostics, with a focus on diagnostic accuracy, amplification methods, and its potential applicability in resource-limited
settings.

The CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) technology offers a new, precise, and
efficient approach to the rapid diagnosis of MDR-TB, which is crucial for early diagnosis and timely initiation of
appropriate treatment—=key steps in preventing the global spread of multidrug-resistant tuberculosis.

This article explores the CRISPR diagnostic mechanism, its advantages, and a comparative analysis with currently
used tuberculosis (TB) diagnostic methods.

Keywords: MDR-TB, diagnosis, CRISPR-Cas, mutations, Mycobacterium tuberculosis.

Pesome. Texnosornsa CRISPR — nnHoOBannoHHasi IMATHOCTHKA MHOKECTBEHHO-YCTOIYHBOIO TyOepKyJie3a.

TyOepkyné3 ¢ MHOKECTBEHHOM JiekapcTBeHHOM ycToiunBocThio (MJIY-ThB) ocraérest onHOIt U3 cepbE3HBIX MpodieM
00ILECTBEHHOTO 3/paBooxpaneHus, ¢ npuoimsurensHo 400 000 3aperucTpupoBaHHBIX CIydaeB 10 BceMy mupy B 2023
roxy. PecriyOiimka MosioBa BXOUT B YHCIIO CTpaH ¢ HauBbIciIel 3a0oneBaemocTbio MJIY-Th B EBponeiickom pernowne.
B 3TOM KOHTEKCTE 0COOEHHO aKTyaIbHO BHEIpEHHUE Oosiee ObICTPOi JMAarHOCTHYECKOH METOIMKH, 00I1aaatoeii Oopuien
YyBCTBUTEIBHOCTHIO M CIEIM(YUIHOCTHIO [0 CPABHEHHIO C CYIISCTBYIOIIMMHU METOJaMHU JIMarHOCTHUKU TyOepKyiésa,
TaKUMH KaK OaKTepHOJOIMYECKHE WM MOJEKYJsIpHble MeTonbl, HampuMep GeneXpert, YTO TO3BOJHT BBISIBISTH
Mycobacterium tuberculosis (MTB) naxxe B MajbIx 00pa3nax Wi IPU OTCYTCTBUU MOKPOTHI.

Hacrosias pabora 06001aeT nocieHue JaHHbIe HAy9HOH JIMTEpaTyphbl, KACAIOLIMECs! HCII0JIb30BaHHS TEXHOJIOT U
CRISPR-Cas B guarnoctuke TybOepkynésa (TB), ¢ akueHTOM Ha TOYHOCTH JUArHOCTHUKH, METOABI aMIUIM(UKALUK U
MIOTEHIMAJ IPUMEHEHMs] B YCIOBUAX C OFPAaHUUYEHHBIMH PECYpCaMU.
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Texnonorus CRISPR (moBropstomuecs MaauHIPOMHbBIE YUaCTKH C PErYISPHBIMUA HHTEPBAJIaMU, CTPYIIIUPOBAHHbBIE
B KJIacTephl) MpeijiaracT HOBBIH, TOYHBIA M d(QQEKTUBHBIA moaxon K Obictpoil auarnoctuke MJIY-TB, uro nmeer
pelaroniee 3HaueHUe /Il PaHHETr0 YCTAHOBIICHHSI TUarHo3a U CBOEBPEMEHHOIO Hayasla COOTBETCTBYIOIIETO JICUEHUS] —
KITFOYEBBIE JTallbl B MPEAOTBPALICHUH II00aJIBHOTO pacipoCTpaHeHUsl TyOepKyaE3a ¢ MHOKECTBEHHOW JIEKAPCTBEHHON

YCTOMUYUBOCTBIO.

B crarbe paccMmarpuBaioTcs auarnoctuyeckuii Mmexanusm CRISPR, ero npenMyiiiectBa U CpaBHUTEBHBIN aHAIN3 C
CYIIECTBYIOIIMMHU METOAMHU TUArHOCTUKU TyOepkynésa (Th).
Karouessbie cioBa: MJIY-TB, muarnoctuka, CRISPR-Cas, myratuu, Mycobacterium tuberculosis.

Introducere.

Tuberculoza continua sd reprezinte o problema
majora 1Tn domeniul sdnatitii publice, necesitind
metode de diagnostic rapide si fiabile [1]. Conform
”Raportului  Global privind Tuberculoza 2024,
publicat de OMS, au fost depistate 10.8 milioane de
cazuri noi de TB in anul 2023, dintre care 400.000
(3.7%) erau pacienti cu tuberculoza multidrog-
rezistentd (TB-MDR) sau rifampicin-rezistenta
(RR)[2]. Severitatea acestei maladii infectioase si
caracterul epidemic ce-1 poartd este ilustrat prin
mortalitatea Tnaltd la nivel mondial a 1.25 milioane
de oameni In 2023, accentuand necesitatea unor
mecanisme eficiente de control al bolii. Abordarile
de diagnostic conventionale, cum ar fi cultura,
microscopia si GeneXpert, au contribuit in mod
semnificativ la controlul TB, dar au si limite in
ceea ce priveste detectarea TB-MDR. Tehnologia
CRISPR-Cas, recunoscutd initial pentru aplicatiile
sale in editarea genomicd, a fost recent adaptata in
sisteme de diagnostic molecular datorita specificitatii
secventiale si capacitatii de a functiona la temperaturi
izoterme, facand-o potrivita pentru utilizarea in teren
(3, 4].

Scopul acestei lucrari este analiza datelor
recente din literatura de specialitate referitoare la
utilizarea CRISPR-Cas in diagnosticul tuberculozei,
cu accent pe acuratetea diagnostica, si caracteristica
comparativa cu metodele bacteriologice si moleculare
conventionale de diagnostic.

Material si Metode.
Cercetarea a fost efectuatd in baza analizei
articolelor din PubMed. Pentru identificarea

articolelor, au fost utilizati urmatorii termeni de
cautare: “tuberculosis”, “resistance”, “diagnosis”,
“CRISPR”. Au fost selectate studiile relevante
publicate intre 2020 si 2025.

Rezultate.

In urma unei analize sistematice a bazei de
date PubMed, au fost identificate un numar total
de 16.466 de articole publicate in ultimii cinci ani
(2020-2025) care abordeaza metodele de diagnostic
al tuberculozei. Dintre acestea, doar 39 de articole
investigheaza utilizarea tehnologiilor bazate pe

platforme CRISPR ca metoda de diagnostic pentru
Mpycobacterium tuberculosis (MTB). Mai mult,
din aceste 39 de studii, doar 16 articole includ date
privind detectia rezistentei la medicamente a MTB,
analizand aplicabilitatea platformelor CRISPR in
contexte clinice.

Mecanismul de actiune al sistemului CRISPR-
Cas, identificat initial ca parte a raspunsului imun
adaptativ al procariotelor Impotriva infectiilor virale
si a altor elemente genetice strdine, este important in
intelegerea modului in care aceasta tehnologie poate
fi adaptatd ca instrument de diagnostic molecular [5,
6]. Aceasta adaptare permite detectarea specifica a
unor mutatii genetice, inclusiv a celor responsabile
pentru rezistenta la medicamente in cazul bacteriei
Mycobacterium tuberculosis. Secventele de ADN
CRISPR sunt formate din numeroase regiuni
repetitive scurte si sunt despartite de catre spaceri
complementari ADN-ului bacteriofagilor sau altor
sisteme genetice invadatoare. Din moment ce un
material genetic strdin atacd bacteria, sistemul
CRISPR-Cas se adapteaza, bacteriile preluand genele
straine si inglobandu-le in propriul genom. Astfel, la
un urmator contact cu organismul strdin (un virus sau
o plasmida), din secventele CRISPR, care contine
spacerii ce recunosc ADN-ul strdin, se vor transcrie
un crARN (CRISPR ARN) si un tracrARN (ARN
trans-activant). Aceste secvente de ARN se vor lega
complementar pentru a crea ARNg (ARN-ghid), la
care se aldturd proteina Cas, care va folosi ARNg, ca
sa identifice locul specific ce necesita taiat [7]. Pentru
clivaj este indispensabila prezenta unei secvente
amplasate imediat de regiunea-tinta, care este numita
PAM (protospacer adjacent motif). Totusi, secventa
de ARN care este complementara ADN-ului viral
cunoscut este liberd, si la recunoasterea acestuia,
proteina Cas, prin activitatea sa nucleazica, va cliva
genele strdine, ca si mecanism de aparare [3, 4, 7].

Acest mecanism, care exista natural in bacterii,
poate fi utilizat pentru detectarea secventelor mutante
din ADN-ul Mycobacterium tuberculosis, dupa
aceleasi principii.

Procesul de diagnostic prin sistemul CRISPR-
Cas implica 3 etape: adaptare, clivaj si interferenta
[8]. In timpul primei faze, fragmentul de ADN striin
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este inserat intr-un locus CRISPR, astfel devenind un
spacer, care, ulterior, va fi folosit ca o matrita pentru
sinteza crARN. In faza a doua, se formeaza moleculele
mici de ARN care contin secventa complementara
ARN a spacer-ului, deci are loc crearea crARN sau
ARNg. In ultima fazi, are loc recunoasterea ADN-
ului tintd de catre complexul CRISPR, cu ajutorul
ARNg, si este clivat de Cas (Figura 1).

CRISPR-cas ARN tr
— — o /
ATINATINATT

Proba biologici  Extragere ADN ARNg \
l ADN/ARN tinta
Amplificare Rezultat
ADN/ARN

Figura 1. Etapele procesului de diagnostic prin platorma
CRISPR-Cas

Este nevoie de doua structuri: ARN-ul ghid
unic (ARNsg), ce va recunoaste secventa-fintd in
gena de interes, si endonucleaza Cas, care va cliva
lantul de ADN. Cas si ARNg pot forma un complex
ribonucleoproteic eficient, care va depista si degrada
ADN-ul tinta, avand PAM adiacent acestuia [9].

Familia de endonucleaze Cas include: Cas9, poate
fi utilizata pentru editare genica, tinteste ADN dublu-
catenar, necesitd prezenta PAM, si nu are activitate
enzimatica colaterald; Cas12 — tinteste ADN dublu-
catenar, necesita PAM, are activitate colaterala,
este utilizatd in diagnosticul molecular, editarea
ADN-ului, poate genera un semnal amplificat,
datorita activitdtii endonucleazice programabile si
specifice; ADN-ul dublu-catenar poate fi obtinut prin
amplificare izoterma (LAMP); Casl3, ce tinteste
ARN-ul monocatenar, nu necesia PAM, dar totusi
este nevoie de efectuarea transcriptiei in vitro pentru
a pune la dispozitie tinta de ARN monocatenar, ceea
ce este consumator de timp si costisitor financiar, si e
util in depistarea virusurilor ARN; iar Cas14 — tinteste
ADN monocatenar, detecteaza fragmente foarte mici
de ADN, cum ar fi SNP-urile (polimorfisme de un
singur nucleotid), nu necesita PAM, are o greutate
molecularda mai mica decat Casl2a, detaliu benefic
si mai potrivit pentru expresia in E.coli, dar poate
avea nevoie de PCR pentru amplificarea ADN-ului
tinta, lucru ce este consumator de timp, si poate avea
activitate colaterala [10—13].

In linii generale, prin CRISPR-Cas, rezistenta
MTB va fi detectatd la utilizarea ARNg, una din

proteinele Cas, a cérei activitate va fi stimulata de
prezenta mutatiei cautate, iar clivajul va fi extins
asupra unei probe fluorescente, generand un semnal
detectabil, in cazul prezentei secventei genetice
tintd, care va confirma mutatia si va indica medicilor
despre posibilitatea sau imposibilitatea folosirii
medicamentelor necesare [11, 15, 16].

Rezistenta MTB la  medicamente este
conditionatd de aparitia unor mutatii de tip SNP
in genomul bacteriei, fapt ce o face insensibila la
anumite antibiotice folosite in tratamentul bolnavilor
de TB. Pentru a putea folosi tehnica de diagnostic
folosind CRISPR-Cas, este necesard cunoasterea
exacta a mutatiilor care conduc la rezistentd, pentru
a decide care din ele vor fi potrivite pentru initierea
tratamentului si care trebuie evitate [10, 17].

Medicatia antituberculoasd de prima linie este
reprezentatd de rifampicind, isoniazida, pirazinamida
si etambutol; daca MTB este rezistenta la rifampicina
si isoniazida, atunci o numim TB-MDR. Terapia
moderna pentru TB-MDR include medicamente recent
aprobate precum bedaquilina, delamanid, pretomanid
si linezolid, care au revolutionat tratamentul formelor
rezistente [18]. Cea mai de temut si rard varianta a
rezistentei la antituberculoase, o prezintd, in final,
multidrog rezistenta extinsd (TB-XDR), atunci cand
MTB capata rezistentd atdt la medicamentele de
prima linie — rifampicina si isoniazida, cat si la orice
fluorochinolond (ex. levofloxacina, moxifloxacina),
si rezistentd la cel putin un medicament din grupa A,
cum ar fi bedaquilina sau linezolid.

Rezistenta la antibiotice se poate explica prin
modificarila4 nivele: alterarea permeabilitatii peretelui
celular, functiei pompei de eflux, metabolismului
celular si aparitia de mutatii genetice [19].

Este de mare utilitate sa se cunoasca unde anume
au loc mutatiile, pentru a sintetiza sisteme CRISPR-
Cas ce se vor potrivi secventelor mutante, pentru
confirmarea rezistentei [20-22].

Cel mai frecvent utilizate ezime din familia Cas,
in cadrul sistemelor CRISPR-Cas, in scopul depistarii
mutatiilor genetice ale MTB sunt: Cas9, Casl2,
Cas13, Casl4. Aceste proteine fac parte din sisteme
CRISPR-Cas de clasa 2, dintre care: Cas9 este
clasificata drept tip 11, Cas12 si Cas14 —tip V, Cas 13
— tip VI (Figura 3). Toate aceste sisteme Cas dispun
de caracteristici distincte, precum structuri diferite ale
crARN, PAM-uri variate, anumite particularitati de
tintire si clivare. Fiecare se evidentiaza prin utilitate
specifica, cu avantaje si dezavantaje specifice [23,
24].

Cas efectueaza doua tipuri de clivare: cis si trans.
Cis-clivarea inseamna taierea ADN-ului sau ARN-
ului tintd, exact pe care il “cauta”, pe cand trans-



Stiinte Medicale

239

clivarea (sau clivaj colateral/activitate colaterald)
reprezintd activarea enzimei chiar si dupd taierea
secventei-tintd, astfel incat cliveaza ADN-ul sau
ARN-ul din jur.

CRISPR-Cas9

Cas9 recunoaste doar secvente de ADN dublu-
catenar, dar acestea nu efectueaza activitate de trans-
clivare, ci doar cis-clivare, deci utilitatea CRISPR-
Cas9 se bazeaza numai pe proprietatea de a detecta
tintit mutatia cautata. Cas9 are doua domenii active:
RuvC, care va tdia doar un lant de ADN, pe cand al
doilea domeniu — HNH — taie a doua catena. Totusi,
enzima Cas9, modificata genetic, existd in doua forme
speciale — Cas9n (nickase), in care unul din cele doua
domenii active a fost dezactivat genetic, si dCas9
(dead Cas9) — care este inactivata complet, deci are
proprietatea de a se lega de ADN, fiind ghidata de
ARNg, dar nu-l cliveaza, ci 1i blocheaza expresia
genetica [25, 26].

In primul rand, diagnosticul prin CRISPR-Cas
va necesita o tehnicad de amplificare a secventei
de ADN tintd, de exemplu qRT-PCR. Asadar, se
creeazd ARN-ghid pentru pozitiile S531 si H526 ale
genei rpoB responsabild de rezistenta la rifampicina
(RIF) a MTB; se va folosi proteina Cas9. Asa cum
97% dintre mutatiile rezistente la rifampicind sunt
prezente in gena rpoB, iar 60-86% dintre acestea se
afla in codoanele 526 si 531, este argumentat de ce
anume acestia vor fi tinta sistemului CRISPR-Cas [9].
Totodata, prezenta rezistentei la rifampicind (RIF)
este utilizatd ca un marker al prezentei rezistentei si
la isoniazida (INH), deoarece mai mult de 90% din
tulpinile RIF-rezistente sunt si INH rezistente [9]. La
contactul cu ADN-ul bacterian din proba biologica a
pacientului, complexul Cas9/ARNg va cliva secventa
de ADN de interes, ce contine un PAM adiacent,
lucru depistat prin qRT-PCR, folosind proba marcata
fluorescent. Localizarea mutatiei nu trebuie sa fie
nici prea aproape de PAM, fiindca ar exista riscul
unui semnal fluorescent prea slab, dar, totodata, la o
amplasare mai departe de 20-25 de perechi baze (pb)
de la PAM exista posibilitatea de a genera un semnal
apropiat celui care apare 1n absenta mutatiei. Asadar,
distanta optimd dintre PAM si mutatie este de 10
baze azotate [26, 27]. De asemenea, este importanta
localizarea mutatiei aproape de capatul 3’ al secventei-
tintd a ARNg, acest fapt demonstrand o sensibilitate
mai mare fatd de nepotrivirea de baze, in comparatie
cu situarea mutatiei la capatul 5’ al secventei-tinta,
permitandu-i sistemului CRISPR sa functioneze mai
eficient in diferentierea dintre secventele normale si
mutante [27]. Metoda CRISPR-Cas se evidentieaza
printr-o Tnalta sensibilitate si o specificitate de 100%.

Din studiile analizate, Cas9 nu a fost utilizat in
niciunul dintre studiile de diagnostic clinic asupra
Mycobacterium tuberculosis (TB sau TB-MDR).
Majoritatea aplicatiilor Cas9 se regasesc fie in studii
preclinice sau fundamentale, cum ar fi CRISPRi/
CRISPRa pentru identificarea de gene esentiale (ex:
vulnerabilitati colaterale in tulpini MDR), fie in
editare genetica, dar nu sunt descrise in diagnosticul
propriu-zis [9, 28].

CRISPR-Casi2a

Casl2a poseda activitate de cis-clivare, cand
se leaga la ADN dublu-catenar (Figura 2) sau
monocatenar, complementar la crARN, dar poate
avea activitate colaterald (trans-clivare) specifica
pentru ADN monocatenar [29].

Enzima Casl2a poate fi sintetizata in bacterii
E.coli speciald, capabila sia o producd, dintr-o
plasmida introdusa 1n aceasta [7]. Cas12a (cunoscuta
anterior ca si Cpfl) poate fi folosita indeosebi la
depistarea rezistentei MTB la streptomicina, avand in
vedere faptul ca aceasta recunoaste de reguld PAM-
uri ce contin timind, precum TTN/TTTN, ceea ce i
limiteaza aplicarea, dar care pot fi recunoscute de
crARN progrmabil [7]. Astfel, sistemul CRISPR-
Casl2a poate fi utilizat in detectarea in gena rpsL a
mutatiilor Lys43Arg si Lys88Arg [12]. Pentru a testa
eficienta sistemului, se amplificd secventele ADN ce
contin mutatiile de interes din gena rpsL, se amplifica
izotermic primerii potriviti. Inci un avantaj il
reprezinta faptul ca sistemul CRISPR-Cas12a necesita
la amplificarea RPA doar temperaturi de 37 sau 39°C,
ceea ce 1l face accesibil pentru utilizare in medii cu
resurse limitate [23, 30, 31]. Dupa aceasta, genele
rpsL ale MTB sunt addugate in sistemul de reactie
cu Casl2a, iar, dupa 15 minute la 37 grade Celsius,
prezenta mutatiei este confirmatd prin rezultatul
fluorescent verde [12]. Rolul Casl2a, pana la
momentul actual, a fost expus prin mai multe aplicatii,
cum ar fi in DETECTR (DNA endonuclease targered
CRISPR trans reporter) — care a folosit, pentru prima
data, activitatea colaterala a Casl12, folosind RPA, a
amplificat virusul HPV ; HOLMES (detectie de nivel
subatomolar) folosind PCR sau RT-PCR sau LAMP,
Cat-SMelor (a moleculelor mici) [32, 11].

Un studiu a evaluat sensibilitatea sistemului, prin
adaugarea acestuia la gene din diversi agenti patogeni,
precum Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis,  Pseudonomas  aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, pentru a verifica daca sistemul reactioneaza
doar la MTB, si nu la contactul cu alte bacterii. Astfel,
doar la interferenta cu probele in care erau prezente
Mycobacterium tuberculosis si BCG au fost produse
semnale fluorescente puternice, iar in celelalte cazuri
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Figura 2. CRISPR-Casl2a cliveaza ADN-ul dublu-catenar
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Figura 3. Mecanismul de actiune a sistemelor CRISPR-Cas 9, Cas 12, Cas13

— fard semnal semnificativ [34]. De asemenea, se
estimeazd o sensibilitate de 88.3% si o specificitate
de 94-98%, 1n comparatie cu alte metode, cum este
cultura (33%) si Xpert (66%), denotand precizia
acestui sistem in diagnosticul TB [33].

CRISPR-Cas13

Enzima Cas13 cliveaza doar secvente de ARN, nu
si ADN, efectuand doua tipuri de clivare: cis si trans.
Cis-clivarea presupune tdierea ARN-ului tinta, exact
pe care il ’cauta”, pe cand trans-clivarea (sau clivaj
colateral) subintelege activarea enzimei chiar si dupa
taierea secventei-tintd, astfel incat cliveazd ARN-ul
din jur. Incazul de fatd, este utild activitatea colaterala,
intrucat are loc adaugarea la ARN a unui reporter cu
un fluorofor (ce va emite lumind) si un quencher (ce
are drept scop limitarea emiterii de lumind). Ulterior,
din moment ce tinta este determinata, se va declansa
un semnal luminos drept confirmare. Prima platforma
care a utilizat aceastd proprictate a Casl3 a fost

SHERLOCK (Specific High-sensitivity Enzymatic
Reporter unLOCKing), prin amplificarea ADN-
ului de interes prin RPA (recombinase polymerase
amplification), cu T7-ARN-polimeraza, care va
transforma ADN-ul bacterian ntr-un ARN detectabil
de catre Cas13 [32].

In mod normal, mecanismul de actiune urmeaza
acesti pasi: colectarea probelor biologice de la
pacienti, care, se presupune, prezintd rezistentd
la fluorochinolone; sintetizarea proteinei Casl3a,
folosind o plasmidd cu ADN circular ce codifica o
variantd a Casl3 umanizatd, iar aceasta, introdusa
fiind in bacterii E.coli, le stimuleaza sa produca
LwCasl3a. In final, are loc extragerea, purificarea
si stocarea ei. Urmatorul pas constd in obtinerea
secventelor tintd — ARN-tinta si ARN-ghid. In primul
rand, are loc sintetizarea regiunilor genei gyrA ce
conditioneaza aparitia rezistentei la fluorochinolone,
se cloneaza in plasmide cu mutatiile respective, se
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amplifica prin PCR, si, utilizand T7-ARN polimeraza,
are loc transcrierea ADN in ARN monocatenar
(ssARN). In al doilea rand, ARN-ghid se obtine, la
fel, prin transcrierea de catre T7-ARN polimeraza
(Figura 3) dintr-un ADN monocatenar cu o secventa
crARN complementard mutatiei. In continuare,
are loc detectarea de catre Casl3a, care, atunci
cand recunoaste ARN-ul tinta, cliveaza si ARN din
preajma acesteia, deci manifesta activitate colaterala.
Totodata, datoria unei sonde fluorescente, la activarea
Casl3a, se va emana un semnal fluorescent, ce va
confirma prezenta mutatiei cautate [34].

Un alt studiu, care, de asemenea, a evaluat
fezabilitatea sistemului CRISPR-Cas13 dupa aceleasi
principii ale cazului prezentat mai sus, a concluzionat
ca testul CRISPR pentru diagnosticarea MTB a avut
o sensibilitate de pana la 97.4%, mai Tnaltad decat
sensbilitatea obtinutd prin cultura micobacteriana
(71.6%) si prin frotiu AFB (48.5%)), si a fost cel putin
la fel de sensibil ca GeneXpertMTB/RIF (97.0%)
[35].

CRISPR-Casl4a

Casl4 (uneori numit Casl2f) recunoaste ADN
monocatenar sau ARN monocatenar, si poseda
activitate de trans-clivare specificd pentru ADN-ul
monocatenar. Totusi, Casl4 efectueaza activitatea
colaterala asupra altor molecule de ADN decét cele
tintd, astfel secventa de interes este pastrata [32].

Intr-un studiu publicat in 2025, a fost explorata
activitatea sistemului CRISPR impreund cu enzima
Casl4a, si anume pentru detectarea mutatiilor
rezistente la rifampicina si isoniazidd. Casl4a este
o nucleazd ARN-ghidatd si programabild, tinteste
ADN-ul monocatenar, nu necesitd PAM si depisteaza
SNPs [13], [36]. Complexul CRISPR-Cas14a permite
detectia simultand a rezistentei la RIF si INH, dupa
o amplificare PCR a genelor rpoB, katG, inhA [13],
[33].

Articolele de sinteza prezintd Casl2a, Casl3a,
Casl4a ca fiind cele mai utilizate sisteme pentru
detectarea acidului nucleic. Cas12a recunoaste ADN,
iar Casl3a - ARN, activeaza mecanisme de clivare
colaterala care permit semnalizare prin fluorescenta
sau benzi laterale (LF) [37-39].

CRISPR in diagnosticul specific al tuberculozei

Studiile aplicate au demonstrat sensibilitate
inalta a metodelor CRISPR-Casl3a 1in detectia
Mycobacterium tuberculosis din probe clinice [37,
39]. Platformele LAMP-CRISPR, ERA-CRISPR si
CRAFT combina amplificarea izotermd cu detectia
CRISPR pentru rezultate rapide [41]. Alte studii au
(>95%) si specificitati remarcabile in comparatie cu
metodele conventionale (GeneXpert, PCR)[1-3,7].

Platformele multiplex CRISPR permit identificarea
tulpinilor rezistente la medicamente [13, 42].

Cercetatorii  au  descoperit ca  bacteriile
Mycobacterium tuberculosis rezistente la isoniazida
(din cauza mutatiilor in gena katG) dezvolta
vulnerabilitati ascunse ca efect secundar al adaptarii
lor. Aceste vulnerabilitati apar Tn procese esentiale
precum respiratia celulard, sinteza proteinelor si
metabolismul aminoacizilor si nucleotidelor [17, 43].

Folosind tehnologia CRISPRI, transcriptomica
si metabolomica, cercetdtorii au cartografiat aceste
puncte slabe si au aratat ca ele pot fi tintite selectiv
cu tratamente pentru a distruge tulpinile rezistente
— inclusiv in probe clinice. Acest lucru oferd o
noua strategie pentru a trata tuberculoza rezistenta
la medicamente, fara a fi nevoie dezvoltarea noilor
antibiotice [43].

Compararea tehnologiilor bazate pe CRISPR-
Cas cu metodele conventionale de diagnostic al
tuberculozei

Sistemele de detectie moleculard bazate pe
CRISPR-Cas (in special Casl2a, Casl3a si Casl4a)
s-au dovedit efective in diagnosticul rapid al
infectiei cu MTB, 1n special in formele rezistente la
medicamente. Analizele clinice disponibile indica o
sensibilitate de minimum 93%, cu valori frecvente
apropiate de 97-98%, si o specificitate ce atinge
frecvent 100%, plasandu-le in fata metodelor clasice
de diagnostic [13,15, 44-45].

Prin comparatie, microscopia Ziehl-Neelsen
(AFB) ramane o metoda accesibila, dar cu o
sensibilitate limitatd (45-60%). Cultura bacteriana,
considerata standardul de aur, prezintd o sensibilitate
medie (60—70%) si timpi de obtinere a rezultatului de
ordinul saptamanilor. GeneXpert MTB/RIF, una dintre
cele mai utilizate metode moleculare rapide, ofera
sensibilitati de 90-98% pentru TB pulmonara, insa
are limitdri in detectarea multor mutatii asociate cu
rezistenta extinsa (ex. katG, inhA, gyrA) [4, 7, 31, 35].

In acest context, platformele Casl4a si Cas13a au
demonstrat o superioritate distinctd in identificarea
mutatiilor punctiforme asociate rezistentei la
rifampicind (rpoB) si izoniazida (katG) [13].

Unul dintre cele mai evidente avantaje ale
tehnologiilor CRISPR este scurtarea radicala a
timpului de diagnostic. Toate platformele CRISPR
analizate functioneaza in intervale de 30-90 de minute,
in contrast cu cultura bacteriana (2—6 saptamani) sau
testele fenotipice de susceptibilitate (DST), care pot
dura pana la 4 saptimani. Chiar si comparativ cu
GeneXpert (aproximativ 2 ore), platformele CRISPR
ofera rezultate mai rapide, facilitand astfel initierea
timpurie a tratamentului si reducerea transmiterii
(Tabelul 1).
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Tabel 1.

Caracteristici comparative dintre platforma CRISPR-Cas si metodele conventionale de diagnostic al
tuberculozei

Caracteristica

CRISPR (Cas12a/13/14a)

Metode clasice (AFB, culturia, GeneXpert)

Timp de rezultat

30-90 min (uneori <1.5 h)

AFB: 1 zi, cultura: 2—6 sapt., Xpert: ~2 h

Sensibilitate 94-98% AFB: 45-60%, culturad: 70-80%, Xpert: 90-98%
Specificitate 98-100% Cultura: 98-100%, Xpert: ~95-98%
Detectie rezistenta (RIF, ) 0 pDST: de incredere, dar lent; GeneXpert:
INH) Casl3a, Casl4a: >90-100% doar RIF

Tipuri de probe Sputa, BALF, puroi, sange, ser, urind In principal sputa

Necesitate echipamente L
vizuala)

Minima (lateral flow, fluorescenta

Cultura: laborator BSL-3, GeneXpert: aparat
dedicat

Aplicatii in MDR-TB

Precizie crescuta in identificarea muta-

Limitata fara secventiere sau DST extins

tiilor
Tabel 2.
Platformele CRISPR-Cas analizate in studii clinice
< Tip Probe L. Sensibilitate | Specifici- | Timp Comparatie
Platform CRISPR | biologice Obiectiv (%) tate (%) |analizd | metode clasice
CRISPR-Ca- Izolate Detectare
sl4a MTB clinice RIF:93.3/ Similara sau
RIFNH | 1% =60y, sputa | RIFINH 1 inp 975 100 130 Guperioara pDST
rezistenta
[13] (n=55) ’
CRISPR- BALF, Detectare AFB: 48.5%,
MTB Casl3a | sputa, puroi MTB 97.4 n/a <1.5h | cultura: 71.6%,
[35] (n=401) GeneXpert: 97.0
CRISPR-Ca- BALF, Detectare <
s12a pentru . - Cultura: 67%,
. Casl2a | macrofage | intracelulara 94 100 ~lh
Mtb intrace- . Xpert: 78%
(in vitro) MTB
lular [7]
CRISPR- Detectare 100 Timp mai scurt,
Casl2a ERA | Casl2a | Sputd (n=60) MTB (fluorescenta) 100 ~50 min sensibilitate
[29] /93.8 (LF) crescutd
CLAP-TB Sputa, urina, e .
(Casl2 +RT- | Casl2 | ser(n=232, Dit/[e;gre 98.27 100 ~1h Farzsgg;f;r;eme
LAMP) [53] 82 pacienti)

Diagnosticarea tuberculozei (TB), 1n special a
formelor multidrog rezistente (TB-MDR), necesita
metode rapide, sensibile si accesibile. Tehnologiile
emergente bazate pe sistemul CRISPR-Cas, combinate
cu tehnici izoterme precum RPA (Recombinase
Polymerase Amplification), RAA (Recombinase-
Aided Amplification) sau LAMP, au revolutionat
diagnosticul molecular prin reducerea considerabild
a timpului si resurselor necesare [33, 46].

Astfel, utilizarea acestor metode permite
detectarea rapida si precisd a MTB, fiind adecvate
pacientului (point-of-care). intregul proces CRISPR-
Cas, de la extractia ADN-ului pand la detectarea
semnalului, poate fi finalizat intr-un interval de la
30 minute pana la 3 ore, in timp ce metodele clasice
de cultura, necesita intre 7-8 zile (cultura lichida

BACTEC MGIT 960) si pana la 4-8 saptamani (medii
solide Lowenstein-Jensen/Ogawa) pentru obtinerea
rezultatelor (Tabelul 1) [46-47].

Pe langa avantajul vitezei, metoda CRISPR-Cas
se distinge si prin costurile reduse: pana la 0.1 USD/
reactie pentru reagenti si aproximativ 7.4 USD/test
in conditii de laborator simplificat [48]. Comparativ,
costurile pentru cultura pe mediu solid sau lichid pot
ajunge la 7.59 USD si 19.23 USD/test respectiv, in
timp ce testele GeneXpert MTB/RIF Ultra ajung la
30-60 USD in tarile dezvoltate [48].

Mai mult, CRISPR-Cas are o sensibilitate si
specificitate superioara metodelor conventionale si
permitedetectiaformelorpulmonaresiextrapulmonare
de TB-MDR, inclusiv din probe biologice variate,
precum plasma sau lichidul cefalorahidian [14, 44,
46-47].
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Metodele moleculare  consacrate, precum
GeneXpert MTB/RIF si Ultra, ofera rezultate in 66—
120 minute, cu o sensibilitate care variaza in functie de
tipul probei si statutul imunologic al pacientului (ex.
88% la pacienti HIV-pozitivi pentru TB pulmonard)
[48].

Insa, aceste sisteme implica costuri semnificative
si infrastructurd specificad. Alte metode moleculare,
precum MF-qRT-PCR sau tNGS (targeted Next-
Generation Sequencing), desi precise (ex. sensibilitate
de 97.2% si specificitate de 100% pentru rifampicind),
presupun echipamente complexe, costuri ridicate si
timp de procesare mai lung (1.5-20 h) [37, 49-50]. In
plus, secventierea metagenomica sau prin nanopore,
desi promitatoare, ramane limitatd de lipsa datelor
standardizate pentru identificarea mutatiilor asociate
rezistentei [51].

Prin urmare, integrarea tehnologiilor CRISPR-
Cas in practica clinicd oferd o alternativa viabilad
si eficientd la metodele clasice si molecular-
conventionale, reprezentdnd un progres esential
pentru diagnosticarea rapida, precisa si accesibild a
TB-MDR, in special in regiuni cu resurse limitate,
avantajul acestei platforme reprezinta si posibilitatea
de a analiza si identifica MTB in diferite tipuri de
biosubstrate, caracteristicile comparative dintre
aplicatiile CRISPR si metodele conventionale
observate in diferite studii clinice sunt descrise in
Tabelul 2.

Tehnologiile prin comparatie cu metodele clasice
precum cultura sau GeneXpert implicd costuri
de 7.59-60 USD/test, cerinte de laborator BSL-2
sau BSL-3, energie electrici constanta si personal
specializat. CRISPR, in schimb, poate fi adaptat in
formate portabile si semi-automatizate, ceea ce il face
ideal pentru testare de tip point-of-care [52], dar si in
situatiile in care nu poate fi prelevata sputa.

Limitari si perspective.

Tehnologiile CRISPR-Cas (in special Casl2a,
Casl3a, Casl4a) reprezinta o alternativa inovatoare,
rapida, accesibild si precisd pentru diagnosticul TB
si MDR-TB. Acestea pot transforma modul in care
infectia este detectatd in zone cu resurse limitate si
pot scurta drastic timpul de initiere a tratamentului,
esential in cazurile de TB rezistenta [13, 46].

Totusi, pentru implementare clinicd larga sunt
necesare: validari multicentrice, integrare in ghiduri
clinice, productie la scara si standardizare.

Desi CRISPR ofera precizie ridicata, persista
provocari legate de stabilitatea enzimelor Cas, costuri
si lipsa standardizarii. Totusi, dezvoltarile recente
in CRISPRi screening [41] si abordarile naked-eye
deschid noi oportunitati pentru diagnostic in punctul
de Ingrijire [53].

Fara amplificare prealabild, calitatea detectarii
acizilor nucleici scade considerabil, deci scade
sensibilitatea [54]. Echipamentele care citesc
fluorescenta ar putea fi insensibile la semnale slabe
pentru detectarea precisa a unor tinte mici, precum
o mutatie frecventd, rard [54]. Din aceasta cauza,
o perspectiva in dezvoltarea CRISPR-Cas ar fi
identificarea altor metode de citire a semnalului
fluorescent, precum cele electrochimice, optice,
nanopori.

CRISPR-Cas poate obtine unele reactii
nespecifice, din cauza intentiei de a gasi mai multe
tinte simultan (multiplexare), generand rezultate fals
pozitive si afectand acuratetea testului.

Studiile care se efectueaza la moment si cele
viitoare prezic ca metoda CRISPR-Cas va deveni o
platforma potrivita pentru point-of-care (deci pentru
pacientului — in cabinetul medical, in zonele rurale
ce nu dispun de laboratoare, respectiv elimina
necesitatea de a trimite probele la un laborator).

Concluzie.

Tehnologia CRISPR-Cas poate deveni o
optiune de diagnostic molecular pentru identificarea
Mycobacterium tuberculosis, fiind o metoda rapida,
cu sensibilitate si specificitate inaltd, cu potential
de implementare in zone cu resurse reduse. Pentru
validarea clinicd, standardizarea protocoalelor si
integrarea in Kkituri portabile sunt necesare studii
suplimentare.
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