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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es uno de los mayores problemas sanitarios a nivel
global. Esta se ha visto agravada por la escasez de nuevos antibioticos efectivos disponibles en
la practica clinica, lo que ha llevado a la necesidad de investigar nuevas estrategias para
combatir la RAM. Entre ellas estan los sistemas CRISPR-Cas. En este TFG se planted realizar
una revision bibliografica para conocer las aproximaciones que se estdn investigando para
utilizar los sistemas CRISPR-Cas como antimicrobianos especificos. Estos sistemas estan
mostrando una alta especificidad y efectividad para la deteccion rapida de las bacterias
resistentes, la resensibilizacion de las bacterias y la eliminacion directa de las cepas resistentes.
Ademas, son varios los vehiculos que se estan empleando de manera efectiva para la
administracion de estos sistemas al interior bacteriano. La utilizacion de los sistemas CRISPR-
Cas no esta carente de efectos secundarios, y que, como cualquier tecnologia, tiene limitaciones
técnicas. Asi, algunas proteinas Cas pueden ser citotoxicas, aunque esto puede ser paliado con
el vehiculo adecuado. Un desafio técnico a superar es la eleccion del vehiculo. En conclusion,

los sistemas CRISPR-Cas se vislumbran como una excelente alternativa para combatir la RAM.

Palabras clave: resistencia a los antibioticos, genes de resistencia, CRISPR-Cas

Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is one of the major global health problems. It has been further
exacerbated by the lack of new effective antibiotics available in clinical practice, which has led
to the need for exploring new strategies to combat AMR. Among these strategies are CRISPR-
Cas systems. In this TFG, a literature review was conducted to understand the approaches that
are being investigated for using CRISPR-Cas systems as specific antimicrobials. These systems
are showing high specificity and effectiveness in the rapid detection of AMR bacteria,
resensitization of bacteria, and direct elimination of resistant strains. Additionally, several
delivery vehicles are being effectively used for administering these systems into bacterial cells.
The use of CRISPR-Cas systems is not without side effects, and like any technology, it has
technical limitations. For instance, some Cas proteins can be cytotoxic, although this can be
mitigated with the appropriate delivery vehicle. A technical challenge to overcome is the choice
of the delivery vehicle. In conclusion, CRISPR-Cas systems are emerging as an excellent
alternative for combating AMR.

Keywords: antibiotic resistance, resistance genes, CRISPR-Cas



1. Introduccion
1.1 Problematica de la resistencia bacteriana a los antibioticos

Las bacterias resistentes a los antimicrobianos (RAM) son aquellas que han desarrollado
mecanismos para neutralizar o mitigar el efecto de estos farmacos disminuyendo asi su eficacia
(Figura 1). Alguno de los mecanismos de resistencia mas comunes son la destruccion
enzimatica del antibiotico, siendo el ejemplo mas representativo el de las B-lactamasas, las
cuales son unas enzimas encargadas de inhabilitar la familia de los B-lactamicos mediante la
hidrolisis de su anillo B-lactamico.®’ La presencia de bombas de eflujo que expulsan el
antibiotico hacia el exterior impidiendo de esta forma su accion.® Y la formacion de

biopeliculas, dificultando que el antibidtico llegue al interior bacteriano y pueda actuar.®
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Figura 1. Descripcion general de los mecanismos moleculares de resistencia a los antibioticos.

Una cepa bacteriana puede volverse resistente a los antibidticos por dos vias principalmente:
mediante mutaciones génicas o mediante la transmision horizontal de genes de resistencia,

principalmente a través de plasmidos mediante el mecanismo de conjugacion.®

La problematica de las bacterias RAM se remonta a practicamente desde la introduccion del

primer antibidtico en la practica clinica a principios del siglo XX, la penicilina. En la década



de 1930 se detectaron las primeras cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a
sulfonamidas.(® Posteriormente, en los afios 40, surgieron Staphylococcus aureus (S. aureus)
resistentes a la penicilina en hospitales en Londres. Los afios 60 estuvieron marcados por la
aparicion de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), el primer antibidtico antirresistencia.
Durante la década de 1980 surgieron los Enterococos resistentes a Vancomicina (ERV). Por
ultimo, recién iniciado el siglo XXI, se desarrollaron cepas de S. aureus resistentes a

vancomicina (SARYV). (Figura 2)
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Figura 2. Cronologia que muestra la década en la que llegaron las nuevas clases de antibidticos al mercado. Los
antibioticos estan coloreados seglin su origen: verde = actinomicetos, azul = otras bacterias, morado = hongos y
naranja = sintéticos. En la parte inferior de la linea de tiempo se encuentran las fechas clave relacionadas con el
descubrimiento de antibioticos y la resistencia antimicrobiana, incluidos los primeros informes de cepas
resistentes a los antibidticos como el S. aureus resistente a la meticilina (SARM), enterococos resistentes a la
vancomicina (ERV), S. aureus resistente a la vancomicina (SARV) y la resistencia a la colistina transmitida via
plasmidos en Enterobacteriaceae.”

UN declares AMR a
“fundamental threat”

Current Opinion in Microbiology

En la actualidad, la RAM de las bacterias es una de las mayores amenazas para la salud a
combatir durante los proximos afios. Un estudio de 2019 revel6 que durante ese afo fallecieron

en torno a 4,95 millones de personas por causas relacionadas con bacterias RAM, incluyendo



unos 1,27 millones de muertes alrededor de todo el mundo por causas directamente atribuibles
a bacterias RAM.® Las previsiones indican que este problema se agravara en las proximas
décadas, ya que se estima que para el 2050 moriran alrededor de 10 millones de personas

anualmente por causas relacionadas con bacterias RAM si se mantiene la misma tendencia.®

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) public6é en 2017 una lista de las 12 familias
bacterianas mas peligrosas para la salud humana, y las dividi6 en tres categorias segun la
urgencia que hay en desarrollar nuevos antibidticos para combatirlas.'” Las tres categorias
establecidas por la OMS son: prioridad 1 (CRITICA), en la que se incluyen Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos;
prioridad 2 (ELEVADA), constituida por Enterococcus faecium resistente a la vancomicina
(ERV), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), Helicobacter pylori
resistente a la claritromicina, Campylobacter spp. resistente a las fluoroquinolonas,
Salmonellae resistentes a las fluoroquinolonas y Neisseria gonorrhoeae resistente a la
cefalosporina y a las fluoroquinolonas; prioridad 3 (MEDIA), conformada por Streptococcus
pneumoniae sin sensibilidad a la penicilina, Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina

y Shigella spp. resistente a las fluoroquinolonas.

No obstante, hay otras decenas de bacterias no incluidas en la lista de la OMS que también
suponen un riesgo para la salud humana, como cepas multirresistentes de Mycobacterium
tuberculosis (MDR-TB) , Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos y Klebsiella

pneumoniae tesistente a cefalosporinas de tercera generacion entre otras.!!

1.2 Estrategias para combatir las bacterias resistentes a los antibidticos
La conocida como “Edad de Oro” de los antibioticos fue el periodo que abarcé desde mediados
de los 40, hasta la década de los 60, y es conocida por ser el periodo de mayor auge en el
descubrimiento de antibidticos de la historia. A partir de entonces, debido al abuso de estos
farmacos en el ganado y en humanos empez6 a aumentar la RAM de forma significativa.(!?
Paralelamente, en la década de los 90 se detuvo casi por completo el desarrollo de nuevos

antibidticos.'3) Por todo ello, se estan investigando alternativas para combatir las cepas RAM.

Entre estas alternativas destaca el uso de anticuerpos que eliminan a estas bacterias de forma

especifica;” los bacteriofagos, los cuales son unos virus especializados en infectar



bacterias;('> vacunas para prevenir las infecciones bacterianas;'® péptidos antimicrobianos
que destruyen a los microorganismos;!” y también los sistemas CRISPR-Cas, que al ser

herramientas de edicion genética, permite combatir la resistencia desde multiples frentes.(3 19

1.3 Técnicas CRISPR-Cas: componentes, funcionamiento y aplicaciones

Las repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas asociadas a
proteinas Cas 0 mas comunmente conocido como complejo CRISPR-Cas (del inglés, Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated with Cas proteins), es un
mecanismo de inmunidad adquirida presente en bacterias y arqueas. Estas repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas regularmente espaciadas provienen de una seccion de ADN
bacteriano llamado matriz CRISPR, que a su vez tiene dos componentes: repeticiones y
espaciadores (Figura 3). Las repeticiones son segmentos de ADN de unas 21-40 pb que tienen
la misma secuencia. Se denominan palindrémicas ya que poseen un tramo de bases seguido
por las bases complementarias de la secuencia en el orden inverso. Por otro lado, los
espaciadores son pequefios fragmentos de ADN (normalmente virico) de unas 20-58 pb que
sirven como memoria inmune de infecciones previas, para identificar y combatir con mayor
eficacia a las mismas. Estds se encuentran entre las repeticiones, y suelen ser secuencias

distintas.2%-2D
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Figura 3. Esquema de una matriz CRISPR. Se observan a las repeticiones intercaladas por espaciadores.!

El sistema CRISPR-Cas tiene dos componentes principales, una proteina encargada de cortar
el ADN, perteneciente a la familia Cas y una molécula de ARN guia (ARNg), que contiene una

secuencia complementaria al fragmento de ADN de interés.

La respuesta inmune del complejo CRISPR-Cas comprende tres fases diferentes: adaptacion,
expresion e interferencia (Figura 4). Durante la fase de adaptacion, una proteina Cas localiza

y se une a una secuencia en el ADN objetivo llamada PAM (del inglés Protospacer Adjacent



Motive) o motivo adyacente del protoespaciador, de 2-4 pb y provoca una rotura de la doble
cadena, lo que provoca la liberacion de un fragmento de ADN. Este fragmento conocido como
protoespaciador, se une entre dos repeticiones de la matriz CRISPR del genoma bacteriano,
pasando a ser a partir de este momento un espaciador propiamente dicho. Cabe destacar que en
algunos sistemas CRISPR-Cas, la adquisicion de espaciadores se obtiene a partir de fragmentos
de ARN por medio de una transcriptasa inversa (RT). A continuacion, en la etapa de expresion,
la matriz CRISPR se transcribe en pre-ARNcr, que a su vez se procesa por medio de Cas6 o
una ARNasa externa hasta obtener ARNcr (ARN CRISPR) totalmente maduro. Por ultimo, en
la etapa final de interferencia, se usa este ARNcr como ARNg. La proteina Cas se une a la
secuencia PAM del ADN objetivo (por ejemplo, de un bacteridfago), se desenrolla parte del
ADN y esto permite al ARNg unirse a su secuencia complementaria en el mismo.
Posteriormente, la proteina Cas provoca una rotura de la doble cadena.*? Cabe destacar que
estas fases difieren segun la clase y tipo de sistema CRISPR-Cas que estemos hablando.
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Figura 4. Proceso inmunitario de CRISPR-Cas. (Izquierda) Adaptacion, expresion (derecha) e interferencia
(derecha).®V

Los sistemas CRISPR-Cas se dividen en dos clases diferentes. Los sistemas de Clase 1 tienen
complejos efectores con multiples subunidades de proteinas Cas. Por el contrario, los sistemas
de Clase 2 poseen una Unica proteina Cas grande y multidominio (Figura 5). A su vez, cada
clase de CRISPR-Cas se divide en tres tipos cada uno. La Clase 1 en los tipos I, III y I'V;
mientras que la Clase 2 en los tipos II, V y VI. Los tipos también se dividen en diferentes

subtipos dependiendo principalmente de la proteina Cas asociada y su modo de actuacion.®?
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Figura 5. Sistemas CRISPR-Cas de clase 1 y clase 2: caracteristicas principales, organizacion modular (a) La
estructura general de los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 (complejo efector de multiples proteinas) y clase 2
(complejo efector de una nica proteina). Los genes se muestran como flechas; los genes homodlogos se muestran
con el mismo color. (b) Los principales componentes basicos de los tipos de sistemas CRISPR-Cas. Un asterisco
indica la supuesta subunidad pequeiia (SS) que podria fusionarse con la subunidad grande en varios subtipos de
tipo I. El # junto a las etiquetas de dominio CARF y HEPN indica que otros dominios desconocidos de sensores
y efectores. Los genes prescindibles se indican con un contorno discontinuo.??

Los sistemas CRISPR-Cas fueron propuestos como herramientas de edicion genética por
primera vez en 2012 por las ganadoras del Premio Nobel de Quimica 2020 Emmanuelle
Charpentier y Jennifer Doudna.?® Desde entonces, los sistemas CRISPR-Cas han sido
empleados como una de las tecnologias de edicién genética con mayor potencial en la
actualidad, debido a su adaptabilidad y especificidad. Actualmente tienen una gran cantidad de
aplicaciones, entre las que encontramos: inactivacion de genes, cribado, tratamiento de
enfermedades celulares, modificacion de cultivos, edicion de bases y edicion multiplexada. En
los proximos afios se prevee que se aprueben multiples tratamientos de enfermedades de toda

indole basados en sistemas CRISPR-Cas, incrementar el valor nutricional de los alimentos



mediante edicion genética basada en CRISPR-Cas, asi como aprobar y comercializar el

tratamiento de multiples enfermedades celulares entre otros. (Figura 6)

Todas estas son aplicaciones muy fascinantes que pueden significar una auténtica revolucion
en infinitud de campos cientificos, no obstante, es importante tener en cuenta que la utilizacién
de estas técnicas conllevan importantes consideraciones éticas y de seguridad. A efectos de
este TFG nos centraremos en las investigaciones que se estan llevando a cabo para explorar las
utilidades de los sistemas CRISPR-Cas para combatir las bacterias RAM.
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Figura 6. La ultima década de la tecnologia CRISPR se ha centrado en desarrollar plataformas para generar la
inactivacion de genes, crear ratones y otros modelos animales con genes inactivados, realizar tamizajes genéticos
y realizar edicion multiplexada. Las aplicaciones de CRISPR en medicina, agricultura y ganaderia ya estan
empezando y serdn el enfoque de la proxima década.®¥



2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Llevar a cabo una revision bibliografica para conocer las diferentes aproximaciones que se
estan investigando con la finalidad de usar las técnicas CRISPR-Cas para combatir la

resistencia a los antibioticos.

2.2 Objetivos especificos

1. Describir las diferentes estrategias que se estan utilizando para luchar contra las
bacterias resistentes a los antibidticos empleando los sistemas CRISPR-Cas.

2. Analizar los diferentes vehiculos utilizados para administrar los sistemas CRISPR-
Cas en las células.

3. Presentar los posibles efectos secundarios y riesgos asociados al uso de tecnologias
CRISPR-Cas para combatir las bacterias resistentes a los antibidticos.

4. Discutir la efectividad y viabilidad del uso de técnicas CRISPR-Cas, identificando los
desafios y obstaculos técnicos que deben superarse para que esta tecnologia pueda aplicarse

con el fin de luchar frente a la resistencia a los antibioticos.



3. Metodologia

Para la elaboracion del presente Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha realizado una labor de
investigacion y recopilacion bibliografica en bases de datos con gran prestigio y rigor
cientifico, con el fin de obtener informaciéon lo més veraz y contrastada posible. Las bases de
datos empleadas han sido: MEDLINE, mediante el motor de busqueda PubMed, ScienceDirect
(Elsevier) y Google Académico. También se ha consultado paginas web de organismos
oficiales como la OMS. Asi mismo, se analizaron articulos de reconocidas revistas cientificas

como Science y The Lancet relacionados con la tematica del presente trabajo.

En primera instancia, se seleccionaron una serie de articulos que constituyeron la base sobre la
cual se construy¢ la introduccion de este trabajo. Posteriormente, se realiz6é una busqueda de
informacion orientada a tratar el objetivo general y los objetivos especificos. Se dio prioridad
a aquellos articulos y otras publicaciones escritos en inglés y espafiol con fechas que abarcan
desde el 2015 hasta 2023, con la intencidén de obtener informacidon actualizada. De forma
excepcional, cuando se considerd necesario obtener informaciéon adicional, se consultaron
articulos anteriores al 2015. Para la busqueda de los articulos deseados se emplearon diferentes
combinaciones de palabras clave como: “CRISPR-Cas systems”, “antibiotic resistance”,
“AMR”, solo por nombrar algunos ejemplos. A los anteriores hay que afadirles el uso de

operadores booleanos como: “AND”, “OR”, “NOT” y “[]” segun las necesidades de busqueda.

Una vez realizadas las busquedas correspondientes, se evalu6 el contenido de dichos articulos
(titulos, resumenes, etc) con el fin de identificar, seleccionar y extraer la informacion que se
consideré mas relevante, inicamente de aquellos articulos directamente relacionados con los
objetivos planteados en el presente TFG. De forma adicional, se consultd la bibliografia
presente en aquellos articulos y que no fueron localizados en primera instancia empleando los

criterios anteriormente expuestos, con el fin de complementar la informacion.
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4. Resultados y discusion

4.1 Uso de Técnicas CRISPR-Cas para combatir bacterias resistentes a los antibioticos

Las técnicas CRISPR-Cas estdn siendo investigadas para combatir la resistencia a los
antibioticos mediante diferentes enfoques: deteccion rapida de bacterias resistentes
(funcionando como eficaces detectores), eliminando los genes de resistencia (volviendo a estas
bacterias sensibles a los antibidticos nuevamente); o provocando la muerte directa de estas
bacterias mediante la destruccion especifica de genes vitales para su supervivencia. A
continuacion, se abordard cada una de estas aproximaciones y se destacardn las principales

ventajas y desventajas de cada una de ellas.

4.1.1 Deteccion de bacterias resistentes a los antibidticos

Un aspecto de vital importancia para combatir las bacterias RAM es la capacidad de poder
llevar a cabo una deteccion rapida y precisa de las cepas resistentes. En la actualidad, los
protocolos de deteccion en hospitales y laboratorios emplean los inmunoensayos y la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) con este fin.
Adicionalmente, los sistemas CRISPR-Cas han surgido como una potente alternativa gracias a
su gran modularidad y especificad. A continuacién, se muestran algunos ejemplos de

investigaciones que emplean los sistemas CRISPR-Cas para detectar genes de resistencia.

Quan ef al. En 2019 ? desarrollaron una innovadora técnica denominada FLASH-NGS (del
inglés, Finding Low Abundance Sequences by Hybridization-Next Generation Sequencing).
FLASH utiliza el complejo CRISPR-Cas9 para la deteccion multiplexada de genes de
resistencia a los antibioticos. Esta técnica emplea un conjunto de CRISPR-Cas9 disefiados para
escindir una secuencia de ADN del tamafio adecuado para la secuenciacion con la plataforma
[lumina. En primer lugar, el ADN objetivo es bloqueado por una fosfatasa y posteriormente es
fragmentado por el complejo CRISPR-Cas9. Los productos resultantes son ligados con unos

adaptadores, amplificados y finalmente secuenciados.®>

En dicho estudio se obtuvieron muestras procedentes de cuatro pacientes positivos en
infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibidticos (Pacientes A y B: SARM,
Pacientes C y D: ERV), y todas fueron sometidas a Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)

y FLASH-NGS. Como se observa en la Figura 7, el enriquecimiento medio por muestra fue
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unas 5000 veces superior en FLASH-NGS en comparacion con la NGS unicamente. Ademas,
en muchas ocasiones la técnica FLASH-NGS fue capaz de detectar genes que la NGS estandar
no detectd. De esta manera, se concluyo que la técnica FLASH-NGS basada en CRISPR-Cas9

era mas precisa y especifica que la NGS ordinaria.®>
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Figura 7. Resultado de la técnica FLASH en muestras respiratorias. Niimero de lecturas que se alinean con genes
especificos en experimentos de secuenciacion NGS y FLASH-NGS en muestras de liquido respiratorio de (A)
paciente 1, (B) paciente 2, (C) paciente 3 y (D) paciente 4. Las barras y barras de error representan la media y la
desviacion estandar.?>

Suea-Ngam, Howes, & deMello en 2021 9 desarrollaron un biosensor electroquimico
ultrasensible CRISPR-Casl2a que emplea la metalizacion con plata para detectar, sin

amplificacion previa, el gen mecA, que genera resistencia a la meticilina en cepas SARM
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(Figura 8). Esta técnica se denomind biosensor electroquimico CRISPR/Cas sin amplificacion
que utiliza metalizacion con plata (E-Si-CRISPR). Funciona de la siguiente manera: en
presencia del gen mecA, el complejo CRISPR-Cas12a lo detecta y realiza una escision en cis
(donde la encima Cas corta especificamente el gen objetivo unido al protoespaciador). Esto
activa la escision en trans (cortes aleatorios en la monocadena de ADN), lo que degrada la capa
superficial de la monocadena de ADN en la superficie del electrodo. Posteriormente, se realiza
la metalizacion con plata, con el objetivo de mejorar la deteccion, ya que el grado de deposicion
de plata sera proporcional a la cantidad de ADN monocatenario restante, y por ende, a la
cantidad inicial del gen mecA. La sefial electroquimica final se lee mediante voltametria de

onda cuadrada.®

£ Incubate for 45 min i) Ag+ 30 min

A o .
& ¥ Room temperature i) NaBH« 10 min
ii)-0.5V 3 min A

Potential vs. Ag/AgCl (V)
InabahlorASmIn i) Ag+ 30 min
B
ii) NaBH« 10 min

i) 0.5 V 3 min

- e & § o B

Target DNA CuﬂaaoRNA Cu1zo-ooRNA- Immobilised SH-DNA MCH  Silver metallised DNA

Current (mA)

Current (mA)

Potential vs. Ag/AgCl (V)

Figura 8. Esquema de la técnica E-Si-CRISPR. El ADN monocatenario inmovilizado en el electrodo es eliminado
por Casl2a, s6lo en presencia de un gen objetivo. La adicion posterior de Ag+y NaBH4 produce la metalizacion
por plata, y se aplica un potencial de -0,5 V, produciendo una sefial minima (resultado positivo en el objetivo). En
ausencia del gen diana, el ADN monocatenario no se puede eliminar, lo que produce una sefial electroquimica
mas alta (resultado negativo en el objetivo).?®

Como se puede observar en la Figura 9, se observa que la técnica E-Si-CRISPR permite la
deteccion del gen mecA con una alta sensibilidad, selectividad y precision incluso en soluciones
con bacterias lisadas o multiples especies y cepas bacterianas (E. coli , E. faecalis ,
Staphylococcus epidermis, S. aureus y SARM). Por ltimo, se compararon los resultados con

los obtenidos mediante una PCR estdndar, demostrando un rendimiento muy similar.?®
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Figura 9. Comparacion de las concentraciones de mecA entre el E-Si-CRISPR y la PCR a 1, 10 y 100 pM. (b)
Prueba de especificidad para SARM frente a otras bacterias para la técnica E-Si-CRISPR, revelando una excelente
especificidad.®®

Estos estudios 329 y otros similares ¢7-2829 demuestran que los sistemas CRISPR-Cas tienen
y q

un gran potencial para detectar genes de resistencia tanto en el cromosoma como en plasmidos.

Estos sistemas tienen una gran especificad, sensibilidad y rapidez a la hora de detectar genes
RAM vy siendo capaces de detectar multiples de estos genes simultdneamente. En
contraposicion, son técnicas que requieren una alta cualificacion, los costos de su uso pueden
ser altos debido a ser técnicas ain no muy estandarizadas, requieren de mas estudios para su

validacion y optimizacion, y por ultimo puede ser ineficaz para detectar nuevas variantes RAM.

4.1.2 Eliminacion de genes de resistencia

Una segunda aproximacion se centra en la eliminacion de los genes que provocan resistencia a
los antibioticos, para de esta forma resensibilizar a las bacterias nuevamente a los antibidticos.
Como se comento en el punto 1.1 del presente TFG, los genes de resistencia a antibidticos se
pueden localizar tanto en el cromosoma como en plasmidos. Por tanto, los diferentes enfoques
para eliminar los genes de resistencia a los antibidticos van a dividirse seglin el objetivo sea

destruir genes presentes en los plasmidos o aquellos presentes en el cromosoma.
Algunos de los genes RAM que estan siendo el foco de muchos estudios son aquellos genes de

resistencia a betalactamicos como blaNDM,3? de resistencia a fluoroquinolonas como gyr4, V)

resistencia a tetraciclinas como tet(4) 2 y de resistencia a aminoglucosidos como aac(6’).3?
y g
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Qiu et al. En 2018 G4 realizaron un experimento basado en CRISPR-Cas9 mediado por
plasmido para revertir la resistencia a quinolonas provocada por el gen gyr4 presente en los
cromosomas de algunas cepas de E. coli. Comprobaron que tras exponer la cepa S462231L.83S
de E. coli resistente a quinolonas a CRISPR-Cas9, esta sufria una mutacion en la posicion 249,
volviéndola sensible a ciprofloxacina y la enrofloxacina, revirtiendo en gran parte su resistencia

a quinolonas.G¥

Por otra parte, Walker-Siinderhauf ez al. @ en 2023 han disefiado un experimento basado en
CRISPR-Cas9 para la eliminacion del plasmido pHERD3O0T portador del gen aacCl que
codifica resistencia a gentamicina. Eligieron al plasmido pKJKS5 como vehiculo para
transportar el complejo CRISPR-Cas9 por su amplio rango de huéspedes y su relativa facilidad
de propagacion. Tal y como la Figura 10 muestra, el plasmido pKJKS5::csg (plasmido pKJKS5
recombinado con CRISPR-Cas9) actuaba de dos formas distintas: por un lado, actuaba como
barrera impidiendo la entrada de plasmidos con genes de resistencia a antibidticos
(pHERD30T) y por otro lado, si el plasmido pHERD30T ya se encontraba en el interior

bacteriano, CRISPR-Cas9 se encargaba de eliminarlo.C>

Cas9 expression and
AMR plasmid removal

O

Block of AMR plasmid
uptake

Broad host-range
- conjugative plasmid
pKJKS::csg

Figura 10. En la parte superior se observa como el plasmido pKJKS::csg elimina el plasmido con genes RAM.
En la parte inferior se observa como el plasmido pKJK5::csg impide la entrada de otros plasmidos portadores de
genes RAM.

Estos estudios G439 y otros similares 3% 37-3%) demuestran que los sistemas CRISPR-Cas son

una gran herramienta para resensibilizar las bacterias RAM, eliminando genes de resistencia
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tanto en cromosomas como en plasmidos incluso evitando la adquisicion de los mismos por

transferencia horizontal.

Como principales ventajas puede destacarse la gran efectividad, especificad y adaptabilidad de
estos sistemas para destruir multiples genes RAM, asi como el uso de terapias combinadas
CRISPR-Cas conjunto a antibidticos ya que al eliminar estos genes de resistencia podrian
usarse los antibidticos ya existentes en el mercado para su tratamiento. La principal limitacion
son las vias de entrega para liberar estos sistemas en el interior bacteriano, ya que estas cepas

resistentes suelen tener multiples mecanismos que dificultan esta entrega.

4.1.3 Destruccion directa de las bacterias resistentes a los antibidticos
Otra de las aproximaciones es usar los sistemas CRISPR-Cas como antimicrobianos
especificos capaces de detectar y destruir las cepas RAM. A continuacion se presentan algunos

ejemplos de complejos CRISPR-Cas usados para este fin.

Kiga et al., en el afio 2020 ®% quisieron comprobar la efectividad del complejo CRISPR-
Casl3a vehiculizado por un plasmido como antimicrobiano especifico frente a cepas de E. coli
portadoras del gen blaIMP- que codifica resistencia a carbapenémicos, y que se ubican tanto

en el cromosoma como en plasmidos.

En primer lugar, quisieron probar la eficacia del complejo CRISPR-Cas13a en la destruccion
de esta cepa resistente de E. coli en comparacion con el efecto causado por el complejo
CRISPR-Cas9. Tal y como se observa en la Figura 11, se disefiaron dos plasmidos, pKLC21
y pKLC54, cada uno de los cuales albergaba a CRISPR-Casl3a y CRISPR-Cas9
respectivamente, dirigidos a blaIMP.1. Estos se introdujeron en E. coli portadora de este gen.

Se observo que CRISPR-Casl3a disminuy6 el nimero de bacterias portadoras de blaIMP.i,
tanto en el cromosoma (de 2,6 x 1010 a 2,0 x 108 UFC/ml) como en el plasmido (de 2,3 x

1010 a 8,7 x 106 UFC/ml). Por otra parte, CRISPR-Cas9 redujo el nimero de bacterias
portadoras de blaIMP-i en el cromosoma (de 6,3 x 1010 a 3,6 x 107 UFC/ml) pero no el
plasmido (de 2,8 x 1010 a 2,2 x 1010 UFC/ml).?
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Figura 11. (a) Se prepar6 un diagrama esquematico de transformacion de CRISPR-Cas13a y CRISPR-Cas9 con
orientacion blaIMP-1 en blaIMP-1-expresando E. coli STBL3. (b) E. coli STBL3 expresando blaIMP-1 a partir
de un plasmido (blaIMP-1) transmitido por plasmidos y cromosoma (bla Los transformadores resultantes se
colocaron en una placa LB que contenia kanamicina (Km) para probar la eliminacion bacteriana especifica de la
secuencia por CRISPR-Casl3a y CRISPR-Cas9. Km se utiliz6 para mantener los plasmidos. (¢) Se conto el
nimero de bacterias en la placa obtenidas en el experimento de (b).*”

Los resultados de este trabajo 9 y otros similares “%*) demuestran que los sistemas CRISPR-
Cas son una gran alternativa a los antibidticos convencionales, para funcionar como

antimicrobianos especificos.

Como principales ventajas, puede destacarse la gran efectividad, especificad y adaptabilidad
de estos sistemas para eliminar bacterias RAM, ya que, a diferencia de los antibitticos, los
sistemas CRISPR-Cas solo atacarian estas cepas resistentes, dejando nuestra microbiota
intacta. El principal inconveniente es el mismo que se indico en el apartado 4.1.2, la eficacia
de los vectores empleados para el transporte y liberacion de estos sistemas en el interior

bacteriano, ya que estas cepas resistentes suelen tener multiples mecanismos que lo dificultan.

4.2 Modos de aplicacion de sistemas CRISPR-Cas en las células

En la bibliografia consultada se ha comprobado que existen varios sistemas para transportar y
liberar los complejos CRISPR-Cas en el interior de bacterias resistentes, cada uno de ellos con
sus ventajas y con sus inconvenientes. A continuacion, se describirdn y discutiran los vehiculos

que estan siendo utilizados con esta finalidad: bacteriéfagos, plasmidos y nanoparticulas.

4.2.1 Bacteridfagos
El uso de complejos CRISPR-Cas mediados por bacteriéfagos han surgido como una de las
formas mas empleadas para transportar estos sistemas al interior bacteriano y mejorar su

eficacia.
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Park et al. en 2017 “9 realizaron un experimento en el cual disefiaron un complejo CRISPR-
Cas9 integrado en el genoma del fago ¢SaBov dirigido contra el gen nuc, presente inicamente
en S. aureus, con el fin de comprobar la eficacia de este sistema CRISPR-Cas9 mediado por

bacteriofago como un agente antimicrobiano especifico.

En primer lugar, integraron CRISPR-Cas9 en el genoma de ¢SaBov (¢SaBov/Cas9-nuc) con
la finalidad de eliminar el gen nuc de S. aureus (cepa CTH96). Posteriormente, se inoculd
CTH96pGFP (1 X 105 UFC) en la piel de unos ratones. Tras 6 h aplicaron ¢SaBov/Cas9-nuc
o @SaBov/Cas9-null (bacteridfagos sin secuencia espaciadora). Posteriormentem, como se
muestra en la Figura 12, se obtuvieron los siguientes resultados:las pieles de raton tratadas con
¢SaBov/Cas9-nuc (0,647 UFC/g) tenian un numero de bacterias significativamente menor que
aquellas tratadas con ¢SaBov/Cas9-null (3,333 UFC/g). Tras esto, realizaron una mezcla de
CTH96pGFP y CTH96Anuc (sin gen nuc) para comprobar especificidad de ¢SaBov/Cas9-nuc.
Tras seguir el mismo procedimiento que el comentado anteriormente, se comprob6 que las
pieles tratadas con @SaBov/Cas9-nuc tenian 2,8 UFC/g en contraposicion con las 47,1 UFC/g
en aquellas tratadas con ¢SaBov/Cas9-null. Esto refrenda la hipdtesis de eliminacion especifica

de las bacterias con el gen nuc por parte de pSaBov/Cas9-nuc.*?
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Figura 12. Los lomos de los ratones C57BL/6 se infectaron por via intradérmica con una suspension de (A)
CTH96pGFP (1 x 105 UFC) o (B) una mezcla de CTH96pGFP y CTH96Anuc (1:1, cada uno a 5 x 104 UFC).
Los puntos de datos indican el promedio de mediciones triples en ratones individuales (n = 9).4%

Los bacteriofagos no suelen tener un rango muy amplio de huéspedes a los que infectar. Por

un lado, esto es beneficioso, ya que se puede atacar de forma especifica a la bacteria RAM de
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interés sin afectar las bacterias beneficiosas de nuestro cuerpo, como las presentes en la
microbiota intestinal. No obstante, pequefias mutaciones en estas cepas resistentes pueden
provocar una pérdida parcial o casi total de la eficacia de estos virus a la hora de infectarlas.

La especificidad de los bacteri6fagos viene dada, principalmente, por unas proteinas de la cola.

En el experimento de Park et al.,*” se intentd ampliar el rango de posibles huéspedes de
¢SaBov mediante la adicion del gen que codifica para la proteina Tif del fago ¢11, que tiene
un rango de huéspedes bastante amplio de distintos mutantes de S. aureus, convirtiéndolo en
¢SaBov-pTF11. En la Figura 13 se puede observar que ¢SaBov-pTF1l mejord
significativamente la mortalidad de CRISPR/Cas9 en los linajes ST1, STS, ST8 y ST36 de S.

aureus en comparacion con SaBov.#?
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ST5 ST36 ST8 ST sTist
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$SaBov
-pTF11

[ ¢saBov-Cas9-nuc pTF11

B 10- [] ¢SaBov-Cas9-null
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0._

Log CFU/mL

I ¢SaBov-Cas9-nuc
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Figura 13. Expansion de la especificidad del huésped de pSaBov complementando la proteina de la fibra de la
cola. (A) Para la prueba de mancha de fagos, se inocularon 10 pL de lisados de fagos (de @11, SaBov o ¢SaBov
complementados con la proteina de fibra de cola de @11 (¢SaBov-pTF11) (B) El grafico de barras muestra la

eficacia del sistema CRISPR/Cas9 entregado por ¢SaBov complementado con la proteina de fibra de la cola de
@11.640)
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Es interesante destacar que se han disefiado una gran variedad de formas de encapsular los
bacteriofagos en diferentes materiales tal y como se muestra en la Figura 14 con el fin de

mejorar su proteccion, estabilidad, disponibilidad y adherencia.*?

Liposomes Transferosome

Nanoparticles/
Niosome

Hydrogels

Figura 14. Métodos de encapsulacion de fagos. (En el sentido de las agujas del reloj desde arriba)
Liposomas, transferosomas, niosomas, peliculas, fibras, hidrogeles, nanoemulsiones, y nanoparticulas.“*?

Los liposomas son unas estructuras formadas por un bicapa lipidica, por lo que tiene gran
biocompatibilidad con las membranas celulares y biopeliculas presentes en una gran cantidad
de bacterias RAM, permitiendo una mejor penetracion del bacteriofago al interior

bacteriano.*?

Una alternativa a los liposomas son los transferosomas, los cuales son unos liposomas pero que
contienen detergente ¥ y los niosomas que se componen de surfactantes no idnicos, y otras

moléculas de caracter anfipatico conjunto con el colesterol.>

Otra opcidn interesante es el uso de hidrogeles como método de encapsulacion para
bacteridéfagos. Hidrogeles basados en PolyHIPE/Nanocelulosa han sido usados para encapsular
bacteriofagos T7 y se ha demostrado que han mejorado el transporte de estos virus asi como

ejercer un papel protector.4)

20



De forma similar, se pueden usar peliculas delgadas para encapsular a estos bacteriéfagos. Se
han encapsulado bacteriofagos T4 con una pelicula de policaprolactona (PCL) para eliminar

especificamente E. coli, demostrando una gran eficacia.4”)

Finalmente, se puede hacer una inmovilizacion superficial de los fagos por fibras de diferentes
materiales y por diferentes técnicas. Las principales ventajas de las fibras en comparacion con
otros materiales es la liberacion a medida del fago segun el material seleccionado. Un ejemplo
son las fibras de poliéster de urea (PEU) por electrohilado, que aumentan el rendimiento de los

bacteriofagos.*®)

4.2.2 Plasmidos

Otro de los vehiculos que estd siendo investigado son los pldsmidos. Los plasmidos son
fragmentos de ADN circular extracromosomico que son adquiridos por las bacterias mediante
conjugacion. Son la principal via de adquisicién de genes RAM por transferencia horizontal.
Sin embargo, los plasmidos conjugativos han surgido como una de las vias mas atractivas para
la administracion de sistemas CRISPR-Cas, por su amplio rango de huéspedes, a diferencia de
los bacteriéfagos. Aunque en contraposicion tienen la desventaja de que la tasa de conjugacion

suele ser relativamente baja y, por tanto, el tratamiento tardard mas en hacer efecto.

En el punto 4.1.2 ya se comento un ejemplo de sistema CRISPR-Cas mediado por plasmido, el
cual provocaba la eliminacidon de genes RAM y prevenia la adquisicion de otros plasmidos

portadores de los mismos.G>

Reuter et al. en 2021 @ realizaron un experimento donde emplearon lo que ellos llamaron
plasmidos antibacterianos dirigidos (TAP, del inglés Targeted Antibacterial Plasmids) para
transmitir, mediante conjugacion, genes que codificaban para CRISPR-Cas con el objetivo de

combatir cepas E. coli y otras Enterobacteriaceae.*”

Se disefiaron TAPs dirigidos al gen de resistencia a carbapenémicos blaOXA.4s presente en el
plasmido IncL/M pOXA-48* de E. coli. Se construyd TAP-Cas9-OXA48 para inducir la rotura
de la doble cadena de ADN y TAP-dCas9-OXA48 para inhibir la transcripcion del gen
blaOXA.4s por CRISPR de interferencia (CRISPRi).“”) Como se observa en la Figura 15 la
transferencia de los plasmidos TAP-Cas9-OXA48 y TAP-dCas9-OXA48 en E. coli conllevod

la reduccion en los niveles de resistencia a ampicilina en 4,5 puntos, mientras que TAP-Cas9-
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nsp y TAP-dCas9-nsp (contienen ARNg no especifico para blaOXA-4s) no tuvo ningun

efecto.®)
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Figura 15. TAP vuelve a sensibilizar las células receptoras portadoras de pOXA48 e impide la diseminacion de
la resistencia. (A) Diagrama de la estrategia antirresistencia mediada por TAP (TAP-Cas9-OXA48 y TAP-dCas9-
0OXA48). (B) Histogramas que muestran una reduccion de la resistencia a la ampicilina en las células
transconjugantes después de la adquisicion de TAPkn-Cas9-OXA48, TAPkn-dCas9-OXA48 y TAPkn-Cas9-
0XA48-Peml.*

Tal y como se muestra en la Figura 14 las c¢lulas donantes que llevaban TAP-Cas9-OXA48 o
TAP-dCas9-OXA48 transmitian a otras bacterias el gen blaOXA.4s un 0,2% y 0,12% de los
individuos en cada caso. Sin embargo, estas células receptoras no mostraban resistencia a la
ampicilina. Por ultimo, se quiso comprobar que la presencia de los TAPs en las células impedia
el desarrollo de resistencia a ampicilina aun si adquirieron el plasmido pOXA-48a. Con este

fin, afiadieron una cepa adicional libre de plasmidos (R#2) y se comprob6 aquellas células que
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recibieron TAP-Cas9-nsp o TAP-dCas9-nsp desarrollaron resistencia mientras que aquellas

con TAP-Cas9-OXA48 o TAP-dCas9-OXA48 no.*?
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Figura 16. (C) Histogramas que muestran la frecuencia en que las células donantes adquieren resistencia a la
ampicilina a través de la transferencia de pOXA-48a de los receptores. (D) Los histogramas muestran la frecuencia
de adquisicion de resistencia a la ampicilina a través de la transferencia de pOXA-48a a los receptores con
plasmidos R#2 que ha recibido los TAP.“”

4.2.3 Nanoparticulas

En ultimo lugar, se estan investigando las nanoparticulas como vehiculo para transportar los
sistemas CRISPR-Cas (Figura 17), ya que tienen como principales ventajas su
biocompatibilidad, proteccion, inmunidad mas pequeia y mayor seguridad que la vias por

bacteriofagos.C?

Tao et al. en 2021°Y disefiaron nanoparticulas de oro y protamina (AuNC) para servir de vector
al sistema CRISPR-Cas9 con el objetivo de la inactivacion de oncogenes del virus de la
hepatitis. Los resultados demostraron que AuNC mejora la entrega intracelular de CRISPR-
Cas9, ademas, gracias a las propiedades fluorescentes de AuNC se facilité en gran medida el
seguimiento del experimento. Por ultimo, se confirmo la efectividad del complejo CRISPR-

Cas9/AuNC como tratamiento para eliminar el oncogén E7.65D
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Por otra parte, Suzuki ef al. 2 ese mismo afio realizaron un experimento donde empaquetaron
el sistema CRISPR-Cas/ribonucleoproteina (RNP) en nanoparticulas de lipidos (LNP) por
microfluidica con el fin de inhibir el virus de la hepatitis b. Se demostr6 una eficiencia muy

alta en la destruccion de genes y no mostré muestras significativas de citotoxicidad.®?

Cabe destacar el enfoque utilizado por Kang et al. ¥, que desarrollaron un nanocomplejo
portador de CRISPR-Cas9 (Cr-nanocomplejo). La proteina Cas sufrid6 una modificacion
covalente con polietilenimina ramificada (bPEI), que gracias a su propiedad catidnica
promueve la insercion de polimeros. El objetivo era la destruccion del gen mecA en las cepas
SARM. Se demostré que tenia una gran eficacia penetrando y destruyendo esta cepa

resistente.?)
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Figura 17. Nanoparticulas para la administracion de CRISPR-Cas9. Se utilizan tres tipos diferentes de
nanoparticulas para entregar CRISPR-Cas9: nanoparticulas poliméricas, lipidicas y de oro.!'®

4.3 Limitaciones e inconvenientes del uso de técnicas CRISPR-Cas

Como ocurre con cualquier tecnologia, existen una serie de limitaciones e inconvenientes que
hay que tener en cuenta a la hora de emplear los sistemas CRISPR-Cas para combatir las

bacterias RAM.

Probablemente, la principal limitacion a la hora de usar los sistemas CRISPR-Cas para
combatir la RAM, es el vehiculo empleado para su entrega al interior bacteriano. A lo largo de

este TFG se han mostrados las ventajas e inconvenientes de estos vehiculos como son los
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bacteriofagos,*? los plasmidos * y las nanoparticulas.®” Los principales problemas estan
asociados con la gran especificad de los bacteridfagos, los cuales tienen un estrecho rango de
huéspedes y pueden dejar de reconocer las bacterias objetivo si estas sufren ciertas mutaciones,
asi como la presencia de estos virus suele desencadenar la respuesta inmunitaria bacteriana.“?
Por otra parte, los plasmidos tienen como principal contra la baja tasa de conjugacion
bacteriana.?) Por ultimo, las nanoparticulas no presentan estos inconvenientes, pero ain no

han sido lo suficientemente estudiadas y se necesita més investigacion al respecto.?

Un inconveniente a destacar es la complejidad a la hora de seleccionar el ADN objetivo y
disefiar el ARNg, ya que se requiere de una extensa investigacion previa asi como el uso de
herramientas de sofiware para realizar esta labor lo mas precisa y eficientemente posible.¥
Ya que de lo contrario la precision y eficacia del complejo CRISPR-Cas puede disminuir

significativa o incluso totalmente.

Por tltimo, el efecto toxico de algunas proteinas Cas como Cas9 estds bien documentado,®
lo que puede resultar un inconveniente para el desarrollo de tratamientos basados en esta

tecnologia contra bacterias RAM.
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5. Conclusiones

1.

Los sistemas CRISPR-Cas han demostrado ser eficaces para la deteccion rapida y
precisa de bacterias RAM, tanto aquellas que portan los genes de resistencia en el
cromosoma, como las que los portan en plasmidos.

La resensibilizacion de bacterias esta siendo posible mediante estrategias basadas en
CRISPR-Cas, bien a través de la eliminacion de los genes de resistencia, o evitando la
adquisicion de estos genes por transferencia horizontal. Ademas, estos sistemas
permiten la eliminacion directa las bacterias RAM dejando intacta la microbiota y otras
bacterias beneficiosas.

Los bacteridfagos, plasmidos y nanoparticulas han mostrado resultados prometedores
como vectores para el transporte y administracion de los sistemas CRISPR-Cas al
interior de bacterias RAM. Sin embargo, de todos el ellos, el que tiene mayor potencial
son las nanoparticulas debido a su gran biocompatibilidad y reducida inmunogenicidad.
Algunas proteinas Cas, como la Cas9, se han asociado a efectos citotoxicos. No
obstante, la eleccion del vehiculo correcto puede mitigar en gran medida estos efectos,
paralelamente al refinamiento de la técnica.

Es necesaria una mayor investigacion de los diferentes vectores que pueden emplearse
para transportar y liberar los sistemas CRISPR-Cas en el interior bacteriano. Esta es la
principal limitacion que tienen estos sistemas para combatir la RAM, y por tanto, es
necesario llevar a cabo el perfeccionamiento, refinamiento y estandarizacion de los

vehiculos utilizados.
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Conclusions

1.

CRISPR-Cas systems have demonstrated effectiveness in the rapid and precise
detection of AMR bacteria, whether carrying resistance genes on the chromosome or
on plasmids.

Resensitization of bacteria is being made possible through CRISPR-Cas based
strategies, either by eliminating resistance genes or preventing the acquisition of these
genes through horizontal transfer. Additionally, these systems allow for the direct
elimination of ARM bacteria while preserving the microbiota and other beneficial
bacteria.

Bacteriophages, plasmids, and nanoparticles have shown promising results as vectors
for delivering and administering CRISPR-Cas systems into ARM bacteria. However,
among them, nanoparticles have the highest potential due to their excellent
biocompatibility and reduced immunogenicity.

Some Cas proteins, such as Cas9, have been associated with cytotoxic effects.
However, the selection of the appropriate delivery vehicle can greatly mitigate these
effects, alongside the refinement of the technique.

Further research is needed on the different vectors that can be used to deliver and release
CRISPR-Cas systems into bacterial cells. This is the main limitation these systems face
in combating antibiotic resistance, and therefore, it is necessary to refine, improve, and

standardize the vehicles used.
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