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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 antibióticos efectivos disponibles en 

la práctica clínica, lo que ha llevado a la necesidad de investigar nuevas estrategias para 

combatir la RAM. Entre ellas están los sistemas CRISPR-Cas. En este TFG se planteó realizar 

una revisión bibliográfica para conocer las aproximaciones que se están investigando para 

utilizar los sistemas CRISPR-Cas como antimicrobianos específicos. Estos sistemas están 

mostrando una alta especificidad y efectividad para la detección rápida de las bacterias 

resistentes, la resensibilización de las bacterias y la eliminación directa de las cepas resistentes. 

Además, son varios los vehículos que se están empleando de manera efectiva para la 

administración de estos sistemas al interior bacteriano. La utilización de los sistemas CRISPR-

Cas no está carente de efectos secundarios, y que, como cualquier tecnología, tiene limitaciones 

técnicas. Así, algunas proteínas Cas pueden ser citotóxicas, aunque esto puede ser paliado con 

el vehículo adecuado. Un desafío técnico a superar es la elección del vehículo. En conclusión, 

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

Palabras clave: resistencia a los antibióticos, 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 
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1. Introducción          
1.1 Problemática de la resistencia bacteriana a los antibióticos  
Las bacterias resistentes a los antimicrobianos (RAM) son aquellas que han desarrollado 

mecanismos para neutralizar o mitigar el efecto de estos fármacos disminuyendo así su eficacia 

(Figura 1). Alguno de los mecanismos de resistencia más comunes son la destrucción 

enzimática del antibiótico, siendo el ejemplo más representativo el de las ꞵ-lactamasas, las 

cuales son unas enzimas encargadas de inhabilitar la familia de los ꞵ-lactámicos mediante la 

hidrólisis de su anillo ꞵ-lactámico.(2)  La presencia de bombas de eflujo que expulsan el 

antibiótico hacia el exterior impidiendo de esta forma su acción.(3) Y la formación de 

biopelículas, dificultando que el antibiótico llegue al interior bacteriano y pueda actuar.(4)        

 

 
Figura 1. Descripción general de los mecanismos moleculares de resistencia a los antibióticos.(1) 

 

Una cepa bacteriana puede volverse resistente a los antibióticos por dos vías principalmente: 

mediante mutaciones génicas o mediante la transmisión horizontal de genes de resistencia, 

principalmente a través de  plásmidos mediante el mecanismo de conjugación.(5) 

 

La problemática de las bacterias RAM se remonta a prácticamente desde la introducción del 

primer antibiótico en la práctica clínica a principios del siglo XX, la penicilina. En la década 
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de 1930 se detectaron las primeras cepas de Streptococcus pyogenes resistentes a 

sulfonamidas.(6) Posteriormente, en los años 40, surgieron Staphylococcus aureus (S. aureus) 

resistentes a la penicilina en hospitales en Londres. Los años 60 estuvieron marcados por la 

aparición de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), el primer antibiótico antirresistencia. 

Durante la década de 1980 surgieron los Enterococos resistentes a Vancomicina (ERV). Por 

último, recién iniciado el siglo XXI, se desarrollaron cepas de S. aureus resistentes a 

vancomicina (SARV). (Figura 2) 

 

Figura 2. Cronología que muestra la década en la que llegaron las nuevas clases de antibióticos al mercado. Los 
antibióticos están coloreados según su origen: verde = actinomicetos, azul = otras bacterias, morado = hongos y 
naranja = sintéticos. En la parte inferior de la línea de tiempo se encuentran las fechas clave relacionadas con el 
descubrimiento de antibióticos y la resistencia antimicrobiana, incluidos los primeros informes de cepas 
resistentes a los antibióticos 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 vía 
plásmidos en Enterobacteriaceae.(7)          

 

En la actualidad, la RAM de las bacterias es una de las mayores amenazas para la salud a 

combatir durante los próximos años. Un estudio de 2019 reveló que durante ese año fallecieron 

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



 
 

 

4 

unos 1,27 millones de muertes alrededor de todo el mundo por causas directamente atribuibles 

a bacterias RAM.(8) Las previsiones indican que este problema se agravará en las próximas 

décadas, ya que se estima que para el 2050 morirán alrededor de 10 millones de personas 

anualmente por causas relacionadas con bacterias RAM si se mantiene la misma tendencia.(9) 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó en 2017 una lista de las 12 familias 

bacterianas más peligrosas para la salud humana, y las dividió en tres categorías según la 

urgencia que hay en desarrollar nuevos antibióticos para combatirlas.(10) Las tres categorías 

establecidas por la OMS son: prioridad 1 (CRÍTICA), 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  resistente a cefalosporinas de tercera generación entre otras.(11) 

  

1.2 Estrategias para combatir las bacterias resistentes a los antibióticos 

La conocida como “Edad de Oro” de los antibióticos fue el periodo que abarcó 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 antibióticos de la historia. A partir de entonces, debido al abuso de estos 

fármacos en el ganado y en humanos empezó a aumentar la RAM de forma significativa.(12) 

Paralelamente, en la década de los 90 se detuvo casi por completo el desarrollo de nuevos 

antibióticos.(13) Por todo ello, se están investigando alternativas para combatir las cepas RAM.  

 

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

específica;(14) los bacteriófagos, los cuales son unos virus especializados en infectar 
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bacterias;(15) vacunas para prevenir las infecciones bacterianas;(16) péptidos antimicrobianos 

que destruyen a los microorganismos;(17) y también los sistemas CRISPR-Cas, que al ser 

herramientas de edición genética, permite combatir la resistencia desde múltiples frentes.(18, 19) 

  

1.3 Técnicas CRISPR-Cas: componentes, funcionamiento y aplicaciones   

Las repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas asociadas a 

proteínas Cas o más comúnmente 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 

palindrómicas cortas agrupadas regularmente espaciadas provienen de una sección 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 palindrómicas 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 pequeños fragmentos de ADN (normalmente vírico) de unas 20-58 pb que 

sirven como memoria inmune de infecciones previas, para identificar y combatir con mayor 

eficacia a las mismas. Estás se encuentran entre las repeticiones, y suelen ser secuencias 

distintas.(20, 21)  

 

 

 Figura 3. Esquema de una matriz CRISPR. Se observan a las repeticiones intercaladas por espaciadores.(21) 

 

El sistema CRISPR-Cas tiene dos componentes principales, una proteína encargada de cortar 

el ADN, perteneciente a la familia Cas y una molécula de ARN guía (ARNg), que contiene una 

secuencia complementaria al fragmento de ADN de interés. 

 

La respuesta inmune del complejo CRISPR-Cas comprende tres fases diferentes: adaptación, 

expresión e interferencia (Figura 4). Durante la fase de adaptación, una proteína Cas localiza 

y se une a una secuencia en el ADN objetivo llamada PAM (del inglés Protospacer Adjacent 
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Motive) o motivo adyacente del protoespaciador, de 2-4 pb y provoca una rotura de la doble 

cadena, lo que provoca la liberación 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 adquisición de espaciadores se obtiene a partir de fragmentos 

de ARN por medio de una transcriptasa inversa (RT). A continuación, en la etapa de expresión, 

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 último, en 

la etapa final de interferencia, se usa este ARNcr como ARNg. La proteína Cas se une a la 

secuencia PAM del ADN objetivo (por ejemplo, de un bacteriófago), se desenrolla parte del 

ADN y esto permite al ARNg unirse a su secuencia complementaría en el mismo. 

Posteriormente, la proteína Cas provoca una rotura de la doble cadena.(22) Cabe destacar que 

estas fases difieren según la clase y tipo de sistema CRISPR-Cas que estemos hablando. 

  
Figura 4. Proceso inmunitario de CRISPR-Cas. (Izquierda) Adaptación, expresión (derecha) e interferencia 
(derecha).(21) 

 

Los sistemas CRISPR-Cas se dividen en dos clases diferentes. Los sistemas de Clase 1 tienen 

complejos efectores con múltiples subunidades de proteínas Cas. Por el contrario, los sistemas 

de Clase 2 poseen una única proteína 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 IV; 

mientras que la Clase 2 en los tipos II, V y VI. Los tipos también se dividen en diferentes 

subtipos dependiendo principalmente de la proteína Cas asociada y su modo de actuación.(22)    
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Figura 5. Sistemas CRISPR-Cas de clase 1 y clase 2: características principales, organización modular (a) La 
estructura general de los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 (complejo efector de múltiples proteínas) y clase 2 
(complejo efector de una única proteína). Los genes se muestran como flechas; los genes homólogos se muestran 
con el mismo color. (b) Los principales componentes básicos de los tipos de sistemas CRISPR-Cas. Un asterisco 
indica la supuesta subunidad pequeña (SS) que podría 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.(22) 

 

Los sistemas CRISPR-Cas fueron propuestos como herramientas de edición genética por 

primera vez en 2012 por las ganadoras del Premio Nobel de Química 2020 Emmanuelle 

Charpentier y Jennifer Doudna.(23) Desde entonces, los sistemas CRISPR-Cas han sido 

empleados como una de las tecnologías de edición genética con mayor potencial en la 

actualidad, debido a su adaptabilidad y especificidad. Actualmente tienen una gran cantidad de 

aplicaciones, entre las que encontramos: inactivación de genes, cribado, tratamiento de 

enfermedades celulares, modificación de cultivos, edición de bases y edición multiplexada. En 

los próximos años se prevee que se aprueben múltiples tratamientos de enfermedades de toda 

índole basados en sistemas CRISPR-Cas, incrementar el valor nutricional de los alimentos 
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mediante edición genética basada en CRISPR-Cas, así como aprobar y comercializar el 

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

 

Todas estas son aplicaciones muy fascinantes que pueden significar una auténtica revolución 

en infinitud de campos científicos, no obstante, es importante tener en cuenta que la utilización 

de estas técnicas conllevan importantes consideraciones éticas y de seguridad. A efectos de 

este TFG nos centraremos en las investigaciones que se están llevando a cabo para explorar las 

utilidades de los sistemas CRISPR-Cas  para combatir las bacterias RAM. 

 

 Figura 6. La última década de la tecnología CRISPR se ha centrado en desarrollar plataformas para generar la 
inactivación de genes, crear ratones y otros modelos animales con genes inactivados, realizar tamizajes genéticos 
y realizar edición multiplexada. Las aplicaciones de CRISPR en medicina, agricultura y ganadería ya están 
empezando y serán el enfoque de la próxima década.(24) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

9 

 

2. Objetivos 
2.1 Objetivo general 

Llevar a cabo una revisión bibliográfica para conocer las diferentes aproximaciones que se 

están investigando con la finalidad de usar las técnicas CRISPR-Cas para combatir la 

resistencia a los antibióticos.  

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Describir las diferentes estrategias que se están utilizando para luchar contra las 

bacterias resistentes a los antibióticos empleando los sistemas CRISPR-Cas. 

2.  Analizar los diferentes vehículos utilizados para administrar los sistemas CRISPR-

Cas en las células. 

3.  Presentar los posibles efectos secundarios y riesgos asociados al uso de tecnologías 

CRISPR-Cas para combatir las bacterias resistentes a los antibióticos.   

4. Discutir la efectividad y viabilidad del uso de técnicas CRISPR-Cas, identificando los 

desafíos y obstáculos técnicos que deben superarse para que esta tecnología pueda aplicarse 

con el fin de luchar frente a la resistencia a los antibióticos. 
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3. Metodología 
Para la elaboración del presente Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha realizado una labor de 

investigación y recopilación bibliográfica en bases de datos con gran prestigio y rigor 

científico, con el fin de obtener información lo más veraz y contrastada posible. Las bases de 

datos empleadas han sido: MEDLINE, mediante el motor de búsqueda PubMed, ScienceDirect 

(Elsevier) y Google Académico. También se ha consultado páginas web de organismos 

oficiales como la OMS. Así mismo, se analizaron artículos de reconocidas revistas científicas 

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

 

En primera instancia, se seleccionaron una serie de artículos que constituyeron la base sobre la 

cual se construyó la introducción de este trabajo. Posteriormente, se realizó una búsqueda de 

información orientada a tratar el objetivo general y los objetivos específicos. Se dio prioridad 

a aquellos artículos y otras publicaciones escritos en inglés y español con fechas que abarcan 

desde el 2015 hasta 2023, con la intención de obtener información actualizada. De forma 

excepcional, cuando se consideró necesario obtener información adicional, se consultaron 

artículos anteriores al 2015. Para la búsqueda de los artículos 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 añadirles el uso de 

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

 

Una vez realizadas las búsquedas correspondientes, se evaluó el contenido de dichos artículos 

(títulos, resúmenes, etc) con el fin de identificar, seleccionar y extraer la información que se 

consideró más relevante, únicamente de aquellos artículos directamente relacionados con los 

objetivos planteados en el presente TFG. De forma adicional, se consultó la bibliografía 

presente en aquellos artículos y que no fueron localizados en primera instancia empleando los 

criterios anteriormente expuestos, con el fin de complementar la información. 
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4. Resultados y discusión 
4.1 Uso de Técnicas CRISPR-Cas para combatir bacterias resistentes a los antibióticos 

Las técnicas CRISPR-Cas están siendo investigadas para combatir la resistencia a los 

antibióticos mediante diferentes enfoques: detección rápida de bacterias resistentes 

(funcionando como eficaces detectores), eliminando los genes de resistencia (volviendo a estas 

bacterias sensibles a los antibióticos nuevamente); o provocando la muerte directa de estas 

bacterias mediante la destrucción específica de genes vitales para su supervivencia. A 

continuación, se abordará cada una de estas aproximaciones y se destacarán las principales 

ventajas y desventajas de cada una de ellas. 

 

4.1.1 Detección de bacterias resistentes a los antibióticos  

Un aspecto de vital importancia  para combatir las bacterias RAM es la capacidad de poder 

llevar a cabo una detección rápida y precisa de las  cepas resistentes. En la actualidad, los 

protocolos de detección en hospitales y laboratorios emplean los inmunoensayos y la reacción 

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 continuación, se muestran algunos ejemplos de 

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

 

Quan et al. En 2019 (25) 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 detección multiplexada de genes de 

resistencia a los antibióticos. Esta técnica emplea un conjunto de CRISPR-Cas9 diseñados para 

escindir una secuencia de ADN del tamaño adecuado para la secuenciación con la plataforma 

Ilumina. 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.(25)  

 

En dicho estudio se obtuvieron muestras procedentes de cuatro pacientes positivos en 

infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibióticos (Pacientes A y B: SARM, 

Pacientes C y D: ERV), y todas fueron sometidas a Secuenciación de Nueva Generación (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 comparación con la NGS únicamente. Además, 

en muchas ocasiones la técnica FLASH-NGS fue capaz de detectar genes que la NGS estándar 

no detectó. De esta manera, se concluyó que la técnica FLASH-NGS basada en CRISPR-Cas9 

era más precisa y específica  que la NGS ordinaria.(25)   

 

 
Figura 7. Resultado de la técnica FLASH en muestras respiratorias. Número de lecturas que se alinean con genes 
específicos en experimentos de secuenciación NGS y FLASH-NGS en muestras de líquido 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 
desviación estándar.(25) 

 
Suea-Ngam, Howes, & deMello en 2021 (26) desarrollaron un biosensor electroquímico 

ultrasensible CRISPR-Cas12a que emplea la metalización con plata para detectar, sin 

amplificación previa, el gen mecA, que genera resistencia a la meticilina en cepas SARM 
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(Figura 8). Esta técnica se denominó biosensor electroquímico CRISPR/Cas sin amplificación 

que utiliza metalización con plata (E-Si-CRISPR). Funciona de la siguiente manera: en 

presencia del gen mecA, el complejo CRISPR-Cas12a  lo detecta y realiza una escisión en cis 

(donde la encima Cas corta específicamente el gen objetivo unido al protoespaciador). Esto 

activa la escisión 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 metalización con plata, con el objetivo de mejorar la detección, ya que el grado de deposición 

de plata será proporcional a la cantidad de ADN monocatenario restante, y por ende, a la 

cantidad inicial del gen mecA. La señal electroquímica final se lee mediante voltametría de 

onda cuadrada.(26)      

 
Figura 8.  Esquema de la técnica E-Si-CRISPR. El ADN monocatenario inmovilizado en el electrodo es eliminado 
por Cas12a, sólo en presencia de un gen objetivo. La adición posterior de Ag+ y NaBH4 produce la metalización 
por plata, y se aplica un potencial de -0,5 V, produciendo una señal mínima (resultado positivo en el objetivo). En 
ausencia del gen diana, el ADN monocatenario no se puede eliminar, lo que produce una señal electroquímica 
más alta (resultado negativo en el objetivo).(26) 
 

Como se puede observar en la Figura 9, se observa que la técnica E-Si-CRISPR permite la 

detección del gen mecA con una alta sensibilidad, selectividad y precisión incluso en soluciones 

con bacterias lisadas o múltiples especies y cepas bacterianas (E. coli , E. faecalis , 

Staphylococcus epidermis, S. aureus y SARM).  Por último, se compararon los resultados con 

los obtenidos mediante una PCR estándar, demostrando un rendimiento muy similar.(26) 
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Figura 9. Comparación 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.(26) 

 

Estos estudios (25,26) y otros similares (27,28,29) demuestran que los sistemas CRISPR-Cas tienen 

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

 

Estos sistemas tienen una gran especificad, sensibilidad y rapidez a la hora de detectar genes 

RAM y siendo capaces de detectar múltiples de estos genes simultáneamente. En 

contraposición, son técnicas que requieren una alta cualificación, los costos de su uso pueden 

ser altos debido a ser técnicas aún no muy estandarizadas, requieren de más estudios para su 

validación y optimización, y por último puede ser ineficaz para detectar nuevas variantes RAM. 

 

4.1.2 Eliminación de genes de resistencia  

Una segunda aproximación se centra en la eliminación de los genes que provocan resistencia a 

los antibióticos, para de esta forma resensibilizar a las bacterias nuevamente a los antibióticos. 

Como se comentó en el punto 1.1 del presente TFG, los genes de resistencia a antibióticos se 

pueden localizar tanto en el cromosoma como en  plásmidos. Por tanto, los diferentes enfoques 

para eliminar los genes de resistencia a los antibióticos van a dividirse según el objetivo sea 

destruir  genes presentes en los plásmidos o aquellos presentes en el  cromosoma. 

 

Algunos de los genes RAM que están siendo el foco de muchos estudios son aquellos genes de 

resistencia a betalactámicos como blaNDM,(30) de resistencia a fluoroquinolonas como gyrA,(31) 

resistencia a tetraciclinas como tet(A) (32) y de resistencia a aminoglucósidos como aac(6’).(33) 
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Qiu et al. En 2018 (34) realizaron un experimento basado en CRISPR-Cas9 mediado por 

plásmido para revertir la resistencia a quinolonas provocada por el gen gyrA presente en los 

cromosomas de algunas cepas de E. coli. Comprobaron que tras exponer la cepa S462231L83S 

de E. coli resistente a quinolonas a CRISPR-Cas9, esta sufría una mutación en la posición 249, 

volviéndola sensible a ciprofloxacina y la enrofloxacina, revirtiendo en gran parte su resistencia 

a quinolonas.(34) 

 

Por otra parte, Walker-Sünderhauf et al. (35) en 2023 han diseñado un experimento basado en 

CRISPR-Cas9 para la eliminación del plásmido pHERD30T portador del gen aacC1 que 

codifica resistencia a gentamicina. Eligieron al plásmido pKJK5 como vehículo para 

transportar el complejo CRISPR-Cas9 por su amplio rango de huéspedes y su relativa facilidad 

de propagación. Tal y como la Figura 10 muestra, el plásmido pKJK5::csg (plásmido pKJK5 

recombinado con CRISPR-Cas9) actuaba de dos formas distintas: por un lado, actuaba como 

barrera impidiendo la entrada de plásmidos con genes de resistencia a antibióticos 

(pHERD30T) y por otro lado, si el plásmido pHERD30T ya se encontraba en el interior 

bacteriano, CRISPR-Cas9 se encargaba de eliminarlo.(35)  

 
Figura 10. En la parte superior se observa como el plásmido pKJK5::csg elimina el plásmido con genes RAM. 
En la parte inferior se observa como el plásmido pKJK5::csg impide la entrada de otros plásmidos portadores de 
genes RAM. (35) 

 
Estos estudios (34, 35) y otros similares (36, 37, 38) 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 plásmidos incluso evitando la adquisición de los mismos por 

transferencia horizontal. 

  

Como principales ventajas puede destacarse la gran efectividad, especificad y adaptabilidad de 

estos sistemas para destruir múltiples genes RAM, así como el uso de terapias combinadas 

CRISPR-Cas conjunto a antibióticos ya que al eliminar estos genes de resistencia podrían 

usarse los antibióticos ya existentes en el mercado para su tratamiento. La principal limitación 

son las vías de entrega para liberar estos sistemas en el interior bacteriano, ya que estas cepas 

resistentes suelen tener múltiples mecanismos que dificultan esta entrega. 

 

4.1.3 Destrucción directa de las bacterias resistentes a los antibióticos  

Otra de las aproximaciones es usar los sistemas CRISPR-Cas como antimicrobianos 

específicos capaces de detectar y destruir las cepas RAM. A continuación se presentan algunos 

ejemplos de complejos CRISPR-Cas usados para este fin.  

 

Kiga et al., en el año 2020 (39) quisieron comprobar la efectividad del complejo CRISPR-

Cas13a vehiculizado por un  plásmido como antimicrobiano específico frente a cepas de E. coli 

portadoras del gen blaIMP-1 que codifica resistencia a carbapenémicos, y que se ubican tanto 

en el cromosoma como en plásmidos.(39) 

 

En primer lugar, quisieron probar la eficacia del complejo CRISPR-Cas13a en la destrucción 

de esta cepa resistente de E. coli en comparación con el efecto causado por el complejo 

CRISPR-Cas9. Tal y como se observa en la Figura 11, se diseñaron dos plásmidos, pKLC21 

y pKLC54, cada uno de los cuales albergaba a CRISPR-Cas13a y CRISPR-Cas9 

respectivamente, dirigidos a blaIMP-1. Estos se introdujeron en E. coli portadora de este gen. 

Se observó que CRISPR-Cas13a disminuyó el número de bacterias portadoras de blaIMP-1, 

tanto en el cromosoma (de 2,6 × 1010 a 2,0 × 108 UFC/ml) como en el plásmido (de 2,3 × 

1010 a 8,7 × 106 UFC/ml). Por otra parte, CRISPR-Cas9 redujo el número de bacterias 

portadoras de blaIMP-1 en el cromosoma (de 6,3 × 1010 a 3,6 × 107 UFC/ml) pero no el 

plásmido (de 2,8 × 1010 a 2,2 × 1010 UFC/ml).(39)  
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Figura 11. (a) Se preparó un diagrama esquemático de transformación de CRISPR-Cas13a y CRISPR-Cas9 con 
orientación blaIMP-1 en blaIMP-1-expresando E. coli STBL3. (b) E. coli STBL3 expresando blaIMP-1 a partir 
de un plásmido (blaIMP-1) transmitido por plásmidos y cromosoma (bla Los transformadores resultantes se 
colocaron en una placa LB que contenía kanamicina (Km) para probar la eliminación bacteriana específica de la 
secuencia por CRISPR-Cas13a y CRISPR-Cas9. Km se utilizó para mantener los plásmidos. (c) Se contó el 
número de bacterias en la placa obtenidas en el experimento de (b).(39) 
 
Los resultados de este trabajo (39) y otros similares (40,41) demuestran que los sistemas CRISPR-

Cas son una gran alternativa a los antibióticos convencionales, para funcionar como 

antimicrobianos específicos. 

 

Como principales ventajas, puede destacarse la gran efectividad, especificad y adaptabilidad 

de estos sistemas para eliminar bacterias RAM, ya que, a diferencia de los antibióticos, los 

sistemas CRISPR-Cas solo atacarían estas cepas resistentes, dejando nuestra microbiota 

intacta. El principal inconveniente es el mismo que se indicó en el apartado 4.1.2, la eficacia 

de los vectores empleados para el transporte y liberación de estos sistemas en el interior 

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

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

En la bibliografía 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 continuación, se describirán y discutirán los vehículos 

que están siendo utilizados con esta finalidad: bacteriófagos, plásmidos y nanopartículas. 

4.2.1 Bacteriófagos                                 

El uso de complejos CRISPR-Cas mediados por bacteriófagos han surgido como una de las 

formas más empleadas para transportar estos sistemas al interior bacteriano y mejorar su 

eficacia.   
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Park et al. en 2017 (40) realizaron un experimento en el cual diseñaron un complejo CRISPR-

Cas9 integrado en el genoma del fago φSaBov dirigido contra el gen nuc, presente únicamente 

en S. aureus, con el fin de comprobar la eficacia de este sistema CRISPR-Cas9 mediado por 

bacteriófago como un agente antimicrobiano específico.  

En primer lugar, integraron CRISPR-Cas9 en el genoma de φSaBov (φSaBov/Cas9-nuc) con 

la finalidad de eliminar el gen nuc de S. aureus (cepa CTH96). Posteriormente, se inoculó 

CTH96pGFP (1 X 105 UFC) en la piel de unos ratones. Tras 6 h aplicaron φSaBov/Cas9-nuc 

o φSaBov/Cas9-null (bacteriófagos sin secuencia espaciadora). Posteriormentem, como se 

muestra en la Figura 12, se obtuvieron los siguientes resultados:las pieles de ratón tratadas con 

φSaBov/Cas9-nuc (0,647 UFC/g) tenían un número de bacterias significativamente menor que 

aquellas tratadas con φSaBov/Cas9-null (3,333 UFC/g).  Tras esto, realizaron una mezcla de 

CTH96pGFP y CTH96Δnuc (sin gen nuc) para comprobar especificidad de φSaBov/Cas9-nuc. 

Tras seguir el mismo procedimiento que el comentado anteriormente, se comprobó que las 

pieles tratadas con φSaBov/Cas9-nuc tenían 2,8 UFC/g en contraposición con las 47,1 UFC/g 

en aquellas tratadas con φSaBov/Cas9-null. Esto refrenda la hipótesis de eliminación específica 

de las bacterias con el gen nuc por parte de φSaBov/Cas9-nuc.(40)  

 

Figura 12. Los lomos de los ratones C57BL/6 se infectaron por vía intradérmica con una suspensión de (A) 
CTH96pGFP (1 × 105 UFC) o (B) una mezcla de CTH96pGFP y CTH96Δnuc (1:1, cada uno a 5 × 104 UFC). 
Los puntos de datos indican el promedio de mediciones triples en ratones individuales (n = 9).(40) 

Los bacteriófagos 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 específica 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, pequeñas 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 bacteriófagos viene dada, principalmente, por unas proteínas de la cola.  

En el experimento de Park et al.,(40) se intentó ampliar el rango de posibles huéspedes de 

φSaBov mediante la adición del gen que codifica para la proteina Tif del fago ϕ11, que tiene 

un rango de huéspedes bastante amplio de distintos mutantes de S. aureus, convirtiéndolo en 

φSaBov-pTF11. En la Figura 13 se puede observar que φSaBov-pTF11 mejoró 

significativamente la mortalidad de CRISPR/Cas9 en los linajes ST1, ST5, ST8 y ST36 de S. 

aureus en comparación con φSaBov.(40)  

 

Figura 13. Expansión de la especificidad del huésped de φSaBov complementando la proteína de la fibra de la 
cola. (A) Para la prueba de mancha de fagos, se inocularon 10 μL de lisados de fagos (de φ11, φSaBov o φSaBov 
complementados con la proteína de fibra de cola de φ11 (φSaBov-pTF11) (B) El gráfico de barras muestra la 
eficacia del sistema CRISPR/Cas9 entregado por φSaBov complementado con la proteína de fibra de la cola de 
φ11.(40 ) 
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Es interesante destacar que se han diseñado una gran variedad de formas de encapsular los 

bacteriófagos en diferentes materiales tal y como se muestra en la Figura 14 con el fin de 

mejorar su protección, estabilidad, disponibilidad y adherencia.(42)  

 

Figura 14. Métodos de encapsulación de fagos. (En el sentido de las agujas del reloj desde arriba) 
Liposomas, transferosomas, niosomas, películas, fibras, hidrogeles, nanoemulsiones, y nanopartículas.(42) 

Los liposomas son unas estructuras formadas por un bicapa lipídica, por lo que tiene gran 

biocompatibilidad con las membranas celulares y biopelículas presentes en una gran cantidad 

de bacterias RAM, permitiendo una mejor penetración del bacteriófago al interior 

bacteriano.(43) 

Una alternativa a los liposomas son los transferosomas, los cuales son unos liposomas pero que 

contienen detergente (44) y los niosomas que se componen de surfactantes no iónicos, y otras 

moléculas de carácter anfipático conjunto con el colesterol.(45)   

Otra opción interesante es el uso de hidrogeles como método de encapsulación para 

bacteriófagos. Hidrogeles basados en PolyHIPE/Nanocelulosa han sido usados para encapsular 

bacteriófagos T7 y se ha demostrado que han mejorado el transporte de estos virus así como 

ejercer un papel protector.(46) 
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De forma similar, se pueden usar películas delgadas para encapsular a estos bacteriófagos. Se 

han encapsulado bacteriófagos T4 con una película de policaprolactona (PCL) para eliminar 

específicamente E. coli, demostrando una gran eficacia.(47) 

Finalmente, se puede hacer una inmovilización superficial de los fagos por fibras de diferentes 

materiales y por diferentes técnicas. Las principales ventajas de las fibras en comparación con 

otros materiales es la liberación a medida del fago según el material seleccionado. Un ejemplo 

son las fibras de poliéster de urea (PEU) por electrohilado, que aumentan el rendimiento de los 

bacteriófagos.(48) 

4.2.2 Plásmidos                           

Otro de los vehículos que está siendo investigado son los plásmidos. Los plásmidos son 

fragmentos de ADN circular extracromosómico que son adquiridos por las bacterias mediante 

conjugación. Son la principal vía de adquisición de genes RAM por transferencia horizontal. 

Sin embargo, los plásmidos conjugativos han surgido como una de las vías más atractivas para 

la administración de sistemas CRISPR-Cas, por su amplio rango de huéspedes, a diferencia de 

los bacteriófagos. Aunque en contraposición tienen la desventaja de que la tasa de conjugación 

suele ser relativamente baja y, por tanto, el tratamiento tardará más en hacer efecto.                         

En el punto 4.1.2 ya se comentó un ejemplo de sistema CRISPR-Cas mediado por plásmido, el 

cual provocaba la eliminación de genes RAM y prevenía la adquisición de otros plásmidos 

portadores de los mismos.(35) 

Reuter et al. en 2021 (49) realizaron un experimento donde emplearon lo que ellos llamaron 

plásmidos antibacterianos dirigidos (TAP, del inglés  Targeted Antibacterial Plasmids) para 

transmitir, mediante conjugación, genes que codificaban para CRISPR-Cas con el objetivo de 

combatir cepas E. coli y otras Enterobacteriaceae.(49) 

Se diseñaron TAPs dirigidos al gen de resistencia a carbapenémicos blaOXA-48  presente en el 

plásmido IncL/M pOXA-48ª de E. coli. Se construyó TAP-Cas9-OXA48 para inducir la rotura 

de la doble cadena de ADN y TAP-dCas9-OXA48 para inhibir la transcripción del gen   

blaOXA-48 por CRISPR de interferencia (CRISPRi).(49) Como se observa en la Figura 15 la 

transferencia de los plásmidos TAP-Cas9-OXA48 y TAP-dCas9-OXA48 en E. coli conllevó 

la reducción 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 específico para blaOXA-48) no tuvo ningún 

efecto.(49)  

 

 

Figura 15. TAP vuelve a sensibilizar las células receptoras portadoras de pOXA48 e impide la diseminación de 
la resistencia. (A) Diagrama de la estrategia antirresistencia mediada por TAP (TAP-Cas9-OXA48 y TAP-dCas9-
OXA48). (B) Histogramas que muestran una reducción de la resistencia a la ampicilina en las células 
transconjugantes después de la adquisición de TAPkn-Cas9-OXA48, TAPkn-dCas9-OXA48 y TAPkn-Cas9-
OXA48-PemI.(49)   

Tal y como se muestra en la Figura 14 las células donantes que llevaban TAP-Cas9-OXA48 o 

TAP-dCas9-OXA48 transmitían a otras bacterias el gen  blaOXA-48  un 0,2% y 0,12% de los 

individuos en cada caso. Sin embargo, estas células receptoras no mostraban resistencia a la 

ampicilina. Por último, se quiso comprobar que la presencia de los TAPs en las células impedía 

el desarrollo de resistencia a ampicilina aún si adquirieron el plásmido pOXA-48a. Con este 

fin, añadieron una cepa adicional libre de plásmidos (R#2) y se comprobó 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.(49)  

 

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 adquisición de resistencia a la ampicilina a través de la transferencia de pOXA-48a a los receptores con 
plásmidos R#2 que ha recibido los TAP.(49)   

4.2.3 Nanopartículas                                       

En último lugar, se están investigando las nanopartículas como vehículo para transportar los 

sistemas CRISPR-Cas (Figura 17), ya que tienen como principales ventajas su 

biocompatibilidad, protección, inmunidad más pequeña y mayor seguridad que la vías por 

bacteriófagos.(50)  

Tao et al. en 2021(51) diseñaron nanoparticulas de oro y protamina (AuNC) para servir de vector 

al sistema CRISPR-Cas9 con el objetivo de la inactivación de oncogenes del virus de la 

hepatitis. Los resultados demostraron que AuNC mejora la entrega intracelular de CRISPR-

Cas9, además, gracias a las propiedades fluorescentes de AuNC se facilitó en gran medida el 

seguimiento del experimento. Por último, se confirmó la efectividad del complejo CRISPR-

Cas9/AuNC como tratamiento para eliminar el oncogén E7.(51) 
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Por otra parte, Suzuki et al. (52) ese mismo año realizaron un experimento donde empaquetaron 

el sistema CRISPR-Cas/ribonucleoproteína (RNP) en nanopartículas de lípidos (LNP) por 

microfluídica con el fin de inhibir el virus de la hepatítis b. Se demostró una eficiencia muy 

alta en la destrucción de genes y no mostró muestras significativas de citotoxicidad.(52) 

Cabe destacar el enfoque utilizado por Kang et al. (53), que desarrollaron un nanocomplejo 

portador de CRISPR-Cas9 (Cr-nanocomplejo). La proteina Cas sufrió una modificación 

covalente con polietilenimina ramificada (bPEI), que gracias a su propiedad catiónica 

promueve la inserción de polímeros. El objetivo era la destrucción del gen mecA en las cepas 

SARM. Se demostró que tenía una gran eficacia penetrando y destruyendo esta cepa 

resistente.(53) 

 

Figura 17. Nanopartículas para la administración de CRISPR-Cas9. Se utilizan tres tipos diferentes de 
nanopartículas para entregar CRISPR-Cas9: nanopartículas poliméricas, lipídicas y de oro.(18) 

4.3 Limitaciones e inconvenientes del uso de técnicas CRISPR-Cas 

Como ocurre con cualquier tecnología, 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 limitación a la hora de usar los sistemas CRISPR-Cas para 

combatir la RAM, es el vehículo empleado para su entrega al interior bacteriano. A lo largo de 

este TFG se han mostrados las ventajas e inconvenientes de estos vehículos como son los 
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bacteriófagos,(40) los plásmidos (49) y las nanopartículas.(50) Los principales problemas están 

asociados con la gran especificad de los bacteriófagos, los cuales tienen un estrecho rango de 

huéspedes y pueden dejar de reconocer las bacterias objetivo si estas sufren ciertas mutaciones, 

así como la presencia de estos virus suele desencadenar la respuesta inmunitaria bacteriana.(40) 

Por otra parte, los  plásmidos tienen como principal contra la baja tasa de conjugación 

bacteriana.(49) Por último, las nanopartículas no presentan estos inconvenientes, pero aún no 

han sido lo suficientemente estudiadas y se necesita más investigación al respecto.(50)   

Un inconveniente a destacar es la complejidad a la hora de seleccionar el ADN objetivo y 

diseñar el ARNg, ya que se requiere de una extensa investigación previa así como el uso de 

herramientas de software para realizar esta labor lo más precisa y eficientemente posible.(54) 

Ya que de lo contrario la precisión y eficacia del complejo CRISPR-Cas puede disminuir 

significativa o incluso totalmente. 

Por último, el efecto tóxico de algunas proteínas Cas como Cas9 estás bien documentado,(55) 

lo que puede resultar un inconveniente para el desarrollo de tratamientos basados en esta 

tecnología contra bacterias RAM. 
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5. Conclusiones 
1. Los sistemas CRISPR-Cas han demostrado ser eficaces para la detección rápida y 

precisa de bacterias RAM, tanto aquellas que portan los genes de resistencia en el 

cromosoma, como las que los portan en plásmidos. 

2. La resensibilización de bacterias está siendo posible mediante estrategias basadas en 

CRISPR-Cas, bien a través de la eliminación de los genes de resistencia, o evitando la 

adquisición de estos genes por transferencia horizontal. Además, estos sistemas 

permiten la eliminación directa las bacterias RAM dejando intacta la microbiota y otras 

bacterias beneficiosas. 

3. Los bacteriófagos, plásmidos y nanopartículas han mostrado resultados prometedores 

como vectores para el transporte y administración de los sistemas CRISPR-Cas al 

interior de bacterias RAM. Sin embargo, de todos el ellos, el que tiene mayor potencial 

son las nanopartículas debido a su gran biocompatibilidad y reducida inmunogenicidad. 

4. Algunas proteínas Cas, como la Cas9, se han asociado a efectos citotóxicos. No 

obstante, la elección del vehículo correcto puede mitigar en gran medida estos efectos, 

paralelamente al refinamiento de la técnica. 

5. Es necesaria una mayor investigación de los diferentes vectores que pueden emplearse 

para transportar y liberar los sistemas CRISPR-Cas en el interior bacteriano. Esta es la 

principal limitación que tienen estos sistemas para combatir la RAM, y por tanto, es 

necesario llevar a cabo el perfeccionamiento, refinamiento y estandarización de los 

vehículos 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. 

2. 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. 

3. 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. 

4. 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. 

5. 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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