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RESUMEN

Esta revision bibliografica integra informacion de publicaciones centradas en la aplicacion de sistemas basados en CRISPR-
CAS para el tratamiento de infecciones bacterianas resistentes a antibiéticos. Ademas, indaga acerca de las aplicaciones
de estas técnicas para eliminar genes de resistencia a los antimicrobianos, genes de virulencia y plasmidos bacterianos.
Los estudios citados indican que el sistema CRISPR-CAS es capaz de editar genes de patogenicidad, de resistencia antimi-
crobiana o eliminar bacterias de manera selectiva sin afectar el microbiota. Esto demuestra que CRISPR-CAS es viable para
tratar infecciones bacterianas a nivel extracelular incluso para aquellas bacterias que son resistentes a los antimicrobianos
de alto espectro e infecciones intracelulares en menor medida.
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ABSTRACT

This literature review integrates information from publications focused on the application of CRISPR-CAS-based systems for
the treatment of antibiotic-resistant bacterial infections. In addition, its inquiries about the applications of these techniques
to eliminate antimicrobial resistance genes, virulence genes and bacterial plasmids. The cited studies indicate that the
CRISPR-CAS system is capable of editing pathogenicity genes, antimicrobial resistance genes or selectively eliminating
bacteria without affecting the microbiota. This demonstrates that CRISPR-CAS is viable for treating bacterial infections at the
extracellular level even for those bacteria that are resistant to high-spectrum antimicrobials and intracellular infections to a
lesser extent.
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INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas son consideradas de gran
importancia sanitaria a nivel mundial por su potencial de
causar altos indices de mortalidad y morbilidad. De he-
cho, se estima que las infecciones bacterianas son las
causantes de aproximadamente 16 millones de muertes
anuales. (Jiang et al. 2019).

A partir de 1928, afio en que se descubre la actividad
antimicrobiana de ciertos compuestos, los antibiéticos
han ayudado a contrarrestar las infecciones bacterianas,
salvando numerosas vidas. Sin embargo, con el paso de
los afios los efectos bactericidas de los antibidticos han
perdido su eficacia ante las bacterias dado a que estos
patdégenos poseen la capacidad para adaptarse rapida-
mente al medio y sobrevivir. Existen distintos procesos
biolégicos que invalidan la actividad de los antibidticos,
como son: los mecanismos internos propios de las bac-
terias, la transferencia de sus plasmidos bacterianos (in-
tercambio de genes) y las mutaciones que ocurren en los
cromosomas de estos microorganismos (Peterson & Kaur,
2018). Estos procesos o0 mecanismos de resistencia per-
miten que las bacterias alteren su estructura para evitar
que un antibidtico ingrese a su medio interno, modifiquen
la molécula diana a nivel genético o postranscripcional
y/o creen enzimas para romper el antimicrobiano.

Los factores que influyen para que las bacterias desa-
rrollen resistencia a los antibidticos y que estimulan su
expansion son: la resistencia natural asociada a sus
cualidades estructurales, la ingesta desordenada y des-
controlada de antimicrobianos, la aplicacion de antibidti-
cos como estimuladores de crecimiento en animales de
granja, inmigracion humana, liberacion de compuestos
antimicrobianos al medio ambiente, entre otros. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2016), la resis-
tencia a los antibidticos (RAM por sus siglas en inglés)
forma parte de las primeras 10 amenazas de salud publi-
ca que enfrenta la humanidad. Las bacterias resistentes
y multirresistentes pueden causar infecciones graves que
pueden complicarse hasta causar la muerte del pacien-
te. Las personas mas vulnerables a estas infecciones son
los pacientes inmunodeprimidos, los recién nacidos, las
personas de la tercera edad y los pacientes con enferme-
dades graves.

Para enfrentar la resistencia a antimicrobianos se ha im-
plementado sistemas de vigilancia y monitoreo de pato-
genos y sus mecanismos de resistencia, se han lanza-
do campanfas para restringir el consumo innecesario de
estos farmacos, se han mejorado las practicas de pro-
duccién animal, restringiendo el uso de antibidticos para
su crecimiento (Marston et al, 2016). En los ultimos afios

sobresale el uso de herramientas genéticas enfocadas
en controlar las bacterias resistentes a antibidticos. Una
de estas herramientas se basa en el uso de CRISPR-CAS
(por sus siglas en inglés), el cual es un sistema basado
en repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regu-
larmente interespaciadas. Este se desarrolld6 como una
forma de inmunidad adaptativa en ciertas bacterias, el
cual les sirve para combatir virus (bacteriéfagos o fagos)
que las invaden (Cho et al. 2018). Para esto, las bacterias
incorporan material genético viral en una zona especifica
de su genoma y en caso de existir la presencia del virus
atacante en una siguiente ocasion, se produce un ARN
guia el cual se encarga de reconocer el material genéti-
co viral y por accién enzimatica se genera la ruptura del
genoma viral. Actualmente, este principio se ha usado
para manipular molecularmente genes de interés en la-
boratorio lo cual ha generada gran variedad de aplica-
ciones, entre estas esta lucha en contra de la resistencia
bacteriana.

En la presente revision bibliogréfica se recopila informa-
cion de estudios enfocados en uso del sistema CRISPR-
CAS en el tratamiento de infecciones bacterianas resis-
tentes a antibidticos y su aplicacion para la eliminacion
genes resistentes a los antimicrobianos, genes de virulen-
ciay plasmidos bacterianos.

MATERIALES Y METODOS

La recoleccion de datos se realizd mediante la busqueda
en las bases de datos Google Académico, Pubmed, Web
of Sciencey Elsevier. Se seleccionaron articulos cientificos
publicados entre 2009 y 2021. Los criterios de busqueda
utilizados fueron “bacteria deseases”, “crispr as antimi-
crobial”, and “vectors for crispr”’. Bajo estos detalles, la
busqueda arroj6 un total de 250 articulos publicados en
inglés, de los cuales se revisaron 53 articulos cientificos.
Los trabajos seleccionados estan relacionados con las
infecciones bacterianas, el uso de las herramientas de
edicion genética CRISPR, antibidticos y vectores para el
transporte de CRISPR al interior de una bacteria.

RESULTADOS

Antibidticos y resistencia

Durante décadas, los antibidticos han sido los agentes
antibacterianos mas usados, sin embargo, su aparicion
trajo consigo la resistencia a los mismos. La capacidad
que tienen las bacterias para adaptarse al medio que las
rodea de una manera rapida y eficaz, ha generado que
la humanidad se enfrente a un grave problema sanitario
causado por infecciones que se creian controladas con el
descubrimiento y desarrollo de los antimicrobianos. Hoy
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en dia las bacterias generan resistencia a una gran varie-
dad de antibidticos, incluso a los mas eficaces y fuertes
como la vancomicina y colistina (Arcilla et al. 2016). En
la tabla 1 se resume informacion acerca de las especies
de bacterias y la resistencia que estas han generado a lo
largo de los afios.

Tabla 1. Principales bacterias con sus genes de resisten-

cia a antibioticos.

Rinfanpicina rpoB
Vancomicina vanA
Staphylococcus aureus | Fosfomicina GlpT
Lisocina menA
Daptomicina pgsA
Triclosan gyrA

Salmonella entérica

Fluoroquinolo-
nas

gyrA, gyrB, parC

Fluoroquinilo-

Bacteria Resistencia Gen Shigella sonni nas gyrA
Bacillus cereus B-Lactamicos cytk, entFM, ces Macrolidos 23S ARN
Campylobacter jejuni Cloranfenicol CAT Streptococcus pneumo- | Amoxicilina PBP1a, PBP2b
Citrobacter freundi B-Lactamicos ampC niae Fluoroquinolo- oarC
cl dium difficil Cloranfenicol tet44, catD nas
ostridium difficile Vancomicina vanGCD Sterseptococous PYOZe- | suifamidas folp
o , Clor,anfe,mcm 4401 Uso de CRISPR-CAS en infecciones bacterianas extrace-
Clostridium perfringens | Bacitracina ICECpl lulares
Lincomicina tISCpe8
Fluoroquinilo- | aac-(6’)-1b-cr, CRISPR-CAS
nas gnrB, anrS Actualmente, el uso de herramientas moleculares ha per-
Escherichia coli B-Lactamicos | ampC mitido aislar y manipular el sistema CRISPR-CAS para
Sulfamidas sul utilizarlo como una herramienta de edicién genética con
Colistina Mcr-2 miras a tratar y/o combatir enfermedades e infecciones
Enterococcus faecium | Daptomicina iaR causada_s por bact.e‘rias (Lee et_ al. 2014). Esto es posi-
- - — ble gracias a la facilidad que existe para crear nucleasas
Ejgnn;gghnus parain- Egtéoroqumllo- gyrA, parC programables guiadas por ARN y dirigirlas con gran pre-
— cision hacia una secuencia especifica. Existen diferentes
-lF;ri?;?nciICCilr!r;a EHB tipos de CRISPR-CAS, no obstante, el tipo | y Il son los
Cefalosporina | RND mas usados para eliminar bacterias de una forma muy
Klebsiella pneumoniae | Fenicol RND selectiva. Estos pueden llegar y editar secuencias de los
Triclosan RND genes de resistencia a antibiéticos, genes de virulencia o
Fluoroquinilona | RND genes contenidos en plasmidos (Hidalgo-Cantabrana, et
Colistina Mcr 1-5 al. 2019). Esta técnica se ha aplicado tanto in vitro como
Etambutol embB in vivo consiguiendo una alta efectividad a la hora de eli-
Myveobacterium  tuber. | Fosformicina A minar baoter.ias. Por ejemplo, en un estudio se infec_té y se
cuylosis p—— tratd a la polilla Galleria mellonella 1a cual fue previamen-
soniazida ndh te infectada con E. coli (Fuente-Nufez et al. 2017). De la
Rifampicina rpoC misma manera, se realizado una infeccion in vitro a un ra-
Azitromicina 23S ARN tén con S. aureus para posteriormente usar CRISPR-CAS
. Sulfamidas folp como tratamiento antimicrobiano. En ambos estudios, se
Nesseria gonorrhoeae — consiguié eliminar a las bacterias patégenas, las cuales
Fluoroquinilo- . . . . .
nas gyrA contenian genes de patogenicidad y de resistencia a anti-
Fluoroquinilo- blétlcqs. Ademés_, Ia_e||m|na0|én fu_e puntual y de manera
nas park, gyrA selectiva, es decir, sin afectar la microbiota del huésped.
Pseudomona aerugino- | Imipenem Opr Autores como Gomaa et al. (2014) contribuyeron a esta
sa PA1199, PA1980,| Propuesta, aplicando CRISPR-CAS como antimicrobiano
Colistina PA2583, PA5447, en cultivos in vitro puros y mixtos y eliminando selectiva-
PA5548 mente cepas especificas de E.coli y S. enterica (Strich &
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Chertow, 2019). Ademas, los autores Dong et al. demos-
traron que se puede utilizar CRISPR-CAS en E. coli para
eliminar plasmidos resistentes a cloranfenicol.

Auto direccionamiento con CRISPR

El auto direccionamiento en el hospedador es un meca-
nismo enzimatico, en el cual la actividad de CRISPR-CAS
destruye el genoma del hospedador y eventualmente el
genoma del fago que lo ataca. Este se ha desarrollado de
manera natural, de hecho, se han registrado aproxima-
damente 330 especies de bacterias que lo llevan a cabo
(Stern et al. 2010).

Se cree que este fendmeno se da por que se registran
secuencias de ADN de la célula huésped en la matriz de
su sistema CRISPR-CAS, induciendo a la destruccion de
manera accidental (Stern et al. 2010). En base a este prin-
cipio, se puede introducir secuencias propias del hospe-
dador en su sistema CRISPR, lo cual puede lograr la eli-
minaciéon de una gran cantidad de bacterias de manera
controlada, incluso, con un solo espaciador. Tao Gong et
al. utilizaron CRISPR-CAS para introducir secuencias de
auto direccionamiento del gen de glucosiltransferasas del
S. mutans, los cuales producen caries dental. El objetivo
fue introducir mutaciones dentro del genoma de este mi-
croorganismo para cortar su locus de virulencia, y de esta
manera inhibir su habilidad para formar las biopeliculas
dentarias y con esto prevenir las caries (38).

Fagos como vectores de CRISPR-CAS

Los bacteridfagos son virus que infectan bacterias pero
son inofensivos para los humanos, animales y plantas
(Gong et al. 2018). A estos virus se los conoce como
Caudovirales entre los cuales se encuentran familias de
Myoviridae, Siphoviridae and Podoviridae (Malik et al.
2017). Estos fagos pueden funcionar como vectores de
secuencias genéticas o herramientas moleculares que
permitan controlar poblaciones bacterianas. Los fagos
que se utilizan para introducir material genético deben
tener especificidad por las bacterias objetivo y capaci-
dad para eliminarlas. La terapia con bacteriéfagos es una
alternativa cuando se trata infecciones por bacterias re-
sistentes a antibidticos

Para esto, el vector viral se puede encapsular, median-
te técnicas de ensamblaje estandar in vitro. Los genes
diana se introducen a través de la capside del fago o di-
rectamente en ADN del fago, posteriormente este inyec-
tara dicho material genético en el interior de la bacteria 'y
los espaciadores se registraran en la matriz del sistema
CRISPR-CAS (Reina & Reina, 2018). Una vez integrado, €l
sistema CRISPR-CAS corta el genoma en el loci indicado,
destruyendo el material genético y con esto a la bacteria.

Es naturaleza que ciertos fagos tengan enzimas en su es-
tructura que degraden polisacaridos presentes en la pa-
red celular de las bacterias, lo cual destruye las biopelicu-
las creadas por estos microorganismos (Cornelissen et al.
2011). Un ejemplo de este procedimiento se reporté por
Bikard et al., quienes utilizaron un bacteriéfago para direc-
cionar y eliminar genes de virulencia y plasmidos conte-
niendo genes de resistencia a los antibidticos en S. aureus.
Como resultado se observod la disminucion de la infec-
cion por esta bacteria en la piel de ratones de laboratorio.
Este método se implementd para introducir el complejo
CAS9-ARN guia y suprimir el gen eae de la E. coli entero
hemorréagica. Este es un gen de virulencia que le permite
al patégeno adherirse al epitelio intestinal.

Otros estudios reportaron el uso de fagos temperados
para introducir el sistema CRISPR-CAS en E. coli. Este
sistema fue desarrollado para eliminar Unicamente los
plasmidos que codifican para la resistencia a B-lactami-
cos y cefotaxima. Como resultado, se consiguio la elimi-
nacion de los genes de resistencia pero no se elimind la
bacteria, ademas que el sistema le otorgd inmunidad ante
fagos liticos (Strich & Chertow, 2019)

Uso de CRISPR-CAS en infecciones bacterianos intrace-
lulares

La evidencia cientifica plantea que es posible producir
un auto ensamblaje del fago con el sistema CRISPR-CAS
dentro estructuras no virales como: silice o lipidos vy lle-
gar hasta el interior tanto de la célula huésped como la
bacteria invasora. Para esto, los bacteriéfagos son en-
capsulados a base de silice, lo cual les permite evadir
la respuesta inmunitaria del huésped sin perder ningu-
na funcion bioldgica. Esta técnica permite traspasar las
2 capas celulares (huésped y bacteria) y tratar infeccio-
nes bacterianas intracelulares como las causadas por B.
pseudomallei.

Otra aplicacion es la encapsulacion de fagos en lipo-
somas. Los liposomas son nanoparticulas lipidicas muy
simples, las cuales son usadas como vehiculos para lle-
var farmacos, antibiéticos, vacunas, entre otros. En este
caso, los liposomas son usados para encapsular un con-
junto de fagos previamente modificados. Esta técnica es
viable teniendo en cuenta las caracteristicas quimicas de
los liposomas asi como su estabilidad, propiedades far-
macocinéticas y su facilidad para atravesar las membra-
nas celulares (Bozzuto & Molinari, 2015).

DISCUSION

Esta revision bibliografica describe la aplicacion del sis-
tema CRISPR-CAS para tratar infecciones bacterianas re-
sistentes a antibiodticos y su aplicacion para la eliminacion
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genes resistentes a los antimicrobianos, genes de virulen-
ciay plasmidos bacterianos.

Si se compara los antimicrobianos de hace décadas con
los de hoy en dia son los mismos, sin embargo, las bac-
terias no lo son, ya que no poseen las mismas caracte-
risticas, debido a que han evolucionado para adaptarse
y contrarrestar 1o0s mecanismos de accién de un gran
numero de antibidticos (Peterson & Kaur, 2018). En otras
palabras, esto vuelve inocuos a los antimicrobianos para
las bacterias volviendo al inicio del problema de las enfer-
medades bacterianas. La evidencia cientifica demuestra
que se puede manipular el sistema CRISPR desarrollado
por las bacterias, como una herramienta de edicién ge-
nética y enfrentar la gran problematica de la resistencia
a antibidticos incluso prevenir y tartar enfermedades cau-
sadas por bacterias, incluso si una bacteria en particular
no posee en sistema CRISPR se podria inocular en con-
junto con el ARNguia para producir cortes en su genoma
ya sea para eliminar o inactivar genes de dicho patdégeno
(Bikard & Barrangou, 2017). Los autores Bikard y Greene
coinciden que su aplicacion es viable gracias a la faci-
lidad que hay para crear ARN que guian a la caspasa
hacia un punto de corte especifico (Greene, 2018). Con
esto se puede manipular estas herramientas para elimi-
nar cualquier tipo de bacteria extracelular que se tenga
Su secuencia genética. En el caso de bacterias que son
parte de la microbiota y que su eliminacion tendria conse-
cuencias negativas, se puede utilizar CRISPR-CAS para
eliminar o silenciar sus genes de virulencia o plasmidos
bacterianos convirtiendo al microorganismo inofensivo
para el huésped pero manteniendo la microbiota intac-
ta. En este punto es importante remarcar un beneficio de
CRISPR como tratamiento antibacteriano, ya que, a dife-
rencias de los antibidticos farmacolégicos que eliminan a
todas las bacterias por igual (Calvo & Martinez-Martinez,
2009) CRISPR-CAS puede ser disefiado para ser alta-
mente selectivo y que no afecta bacterias beneficiosas.

Para introducir el complejo CRISPR o ARN guias al inte-
rior de una bacteria se puede utilizar bacteriéfagos como
transportadores para tratar infecciones extracelulares. La
ventaja de estos vehiculos biolégicos es que no producen
toxicidad y su espectro antibiético es bajo. Sin embar-
go, existen limitaciones en este punto debido a que los
fagos deben ser especificos para la bacteria objetivo, y
pueden presentar problemas de disponibilidad. Por otro
lado, para tratar infecciones por bacteria intracelulares
los fagos unicamente no son suficientes para atravesar
las 2 membranas celulares, en este caso en necesario
que los virus sean encapsulados en nanoparticulas de
silice o liposomas las cuales le permitan sobrevivir a la
respuesta inmunitaria del huésped y mantener intacta sus

funciones. Aun es necesarios estudios que ayuden a vali-
dar la aplicacion estas nanoparticulas y encontrar nuevos
métodos para transportar el complejo CRISPR-CAS al in-
terior de una célula eucariota de forma segura.

CONCLUSIONES

CRISPR-CAS es una herramienta que se puede imple-
mentar para el tratamiento antibiético. Esta herramienta
molecular puede ser utilizada de manera selectiva, eli-
minando Unicamente los genes que codifican para los
factores de virulencia y/o de resistencia. Esto asegura un
tratamiento que previene el desarrollo de infecciones di-
ficiles de tratar, asi como evitar la alteracion de la micro-
biota del huésped. De la misma manera, se puede aplicar
este principio para eliminar poblaciones enteras de algu-
na cepa de bacteria manteniendo con vida a las baterias
deseadas.

Los estudios aqui revisados demuestran que CRISPR-
CAS es viable para tratar cualquier infeccion bacteriana a
nivel extracelular incluso para aquellas que son resisten-
tes a los antimicrobianos de alto espectro.

Contrarrestar una bacteria con CRISPR a nivel intracelu-
lar es un area que aun requiere estudios dado a que los
vectores disponibles no han sido bien estandarizados y/o
experimentados. Para esto, es necesario el desarrollo de
nuevos vectores que permitan introducir CRISR-CAS con
efectividad.
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