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DESCRIPCIÓN 

Un método y una ordenación para soportar verticalmente elementos de resistencia eléctrica pendientes  

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a la modulación entre otras de la resistencia de una célula frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. En particular, la presente invención se refiere, en un 5 
aspecto, al uso de uno o más genes cas o proteínas para la modulación de la resistencia de una célula frente a un 

ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mimo. 

Antecedentes de la invención 

Cultivos, tales como los cultivos iniciadores (“starter”), se usan ampliamente en la industria alimenticia en la 
producción de productos fermentados incluyendo los productos de leche (tales como yogurt, mantequilla y queso), 10 
productos cárnicos, productos de panadería, vino y productos vegetales. La preparación de cultivos es labor intensa, 
que ocupa mucho espacio y equipamiento, y hay un riesgo considerable de contaminación con bacteria de 
degradación y/o fagos durante la etapa de propagación. El fracaso de los cultivos bacterianos por infección de 
bacteriófago (fago) y multiplicación es un problema muy importante con el uso industrial de cultivos bacterianos. Hay 
muchos tipos diferentes de fagos con mecanismos variantes para atacar las bacterias. Además, aparecen nuevas 15 
cepas de bacteriófagos. 

Las estrategias usadas en la industria para minimizar la infección de bacteriófago, y así el fracaso de un cultivo 
bacteriano, incluyen el uso de: (i) cultivos iniciadores mezclados; y (ii) el uso alterno de cepas que tienen diferentes 
perfiles de susceptibilidad a fago (rotación de cepa). 

(i) Tradicionalmente, los cultivos iniciadores en la industria láctea son mezclas de cepas bacterianas de ácido 20 
láctico. La composición compleja de los cultivos iniciadores mezclados asegura que está presente un cierto 
nivel de resistencia a ataque de fago. Sin embargo, el sub cultivo repetido de cultivos de cepa mezclada 
conduce a cambios impredecibles en la distribución de cepas individuales y finalmente dominancia de cepa 
indeseada. Esto por turnos puede conducir a susceptibilidad incrementada a ataque de fago y riesgo de 
fracasos de fermentación.  25 

(ii) La rotación de cepas bacterianas seleccionadas que son sensibles a diferentes fagos es otro enfoque para 
limitar el desarrollo del fago. Sin embargo, es difícil y engorroso identificar y seleccionar un número suficiente 
de cepas que tengan perfiles de diferente tipo de fago para proporcionar un programa de rotación eficiente y 
fiable. Además, el uso continuo de cepas requiere realizar un cuidadoso seguimiento de los nuevos fagos 

infecciosos y la necesidad de sustituir rápidamente una cepa que está infectada por el nuevo bacteriófago por 30 
una cepa resistente. En la producción de plantas donde grandes cantidades de cultivos iniciadores a granel 
(“bulk starter”) se realizan con anticipación, normalmente no es posible dicha respuesta rápida.  

Se han realizado varios intentos para mejorar la resistencia de los cultivos para usar en la industria. 

Pedersen et al. (“7th symposium on lactic acid bacteria: genetics, metabolism and applications”, 1-5 de Septiembre, 
2002, Egmond aan Zee, Países Bajos) enseña una cepa de Lactococcus lactis resistente a fago, la cual tiene no 35 

actividad timidilato sintasa y la cual requiere timidina durante la replicación del ADN. 

El documento WO 01/14520 describe una bacteria de ácido láctico que tiene una susceptibilidad reducida hacia el 
ataque por al menos un tipo de bacteriófago. Dichas bacterias de ácido láctico comprenden un gen mutado 
implicado en el metabolismo de pirimidina, principalmente pyrG que da como resultado un defecto en la CTP 
sintetasa. 40 

Kosuge et al. (1998- “Appl. Environ. Microbiol”, Volumen: 64, Ejemplar: 11, Página(s): 4.328-4.332) y Kosuge et al 
(1994-FEMS “Microbiology Letters”, 123 (1/2)55-62) enseña una bacteria Thermus thermophilus HB27 que está 
mutada en el gen proB y es incapaz de utilizar prolina para el crecimiento. 

Bolotin et al. “Microbiology” 2005, Vol. 151, p2.551-2.569 enseña que numerosos genomas procariotas contienen 
estructuras conocidas como CRISPRS. 45 

Jansen et al. “Molecular MIcrobiology” 2002, Vol. 43, Nº 6, p1.565-1.575 usó análisis in silico para estudiar una 
familia novedosa de secuencias de ADN repetitivas (CRISPR) en procariotas. 

Sin embargo, hay una continua necesidad de mejorar los cultivos para usar en la industria. 
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Compendio de la invención  

En la presente memoria se describe el uso de los loci CRISPR o un componente de los mismos para modular la 
resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

CRISPRs (del Inglés “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats” “Repeticiones Palindrómicas 
Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas”) (también denominadas SPIDRs- del Inglés “Spacer Interspersed 5 
Direct Repeats”, “Repeticiones directas intercaladas de Espaciador”) constituyen una familia de loci de ADN 
recientemente descritos. Los loci CRISPR consisten en repeticiones de ADN cortas y altamente conservadas 
(generalmente de 24 a 40 pb, repetidas entre 1 y 140 veces) que son parcialmente palindrómicas. Las secuencias 
repetidas (normalmente específicas a una especie) están interespaciadas por secuencias variables de longitud 
constante (generalmente de 20 a 58 pb dependiendo de CRISPR). Hasta 20 loci CRISPR distintos se han 10 
encontrado dentro de un cromosoma sencillo. 

Aunque la función biológica de los loci CRISPR es desconocida se han propuesto algunas hipótesis. Por ejemplo, se 
ha propuesto que pueden estar implicados en el acoplamiento del cromosoma a una estructura celular, o en la 
replicación del cromosoma y partición del replicón (Jansen et al., 2002; Pourcel et al., 2005). Además, Mojica et al. 
2005 plantea la hipótesis de que CRISPR podría estar implicada en conferir inmunidad específica frente a ADN 15 
exógeno y Pourcel et al. (2005) plantea la hipótesis de que CRISPRs son estructuras que son capaces de absorber 
piezas de ADN exógeno como parte de un mecanismo de defensa. Bolotin et al. (2005) sugiere que los elementos 
espaciador de CRISPR son las trazas de invasiones pasadas por elementos extracromosómicas, y plantea la 
hipótesis de que proporcionan una célula con inmunidad frente a infección de fago, y más generalmente expresión 
de ADN exógeno, mediante la codificación de un ARN anti-sentido. Bolotin et al. (2005) también sugiere que los 20 
genes cas son necesarios para la formación de CRISPR. 

Al contrario de las enseñanzas de la técnica anterior que plantean la hipótesis de que CRISPR o  los espaciadores 
CRISPR podrían estar implicados en conferir inmunidad específica, la presente invención se basa, en parte, en el 
sorprendente descubrimiento de que los genes cas o proteínas son requeridos para la inmunidad frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 25 

Incluso más sorprendentemente, los inventores han descubierto que uno o más genes cas o proteínas están 
asociados con dos o más repeticiones CRISPR dentro de los loci CRISPR. En otras palabras, los genes cas o 
proteínas parecen ser específicos para una repetición CRISPR de ADN dado, que quiere decir que los genes cas o 
proteínas y la secuencia repetida forman un par funcional. Por consiguiente, se pueden usar uno o más 
espaciadores CRISPR junto con uno o más de estos pares funcionales (es decir, repeticiones CRISPR y genes cas) 30 
para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico o un producto de transcripción del mismo. 

En una realización, para que uno o más espaciadores CRISPR confieran inmunidad a la célula, la(s) repetición(es) 
CRISPR y el(los) gen(es) cas o proteínas forma(n) una combinación funcional, es decir, la(s) repetición(es) y el(los) 
gen(es) cas o proteínas son compatible(s). 

Por consiguiente, en la presente memoria sugerimos por primera vez que un gen cas o proteína influye resistencia, 35 

tal como la resistencia de una bacteria a uno o más bacteriófagos. En particular, el conocimiento de dos o más 
repeticiones CRISPR y/o uno o más genes cas o proteínas para una célula dada será una ventaja para predecir, 
determinar y modificar su resistencia, por ejemplo, su lisotipo, el cual define la resistencia/sensibilidad de una 
bacteria dada a diversos bacteriófagos. Por lo tanto, la identificación y la detección de loci CRISPR en, por ejemplo, 
células y bacteriófagos podría ayudar a determinar, predecir y modificar el perfil de resistencia de una célula o 40 
interacciones fago-hospedante. 

Ventajosamente, la aplicación de uno o más loci CRISPR, dos o más repeticiones CRISPR, uno o más genes cas o 
proteínas y/o uno o más espaciadores CRISPR en ingeniería genética podría conducir a variantes resistentes o 
sensibles de células para usarse dentro de una amplia diversidad de aplicaciones en la industria de la biotecnología. 

En un aspecto se ha proporcionado un método para modular la resistencia de una célula bacteriana frente a un 45 
ácido nucleico diana o producto de transcripción de un bacteriófago del mismo que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más seudo espaciadores CRISPR en un genoma de bacteriófago que es capaz de 
proporcionar resistencia al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 

(ii) preparar un ácido nucleico recombinante que comprende un gen cas1 y al menos dos repeticiones CRISPR 
junto con dicho identificó uno o más seudo espaciadores CRISPR identificado; e  50 

(iii) introducir dicho ácido nucleico recombinante en de dicha célula bacteriana para así volver a la célula 
bacteriana resistente a dicho ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 
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En otro aspecto se ha proporcionado una célula obtenida u obtenible mediante el(los) método(s) descrito(s) en la 
presente memoria. 

En un aspecto adicional se ha proporcionado el uso de una célula para modular la resistencia de una célula frente a 
un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

En otro aspecto se ha proporcionado un cultivo celular que comprende una célula para modular la resistencia de una 5 
célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

En un aspecto adicional se ha proporcionado un producto alimenticio o comida que comprende el cultivo descrito en 
la presente memoria. 

En otro aspecto se ha proporcionado un proceso para preparar un producto alimenticio o comida que comprende el 
uso del cultivo descrito en la presente memoria. 10 

En un aspecto adicional se ha proporcionado el uso del cultivo descrito en la presente memoria para preparar un 
producto alimenticio. 

Realización preferida 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación con dos o más repeticiones 
CRISPR. 15 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas y/o las dos o más repeticiones son o son  derivables 
(preferiblemente, derivadas) a partir de la misma célula. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas y las dos o más repeticiones CRISPR se dan 
conjuntamente de manera natural en la misma célula. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación con uno o más 20 
espaciadores CRISPR. 

En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) CRISPR está(n) o es(son) derivable(s) (preferiblemente, 
derivado(s)) a partir de un organismo que es diferente a la célula a partir de la cual los uno o más genes cas o 

proteínas y/o las dos o más repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas). 

En algunas realizaciones, el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a un ácido nucleico diana. 25 

En algunas realizaciones, el espaciador CRISPR es una secuencia sintética de ácido nucleico. 

En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) tiene(n) homología al ácido nucleico diana. 

En algunas realizaciones, el(los) espaciador(es) tiene(n) 100% de identidad al ácido nucleico diana sobre al menos 
la longitud de la zona central del espaciador CRISPR. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación con al menos uno o más 30 
espaciadores CRISPR y al menos dos o más repeticiones CRISPR. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 
(preferiblemente, derivado) a partir de ADN bacteriófago. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 
(preferiblemente, derivado) a partir de ADN plásmido. 35 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 
(preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético móvil. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 
(preferiblemente, derivado) a partir de un elemento transponible o una secuencia de inserción. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 40 
(preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a antibiótico. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es o es derivable 
(preferiblemente, derivado) a partir de un ácido nucleico que codifica un factor de virulencia. 

En algunas realizaciones, el factor de virulencia se selecciona entre el grupo que consiste en un ácido nucleico que 
codifica una toxina, una intemalina y una hemolisina. 45 
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En algunas realizaciones, los uno o más genes cas y las dos o más repeticiones CRISPR son o son  derivables 
(preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas y las dos o más repeticiones CRISPR se dan de conjuntamente 
de manera natural en la misma célula. 

En algunas realizaciones, los espaciadores CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un 5 
organismo que es diferente a la célula a partir de la cual los uno o más genes cas y/o las dos o más repeticiones 

CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados). 

En algunas realizaciones, la célula es una célula receptora o una célula hospedante. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas y/o las dos o más repeticiones CRISPR son o son 
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula. 10 

En algunas realizaciones, los espaciadores son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un 
organismo que es diferente a la célula que comprende los uno o más genes cas o proteínas y las dos o más 
repeticiones CRISPR. 

En algunas realizaciones, los uno o más genes cas o proteínas y las dos o más repeticiones CRISPR se dan 
conjuntamente de manera natural en la misma célula. 15 

En algunas realizaciones, dicha modificación comprende la inserción de uno o más espaciadores CRISPR y/o seudo 
espaciadores CRISPR en la célula. 

En algunas realizaciones, el espaciador de la célula tiene 100% de homología al espaciador CRISPR o seudo 
espaciador CRISPR del organismo. 

En algunas realizaciones, dicha modificación comprende modificar por ingeniería genética el espaciador CRISPR de 20 
la célula. 

En algunas realizaciones, se modifica todo o parte del espaciador en la célula. 

En algunas realizaciones, dicha modificación comprende la modificación de un espaciador recombinante. 

En algunas realizaciones, dicha modificación se da a través de mutación o mutagénesis espontánea. 

En algunas realizaciones, se someten a deleción los al menos uno o más espaciador(es) CRISPR en la célula. 25 

En algunas realizaciones, se someten a deleción los al menos uno o más repetición(es) CRISPR en la célula. 

En algunas realizaciones, se someten a deleción uno o más genes cas. 

En algunas realizaciones, se someten a deleción CRISPR y/o uno o más genes cas. 

En algunas realizaciones, se someten a deleción los uno o más genes cas o proteínas y/o dos o más repeticiones 
CRISPR en la célula. 30 

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR son o son derivables 

(preferiblemente, derivados) a partir de las mismas o diferentes cepas. 

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR son o son derivables 
(preferiblemente, derivados) a partir de las mismas o diferentes especies. 

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR son o son derivables 35 

(preferiblemente, derivados) a partir de los mismos o diferentes géneros  

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR son o son derivables 
(preferiblemente, derivados) a partir de los mismos o diferentes organismos. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana en el bacteriófago es una secuencia altamente conservada de 
ácido nucleico. 40 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana en el bacteriófago codifica una proteína de especificidad a 
hospedante. 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana en el bacteriófago codifica una proteína que es esencial para la 
supervivencia, la replicación o el crecimiento del bacteriófago. 

ES 2 398 918 T3

 



6 

 

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana en los bacteriófagos codifica una helicasa, una primasa, una 
proteína estructural de cabeza o cola, una proteína con un dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otros) o 
unas secuencias conservadas entre genes importantes de fago. 

En algunas realizaciones, el método para determinar la resistencia de una célula a un ácido nucleico diana o un 
producto de transcripción del mismo comprende la etapa adicional de comparar la secuencia de los uno o más 5 
espaciadores CRISPR en la célula con la secuencia del ácido nucleico diana. 

En algunas realizaciones, el método para determinar la resistencia de una célula a un ácido nucleico diana o un 
producto de transcripción del mismo comprende la etapa adicional de determinar el perfil de resistencia de la célula. 

En algunas realizaciones, dicho cultivo es un cultivo iniciador o un cultivo probiótico. 

Figuras 10 

Figura 1 

Representación esquemática de CRISPR de S. thermophilus CNRZ1066 (42 repeticiones). 

Figura 2 

Análisis de gráfico de puntos de secuencias de la proteína Cas (A) y secuencias del locus CRISPR (B). Los nombres 
del organismo (género, especie, cepa) están indicados en el lado derecho de cada gráfico de puntos (por ejemplo 15 
Sth_LMG18311= cepa LMG18311 de S. thermophilus). 

Figura 3 

Las secuencias espaciadoras del locus CRISPR de S. thermophilus CNRZ1066 se confrontaron (búsquedas de la 
secuencia corta casi exacta usando BlastN en la página de internet NCBI) frente a la base de datos de virus, y se 
alinean con las parejas posteriores en bacteriófagos S. thermophilus. (A) La tabla indica las secuencias 20 
espaciadoras de CNRZ 1066 CRISPR que presenta identidades significantes de secuencia con las secuencias del 
fago (células oscuras). (B) Alineamiento de la secuencia de secuencia interespaciadora nº29 con ocho secuencias 
de fago. (Observación: el espaciador nº20 muestra similitud con un número de proteínas de especificidad a 
hospedante). 

Figura 4 25 

Estructura secundaria en horquilla (“stem-loop”) putativa de una secuencia de repetición CRIS1PR de S. 
thermophilus. Únicamente se muestra una cadena de ADN. 

Figura 5 

La integración de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de Streptococcus thermophilus proporciona 
resistencia frente a un bacteriófago al que el espaciador CRISPER muestra identidad. DGCC7710 parental es 30 
sensible a fago, y BIM DCBCC7710RH1 es resistente a fago. BIM DGCC7710RH1 tiene un nuevo espaciador (Sn) 
en el locus CRISPR, el cual muestra 100% de identidad a la secuencia del fago. En la etapa (b) la cepa se enfrenta 
al fago 858 y se selecciona un mutante resistente a fago. En la etapa (c) el locus CRISPR  I del mutante tiene un 
espaciador adicional que comparte 100% de identidad con la región 31921-31950 pb del fago. 

Figura 6 35 

La integración de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de Streptococcus thermophilus proporciona 
resistencia frente a un bacteriófago al que el espaciador CRISPR muestra identidad. DGCC7710 parental es 
sensible a fago, y BIM DGCC7710RH2 es resistente a fago. BIM DGCC7710HR2 tiene un nuevo espaciador (Sn) en 
el locus CRISPR, el cual muestra 100% de identidad a la secuencia del fago. En la etapa (b) la cepa se enfrenta al 
fago 858 y se selecciona un mutante resistente a fago. En la etapa (c) el experimento se repitió independientemente 40 
y se seleccionó otro mutante. El locus CRISPR I del mutante tiene un espaciador adicional (diferente al del en RH1) 
que comparte 100% de identidad con la región 17125-17244 pb del fago. 

Figura 7 

La ordenación de espaciador de CRISPR I en diversas cepas de Streptococcus thermophilus. Los números indican 
la posición del espaciador. Los nombres de la cepa están enumerados a la izquierda. Las letras indican el tipo de 45 
espaciador CRISPR, con espaciadores idénticos descritos con un código de 2 letras similares. Los espaciadores con 
polimorfismos de nucleótido sencillo se etiquetan con combinación de letra idéntica, complementado con una 
etiqueta “prime”. Los espaciadores únicos no están descritos mediante una combinación de letra, y se dejan en 
blanco. 
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Figura 8 

Homología de espaciadores CRISPR con secuencias conocidas, incluyendo secuencias cromosómicas bacterianas 
(sombreado en gris), secuencias de ADN plásmido (cuadrados negros) y secuencias genómicas de fago (sombreado 
en negro). 

Figura 9 5 

Una representación gráfica del sistema de plásmido usado para producir por ingeniería genética un número de 
construcciones en Streptococcus thermophilus tal como se describe por Russell, M. W., y T.R. Klaenhammer (2001) 
“Efficient system for directed integration into the Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus gasseri chromosomes 
via homologous recombination. “Applied and Environmental Microbiology” 67:4.361-4.364. 

Figura 10 10 

Una representación gráfica del plásmido usado para productos de PCR de subclón de las diversas construcciones 
descritas en la presente memoria (casKO, cas4 KO, RT y S1S2). El plásmido está comercialmente disponible por 
Invitrogen en el kit TOPOTA Cloning®. 

Figura 11 

Una representación gráfica del plásmido usado para la recombinación homóloga en una realización de la presente 15 
invención. 

Figura 12 

Una representación gráfica que ilustra la preparación de la construcción CAS1KO en la cual el gen cas1 está 
alterado por recombinación homóloga. 

Figura 13 20 

Una representación gráfica que ilustra la preparación de la construcción CAS4KO en la cual el gen cas4 está 
alterado por recombinación homóloga. 

Figura 14 

Una representación gráfica que ilustra la modificación por ingeniería de la construcción S1S2 usando cebadores 
(“primers”) específicos y reacciones de PCR iterativas. El primer panel ilustra todos los cebadores usados y la 25 
disposición para las dos primeras reacciones de PCR (reacción nº1 con cebadores P1 y P2 y la reacción nº2 con 
cebadores P2 y P3). El segundo panel muestra los productos de PCR obtenidos a partir de las dos primeras 
reacciones de PCR, con el producto de la reacción nº1 a la izquierda y el producto de la reacción nº2 a la derecha. 
El tercer panel muestra la tercera reacción de PCR, usando una combinación de los productos de las dos primeras 
PCRs como la plantilla para la tercera reacción de PCR, y el primer P1 de la primera reacción junto con cebador P4 30 
de la segunda reacción. El cuarto panel muestra el producto de la PCR nº3, la cual técnicamente genera la 
construcción S1S2. 

Figura 15 

Una representación gráfica de los detalles para el diseño de cebador para los cebadores 2 y 3, los cuales contienen 
las secuencias clave para el experimento, derivadas de los espaciadores idénticos a las secuencias de fago (los 35 
productos de PCR derivados a partir de estos cebadores de PCR generarán los espaciadores que proporcionarán 
por último resistencia a los fagos).  

Figura 16 

Una representación gráfica de la integración de la construcción S1S2. 

Figura 17 40 

Una representación gráfica de la preparación de la construcción RT usando una enzima de restricción para generar 
la construcción RT a partir de la construcción S1S2. Hay sitios de restricción BgII dentro de las repeticiones que 
permiten que se corte la parte “media” de la construcción. Después de la digestión enzimática, se usa una ligasa 
para juntar las dos piezas finales, generando así una nueva construcción que tiene RT, pero no espaciadores. 

Figura 18 45 

Una representación gráfica de la integración de la construcción RT. 

ES 2 398 918 T3

 



8 

 

Figura 19 

Una representación gráfica de la construcción RT’. 

Figura 20 

Una representación gráfica de la construcción RT’. 

Descripción detallada de la invención  5 

Locus CRISPR 

Los loci CRISPR son una clase distinta de repeticiones de secuencia cortas intercaladas (SSRs, del Inglés “Short 
Sequence Repeats”) que son reconocidas por primera vez en E. coli (Ishino et al. (1987) “J. Bacteriol”. 169:5.429-
5.433; Nakata et al. (1989) “J. Bacterial”. 171:3.553-3.556). Se han identificado SSRs intercalados similares en 
Halorefax mediterranei, Streptococcus pyogenes, Anabaena y Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al. (1993) 10 

“Mol. Microbiol”. 10:1.057-1.065; Hoe et al. (1999) “Emerg. Infect. Dis”. 5:254-263; Masepohl et al. (1996) “Biochim. 
Biophys. Acta” 1.307:26-30; Mojica et al. (1995) “Mol. Microbiol”. 17:85-93). Los loci CRISPR difieren de las otras 
SSRs por la estructura de las repeticiones, las cuales se han calificado repeticiones cortas regularmente espaciadas 
(SRSRs, del Inglés “Short Regularly Spaced Repeats”)(Janssen et al. (2002) OMICS “J. Integ. Biol”. 6:23-33; Mojica 
et al. (2000) “Mol. Microbiol”. 36:244-246). Las repeticiones son elementos cortos que se dan en grupos, que están 15 
siempre regularmente espaciados por secuencias intermedias únicas con una longitud constante (Mojica et al. 
(2000) “Mol. Microbiol”. 36:244-246). Aunque las secuencias de repetición están altamente conservadas entre las 
cepas, el número de repeticiones intercaladas y las secuencias de las regiones espaciador difieren entre cepa y 
cepa (van Embden et al. (2000) “J. Bactetiol”. 182:2.393-2.401). 

Las características estructurales comunes de los loci CRISPR están descritas en Jansen et al. (2002) como (i) la 20 
presencia de múltiples repeticiones cortas y directas, las cuales muestran ninguna o muy pequeña variación de 
secuencia dentro de un locus dado; (ii) la presencia de secuencias espaciadoras no repetitivas entre las repeticiones 
de tamaño similar; (iii) la presencia de una secuencia líder (“leader”) común de unos pocos cientos de bases de 
pares en la mayoría de especies que abrigan los loci CRISPR múltiples; (iv) la ausencia de largas pautas de lectura 
abierta dentro del locus; y (v) la presencia de uno o más genes cas. 25 

Las CRISPRs generalmente son secuencias cortas parcialmente palindrómicas de 24-40 pb que contienen 
repeticiones invertidas internas y terminales de hasta 11 pb. Aunque se han detectado elementos aislados, 
generalmente están ordenados en grupos (hasta aproximadamente 20 o más por genoma) de unidades repetidas 
espaciadas por secuencias de 20-58 pb intermedias únicas. Las CRISPRs generalmente son homogéneas dentro de 
un genoma dado con la mayoría de ellos siendo idénticos. Sin embargo, hay ejemplos de heterogeneidad en, por 30 
ejemplo, las Arqueas (Mojica et al. 2000). 

A modo de ejemplo, el genoma de Streptococcus thermophilus LMG18311 contiene 3 loci CRISPR; las secuencias 
repetidas de 36 pb son diferentes en CRISPR1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones) y CRISPR3 (una 
secuencia sencilla). No obstante, están perfectamente conservadas dentro de cada locus. Las repeticiones 
CRISPR1 y CRISPR2 están respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb de longitud. Todas 35 
estas secuencias interespaciadoras son diferentes una de otras. También son diferentes de las encontradas en la 
cepa CNRZ1066 (41 secuencias interespaciadoras dentro de CRISPR1) y en la cepa LMD-9 (16 dentro de CRISPR1 
y 8 dentro de CRISPR3), las cuales ambas son S. thermophilus. La Figura 1 describe una de las CRISPRs 
identificadas en S. thermophilus. 

Diversos métodos para identificar los loci CRISPR son ya conocidos en la técnica. A modo de ejemplo, Jensen et al. 40 
(2002) describe un enfoque basado en la informática en el cual se buscan los motivos CRISPR en las secuencias de 
nucleótidos usando el programa PATSCAN en el servidor del “Mathematics and Computer Science Division at the 
Argonne National Laboratory”, Argonne, IL, USA. El algoritmo que se usó para identificar los motivos CRISPR fueron 
p1=a…b c…d p1 c…d p1 c…d p1, en el que a y b son el límite inferior y superior de tamaño de la repetición y p1 y c 
y d son el límite inferior y superior de tamaño de las secuencias espaciadora. Los valores de a, b, c y d se pueden 45 
variar a partir de aproximadamente 15 a aproximadamente 70 pb en incrementos de aproximadamente 5 pb. 

Los loci CRISPR se pueden identificar usando gráficos de puntos (usando, por ejemplo, un programa informático 
denominado Dotter). 

El análisis de similitud de secuencia se puede realizar usando diversos métodos que son bien conocidos en la 
técnica. A modo de ejemplo, el análisis se pueden realizar usando NCBI BLAST con una base de datos de genomas 50 
microbianos (http://www.nc-bi.nlm.nih.gov) y GenBank. 

La amplificación de los loci CRISPR ha sido descrita en, por ejemplo, Mojica et al. (2005) y Pourcel et al. (2005). La 
amplificación de la región deseada de ADN se puede alcanzar mediante cualquier método conocido en la técnica, 
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incluyendo la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del Inglés “Polymerase Chain Reaction”). Por 
“amplificación” queremos decir la producción de copias adicionales de una secuencia de ácido nucleico. Esto 
generalmente se lleva a cabo usando tecnologías de PCR bien conocidas en la técnica (Dieffenbach y Dveksler 
(1995) “PCR Primer, a Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Press, Plainview, New York). 

Por “reacción en cadena de la polimerasa” o “PCR” queremos decir un método tal como el descrito en los 5 
documentos US4.683.195 y US4.683.202, los cuales describen un método para incrementar la concentración de un 
segmento de una secuencia diana en una mezcla de un ADN genómico sin clonación o purificación. La longitud del 
segmento amplificado de la secuencia diana deseada se determina mediante las posiciones relativas de dos 
cebadores de oligonucleótido con respecto el uno al otro, y por lo tanto, esta longitud es un parámetro controlable. 
En virtud del aspecto de repetición del proceso, el método se refiere a “PCR”. Debido a los segmentos amplificados 10 
deseados de la secuencia diana llegan a ser las secuencias predominantes (en términos de concentración) en la 
mezcla, se dice que es “PCR amplificada”. 

En el enfoque de PCR, se pueden diseñar los cebadores de oligonucleótido para usarse en las reacciones PCR para 
amplificar todo o parte de un locus CRISPR. Por “cebador” queremos decir un oligonucleótido, si se da de manera 
natural como en una digestión de restricción purificada o sintéticamente producido, el cual es capaz de actuar como 15 
un punto de inicio de síntesis cuando se coloca bajo condiciones en las cuales se induce la síntesis de un producto 
de extensión de cebador que es complementario a una cadena de ácido nucleico (es decir, en presencia de 
nucleótidos y un agente de inducción, tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados). El cebador 
puede ser de cadena sencilla para máxima eficacia en la amplificación, pero alternativamente puede ser de doble 
cadena. Si es de doble cadena, el cebador se trata primero para separar sus cadenas antes de usarse para preparar 20 
productos de extensión. El cebador puede ser un oligodeoxiribonucleótido. El cebador debe ser suficientemente 
largo para cebar la síntesis de los productos de extensión en presencia del agente de inducción. Las longitudes 
exactas de los cebadores dependerán de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente de cebador y el uso 
del método. Los cebadores de PCR generalmente son al menos aproximadamente 10 nucleótidos de longitud, y la 
mayoría generalmente al menos aproximadamente 20 nucleótidos de longitud. 25 

Los métodos para diseñar los cebadores de PCR y la clonación de PCR generalmente se conocen en la técnica y 
están descritos en Sambrook et al. (1989) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (2ª Edición, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Plainview, New York). Véase también Innis et al. eds. (1990) “PCR Protocols: A Guide to Methods 
and Applications” (Academic Press, New York); Innis y Gelfand, eds. (1995) “PCR Strategies” (Academic Press, New 
York); y Innis y Gelfand, eds. (1999) “PCR Methods Manual” (Academic Press, New York). Métodos conocidos de 30 
PCR incluyen, pero no se limitan a, métodos que usan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores 
específicos sencillos, cebadores degenerados, cebadores específicos a gen, cebadores específicos a vector, 
cebadores parcialmente desemparejados y similares. 

Los loci CRISPR pueden comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen genómico, 
sintético o recombinante. 35 

Los loci CRISPR pueden ser de doble cadena o de cadena sencilla si representan la cadena sentido o antisentido o 
combinaciones de las mismas. 

Los loci CRISPR se pueden preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN 
recombinante), tal como se describe en la presente memoria. 

Las secuencias de nucleótidos descritas en la presente memoria se pueden obtener a partir de bases de datos, tales 40 
como GenBank o la página de internet de JGI en http://genome.jgi-psforg/mic_homc.html. 

Orientación del CRISPER 

Para evitar la duda, en el contexto de la presente invención el locus CRISPR está orientado tal como sigue. 

El líder CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamaño definido. Por ejemplo, la secuencia líder de 
CRISPR1 de S. thermophilus es el segmento de ADN que comienza inmediatamente después del codon de parada 45 
del gen str0660 y que finaliza justo antes de la primera repetición. El líder CRISPR está localizado en el extremo 5’ 
del locus CRISPR. El líder de CRISPER está localizado inmediatamente hacia arriba (“upstream”) de la primera 
repetición CRISPR del locus CRISPR. 

El tráiler CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamaño definido. Por ejemplo, la secuencia tráiler del 
CRISPR1 de S. thermophilus es el segmento de ADN que comienza inmediatamente después de la repetición 50 
terminal, y que finaliza justo antes del codon de parada del gen str0661 (localizado en la cadena opuesta de ADN). 
El tráiler CRISPR está localizado en el extremo 3’ del locus CRISPR. El tráiler CRISPR está localizado 
inmediatamente hacia abajo (“downstream”) de la repetición terminal. 
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A modo de ejemplo, las secuencias del líder CRISPR y el tráiler CRISPR en el locus CRISPR1 de la cepa 
CNRZ1066 de Streptococcus thermophilus son: 

Líder CRISPR 

 

Trailer CRISPR 5 

 

El líder CRISPR corresponde a las posiciones 625038 a 625100 y el tráiler CRISPR corresponde a las posiciones 
627845 a 627885 en el genoma completo (CP000024) de Streptococcus thermophilus. 

Para evitar la duda “upstream” quiere decir en la dirección 5’ y “downstream” quiere decir en la dirección 3’. 

Cas 10 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “gen cas” tiene el significado convencional como el usado en la 
técnica y se refiere a uno o más genes cas que generalmente están acoplados, asociados o cerca de o en las 

inmediaciones de locis CRISPR flanqueantes. 

Una exhaustiva revisión de la familia de la proteína Cas está presentada en Haft et al. (2005) “Computational Biology 
1, 6 e60”. Tal como se describe en la misma, se describen 41 familias del gen asociado a CRISPR (cas), además de 15 
las cuatro familias de gen previamente conocidas. Se muestra que los sistemas de CRISPR pertenecen a diferentes 
clases, con diferentes patrones de replicación, conjuntos de genes e intervalos de especies. 

El número de genes cas en un locus CRISPR dado puede variar entre especies. 

En un aspecto, la presente invención se refiere al uso de uno o más genes cas o proteínas para modular la 
resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un ácido nucleico diana o un producto de 20 
transcripción del mismo. 

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere al uso de uno o más genes cas o proteínas y uno o más 
espaciadores CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un 
ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

En algunas realizaciones, uno o más de los genes cas y/o proteínas se pueden dar de manera natural en una célula 25 

receptora y uno o más espaciadores heterólogos pueden estar integrados o insertados adyacentes a los uno o más 
genes cas o proteínas.  

En algunas realizaciones, uno o más de los genes cas y/o proteínas adecuados pueden ser heterólogos a la célula 
receptora y uno o más de los espaciadores pueden ser homólogos o heterólogos. En este caso, los espaciadores 
pueden estar integrados o insertados adyacentes al uno o más de los gen cas o proteínas. 30 

En un aspecto, la presente invención se refiere al uso de uno o más genes cas o proteínas y al menos dos 
repeticiones CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

En un aspecto, la presente invención se refiere al uso de uno o más genes cas o proteínas, al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un espaciador CRISPR para modular la resistencia en una célula (por ejemplo una 35 
célula receptora) frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

Las estructuras CRISPR generalmente se encuentran en las inmediaciones de cuatro genes denominados cas1 a 
cas4. La ordenación más común de estos genes es cas3-cas4-cas1-cas2. La proteína Cas3 parece ser una 
helicasa, mientras que Cas4 se parece a la familia RecB de exonucleasas y contiene un motivo rico en cisteína, 
sugerente de la unión a ADN. Cas1 generalmente es altamente básico y es la única proteína Cas encontrada 40 
sistemáticamente en todas las especies que contienen loci CRISPR. Cas2 queda por ser caracterizado. Cas1-4 

generalmente se caracterizan por su cercana proximidad a los loci CRISPR y su amplia distribución a través de 
especies bacterianas y de arqueas. Aunque no todos los genes cas1-4 se asocian con todos los loci CRISPR, todos 
se encuentran en múltiples subtipos. 

Bolotin et al. (2005) recientemente ha informado de otro grupo de tres genes asociados con estructuras CRISPR en 45 
muchas especies bacterianas, denominados aquí como cas1B, cas5 y cas6. 

El gen cas puede ser cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6. En una realización, el gen cas es cas1. 
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El gen cas puede ser cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6 o un fragmento, variante, homólogo o derivado 
del mismo. 

Los genes cas pueden ser cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6 o una pluralidad de los mismos o una 
combinación de los mismos, tal como cas1 y cas2; cas1 y cas3; cas1 y cas4; cas1 y cas1B; cas1 y cas5; cas1 y 
cas6; cas2 y cas3; cas2 y cas4; cas2 y cas1B; cas2 y cas5; cas2 y cas6; cas3 y cas4; cas3 y cas1B; cas3 y cas5; 5 
cas3 y cas6; cas4 y cas1B; cas4 y cas5; cas4 y cas6; cas1B y cas5; cas1B y cas6; cas1, cas2 y cas3; cas1, cas2 y 
cas4; cas1, cas2 y cas1B; cas1, cas2, cas3 y cas4; cas1, cas2, cas3 y cas1B; cas1, cas2, cas3 y cas5; cas1, cas2, 
cas3 y cas6; cas1, cas2, cas3, cas4 y cas1B; cas1, cas2, cas3, cas4 y cas5; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6; 
cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y 
cas6; cas2, cas3 y cas4; cas2, cas3 y cas1B; cas2, cas3 y cas5; cas2, cas3 y cas6; cas2, cas3, cas4 y cas1B; cas2, 10 
cas3, cas4 y cas5; cas2, cas3, cas4 y cas6; cas2, cas3, cas4, cas1B y cas5; cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6 cas2, 
cas3, cas4, cas1B, cas 5 y cas6; cas3, cas4 y cas1B; cas3, cas4 y cas5; cas3, cas4 y cas6; cas3, cas4, cas1B y 
cas5; cas3, cas4, cas1B y cas6; cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6; cas4, cas1B y cas5; cas4, cas1B y cas6; cas4, 
cas1B, cas5 y cas6; cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser cas1 y cas2; cas1 y cas3; cas1 y cas4; cas1 y cas1B; cas1 y cas5; cas1 y cas6; cas2 y 15 
cas3; cas2 y cas4; cas2 y cas1B; cas2 y cas5; cas2 y cas6; cas3 y cas4; cas3 y cas1B; cas3 y cas5; cas3 y cas6; 
cas4 y cas1B; cas4 y cas5; cas4 y cas6; cas1B y cas5 o cas1B y cas6 o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser un cas1, cas2 y cas3; cas1, cas2 y cas4; cas1, cas2 y cas1B; cas1, cas2, cas3 y cas4; 
cas1, cas2, cas3 y cas1B; cas1, cas2, cas3 y cas5; cas1, cas2, cas3 y cas6; cas1, cas2, cas3, cas4 y cas1B; cas1, 
cas2, cas3, cas4 y cas5; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas5; cas1, cas2, 20 
cas3, cas4, cas1B y cas6; cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos. 

Los genes pueden ser cas2, cas3 y cas4; cas2, cas3 y cas1B; cas2, cas3 y cas5; cas2, cas3 y cas6; cas2, cas3, 
cas4 y cas1B; cas2, cas3, cas4 y cas5; cas2, cas3, cas4 y cas6; cas2, cas3, cas4, cas1B y cas5; cas2, cas3, cas4, 
cas1B y cas6; cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser cas3, cas4 y cas1B; cas3, cas4 y cas5; cas3, cas4 y cas6; cas3, cas4, cas1B y cas5; 25 
cas3, cas4, cas1B y cas6; cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6; cas4, cas1B y cas5; cas4, cas1B y cas6; cas4, cas1B, 
cas5 y cas6; cas5 y cas6 o combinaciones de los mismos. 

El gen cas puede ser uno o más de cas1, cas2, cas3, cas1B, cas5 y/o cas6 o una pluralidad de los mismos, tal como 
una pluralidad de cualquiera de 2 genes cas, cualquiera de 3 genes cas, cualquiera de 4 genes cas, cualquiera de 5 
genes cas, cualquiera de 6 genes cas, o cualquiera de 7 genes cas. 30 

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de los mismos 
genes cas, tal como 2 genes cas, 3 genes cas, 4 genes cas, 5 genes cas, 6 genes cas, 7 genes cas, 8 genes cas, 9 
genes cas, 10 genes cas, 15 genes cas, 20 genes cas, 25 genes cas, 30 genes cas, 35 genes cas, 40 genes cas o 
incluso 50 o más genes cas. 

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de diferentes 35 
genes cas, tal como 2 genes cas diferentes, 3 genes cas diferentes, 4 genes cas diferentes, 5 genes cas diferentes, 
6 genes cas diferentes, 7 genes cas diferentes, 8 genes cas diferentes, 9 genes cas diferentes, 10 genes cas 
diferentes, 15 genes cas diferentes, 20 genes cas diferentes, 25 genes cas diferentes, 30 genes cas diferentes, 35 
genes cas diferentes, 40 genes cas diferentes o incluso 50 o más genes cas diferentes. 

La pluralidad de genes cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de los mismos 40 
y/o diferentes genes cas, tal como 2 genes cas diferentes, 3 genes cas diferentes, 4 genes cas diferentes, 5 genes 
cas diferentes, 6 genes cas diferentes, 7 genes cas diferentes, 8 genes cas diferentes, 9 genes cas diferentes, 10 
genes cas diferentes, 15 genes cas diferentes, 20 genes cas diferentes, 25 genes cas diferentes, 30 genes cas 
diferentes, 35 genes cas diferentes, 40 genes cas diferentes o incluso 50 o más genes cas diferentes. El mismo gen 
cas puede duplicarse una pluralidad de veces. 45 

Adecuadamente, el término “gen cas” se refiere a una pluralidad de genes cas, tal como entre 2 y 12 genes cas, más 
preferiblemente, entre 3 y 11 genes cas, más preferiblemente, entre 4 y 10 genes cas, más preferiblemente, entre 4 
y 9 genes cas, más preferiblemente, entre 4 y 8 genes cas, más preferiblemente, entre 4 y 7 genes cas, tales como 
4, 5, 6 ó 7 genes cas. 

El(los) gen(es) cas puede(n) comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen genómico, 50 
sintético o recombinante.  

El(los) gen(es) puede(n) ser de doble cadena o cadena sencilla si se representa la cadena sentido o antisentido o 
combinaciones de las mismas. 
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El(los) gen(es) se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN 
recombinante), tal como se describe en la presente memoria. 

Tal como se describe a continuación en la presente memoria, el gen cas puede ser un fragmento de gen cas, 
indicando de ese modo que el gen cas comprende una fracción de una secuencia tipo natural. Adecuadamente, la 
secuencia comprende al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, 5 
al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al 
menos 98 o al menos 99% de la secuencia tipo natural. 

Para algunas realizaciones se prefiere que el gen cas sea el gen cas que está el más cercano de la secuencia líder 
o de la primera repetición CRISPR en el extremo 5’ del locus CRISPR, tal como cas4 o cas6. 

La proteína Cas puede ser Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6. 10 

La proteína Cas puede ser Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6 o un fragmento, variante, homólogo o 
derivado de las mismas. 

La proteína Cas puede ser Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6 o una combinación de las mismas, tal 
como Cas1 y Cas2; Cas1 y Cas3; Cas1 y Cas4; Cas1 y Cas1B; Cas1 y Cas5; Cas1 y Cas6; Cas2 y Cas3; Cas2 y 
Cas4; Cas2 y Cas1B; Cas2 y Cas5; Cas2 y Cas6; Cas3 y Cas4; Cas3 y Cas1B; Cas3 y Cas5; Cas3 y Cas6; Cas4 y 15 
Cas1B; Cas4 y Cas5; Cas4 y Cas6; Cas1B y Cas5; Cas1B y Cas6; Cas1, Cas2 y Cas3; Cas1, Cas2 y Cas4; Cas1, 
Cas2 y Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas4; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3 
y Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 y Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y 
Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, 
Cas1B, Cas5 y Cas6; Cas2, Cas3 y Cas4; Cas2, Cas3 y Cas1B; Cas2, Cas3 y Cas5; Cas2, Cas3 y Cas6; Cas2, 20 
Cas3, Cas4 y Cas1B; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y Cas5; 
Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y Cas6; Cas3, Cas4 y Cas1B; Cas3, Cas4 y 
Cas5; Cas3, Cas4 y Cas6; Cas3, Cas4, Cas1B y Cas5; Cas3, Cas4; Cas1B y Cas6; Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y 
Cas6; Cas4, Cas1B y Cas5; Cas4, Cas1B y Cas6 o Cas4, Cas1B, Cas5 y Cas6, Cas5 y Cas6. 

La proteína Cas puede ser Cas1 y Cas2; Cas1 y Cas3; Cas1 y Cas4; Cas1 y Cas1B; Cas1 y Cas5; Cas1 y Cas6; 25 
Cas2 y Cas3; Cas2 y Cas4; Cas2 y Cas1B; Cas2 y Cas5; Cas2 y Cas6; Cas3 y Cas4; Cas3 y Cas1B; Cas3 y Cas5; 
Cas3 y Cas6; Cas4 y Cas1B; Cas4 y Cas5; Cas4 y Cas6; Cas1B y Cas5 o Cas1B y Cas6 o combinaciones de las 
mismas. 

La proteína Cas puede ser Cas1, Cas2 y Cas3; Cas1, Cas2 y Cas4; Cas1, Cas2 y Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3 y 
Cas4; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3 y Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 y 30 
Cas1B; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 , Cas1B y Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 , 
Cas1B y Cas5; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4 , Cas1B y Cas6; Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y Cas6 o 
combinaciones de los mismos. 

La proteína Cas puede ser Cas2, Cas3 y Cas4; Cas2, Cas3 y Cas1B; Cas2, Cas3 y Cas5; Cas2, Cas3 y Cas6; 
Cas2, Cas3, Cas4 y Cas1B; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas5; Cas2, Cas3, Cas4 y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y 35 
Cas5; Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B y Cas6; Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y Cas6 o combinaciones de las mismas. 

La proteína puede ser Cas3, Cas4 y Cas1B; Cas3, Cas4 y Cas5; Cas3, Cas4 y Cas6; Cas3, Cas4, Cas1B y Cas5; 
Cas3, Cas4, Cas1B y Cas6; Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y Cas6; Cas4, Cas1B y Cas5; Cas4, Cas1B y Cas6; Cas4, 
Cas1B, Cas5 y Cas6; Cas5 y Cas6 o combinaciones de las mismas. 

La proteína Cas puede ser una o más de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6 o una pluralidad de las 40 
mismas, tal como una pluralidad de cualquiera de 2 genes Cas, cualquiera de 3 genes Cas, cualquiera de 4 genes 
Cas, cualquiera de 5 genes Cas, cualquiera de 6 genes Cas o cualquiera de 7 genes Cas. 

La pluralidad de proteínas Cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de las 
mismas proteínas Cas, tal como 2 proteínas Cas, 3 proteínas Cas, 4 proteínas Cas, 5 proteínas Cas, 6 proteínas 
Cas, 7 proteínas Cas, 8 proteínas Cas, 9 proteínas Cas, 10 proteínas Cas, 15 proteínas Cas, 20 proteínas Cas, 25 45 
proteínas Cas, 30 proteínas Cas, 35 proteínas Cas, 40 proteínas Cas o incluso 50 o más proteínas Cas. 

La pluralidad de proteínas Cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de 
diferentes proteínas Cas, tal como 2 proteínas Cas diferentes, 3 proteínas Cas diferentes, 4 proteínas Cas 
diferentes, 5 proteínas Cas diferentes, 6 proteínas Cas diferentes, 7 proteínas Cas diferentes, 8 proteínas Cas 
diferentes, 9 proteínas Cas diferentes, 10 proteínas Cas diferentes, 15 proteínas Cas diferentes, 20 proteínas Cas 50 
diferentes, 25 proteínas Cas diferentes, 30 proteínas Cas diferentes, 35 proteínas Cas diferentes, 40 proteínas Cas 
diferentes o incluso 50 o más proteínas Cas diferentes. 
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La pluralidad de proteínas Cas puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una pluralidad de las 
mismas y/o diferentes proteínas Cas, tal como 2 proteínas Cas diferentes, 3 proteínas Cas diferentes, 4 proteínas 
Cas diferentes, 5 proteínas Cas diferentes, 6 proteínas Cas diferentes, 7 proteínas Cas diferentes, 8 proteínas Cas 
diferentes, 9 proteínas Cas diferentes, 10 proteínas Cas diferentes, 15 proteínas Cas diferentes, 20 proteínas Cas 
diferentes, 25 proteínas Cas diferentes, 30 proteínas Cas diferentes, 35 proteínas Cas diferentes, 40 proteínas Cas 5 
diferentes o incluso 50 o más proteínas Cas diferentes. Las mismas proteínas Cas pueden duplicarse una pluralidad 
de veces. 

Adecuadamente, el término “proteína Cas” se refiere a una pluralidad de proteínas Cas, tal como entre 2 y 12 
proteínas Cas, más preferiblemente, entre 3 y 11 proteínas Cas, más preferiblemente, entre 4 y 10 proteínas Cas, 
más preferiblemente, entre 4 y 9 proteínas Cas, más preferiblemente, entre 4 y 8 proteínas Cas, más 10 
preferiblemente, entre 4 y 7 genes de proteínas, tales como 4, 5, 6 ó 7 proteínas Cas. 

La(s) proteína(s) Cas se puede(n) codificar mediante un gen cas que comprende ADN o ARN de origen genómico, 
sintético o recombinante. 

La(s) proteína(s) Cas se puede(n) codificar mediante un gen cas que puede ser de doble cadena o de cadena 
sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. 15 

La(s) proteína(s) Cas se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN 
recombinante), tal como se describe en la presente memoria. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar un gen cas para usarse en la modulación 
de la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo que 
comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos dos 20 
repeticiones CRISPR; (ii) modificar por ingeniería la célula de modo que comprenda al menos un gen cas; y (iii) 
determinar si la célula modula la resistencia frente el ácido nucleico o producto de transcripción del mismo, donde la 
modulación de la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es 
indicativo de que el gen cas se puede usar para modular la resistencia de la célula. 

Uno o más de los genes cas se pueden usar para modificar por ingeniería una célula, tal como una célula receptora. 25 
En particular, uno o más genes cas se pueden usar para modificar por ingeniería una célula, tal como una célula 
receptora, que en combinación con una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR y uno o más 
espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o 
un producto de transcripción del mismo. A modo de ejemplo, el(los) gen(es) se puede(n) insertar en el ADN de una 
célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico de una célula, usando diversos 30 
métodos que son bien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden usar como 

una plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), 
tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que los genes cas se crean o forman en el ADN de la célula. A 
modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden clonar en una construcción, un plásmido o un vector y similares 
que a continuación se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria. 35 

Los genes cas pueden comprender o consistir en un grupo cas seleccionado entre el grupo que consiste en 
cualquiera de una o más de SEC. ID. Nº 461, SEC. ID. Nº 466, SEC. ID. Nº 473, SEC. ID. Nº 478, SEC. ID. Nº 488, 
SEC. ID. Nº 493, SEC. ID. Nº 498, SEC. ID. Nº 504, SEC. ID. Nº 509, SEC. ID. Nº 517. 

Los genes cas pueden comprender o consistir en cualquiera de una o más de SEC. ID. Nºs 462-465, 467-472, 474-

477, 479-487, 489-492, 494-497, 499-503, 505-508, 510-516 y/o 517-521. 40 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas se usan junto con o en combinación con una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o más espaciadores CRISPR. 

Repetición CRISPR 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “repetición CRISPR” tiene el significado convencional como el 
usado en la técnica, es decir, múltiples repeticiones directas y cortas, las cuales muestran ninguna o muy poca 45 
variación de secuencia dentro de un locus CRISPR dado. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “CRISPR” es sinónimo del término “repetición CRISPR” 

El número de nucleótidos en una repetición generalmente es aproximadamente 20 a aproximadamente 40 pares de 
bases, pero puede ser aproximadamente 20 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 20 a 
aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 35 pares de bases, 50 
aproximadamente 20 a aproximadamente 33 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 30 pares de 
bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 39 
pares de base, aproximadamente 21 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 23 a 
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aproximadamente 40 pares de base, aproximadamente 23 a aproximadamente 39 pares de bases, 
aproximadamente 23 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 40 pares de 
bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 37 
pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 pares de bases, o aproximadamente 28 ó 29 pares de 
bases. El número de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 140, entre 5 
aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre 10 
aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 135, entre aproximadamente 1 v aproximadamente 130, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 125, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 120, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 115, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 110, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 105, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre 15 
aproximadamente 1 y aproximadamente 95, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 90, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 80, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 70, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 60, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50, entre 
aproximadamente 10 y aproximadamente 140, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 130, entre 
aproximadamente 10 y aproximadamente 120, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 110, entre 20 
aproximadamente 10 y aproximadamente 95, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 90, entre 
aproximadamente 20 y aproximadamente 80, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 70, entre 
aproximadamente 30 y aproximadamente 60, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 50, entre 
aproximadamente 30 y aproximadamente 40, o aproximadamente 32. 

Adecuadamente, el número de nucleótidos en una repetición generalmente es aproximadamente 20 a 25 
aproximadamente 40 pares de bases, pero puede ser aproximadamente 20 a aproximadamente 39 pares de bases, 
aproximadamente 20 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 35 pares de 
bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 33 pares de bases, aproximadamente 20 a aproximadamente 30 
pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 21 a 
aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 21 a aproximadamente 37 pares de bases, 30 
aproximadamente 23 a aproximadamente 40 pares de bases, aproximadamente 23 a aproximadamente 39 pares de 
bases, aproximadamente 23 a aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 40 
pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 39 pares de bases, aproximadamente 25 a 
aproximadamente 37 pares de bases, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 pares de bases o 
aproximadamente 28 o 29 pares de bases. 35 

Adecuadamente, el número de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 140, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre 40 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100. 

Adecuadamente, el número de repeticiones puede oscilar entre aproximadamente 2 y aproximadamente 135, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 130, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 125, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 120, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 115, entre 45 
aproximadamente 2 y aproximadamente 110, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 105, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 95, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 90, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 80, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 70, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 60, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 50, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 40, entre 50 
aproximadamente 2 y aproximadamente 30, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 20, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 10, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 9, entre 
aproximadamente 2 y aproximadamente 8, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 7, entre aproximadamente 
2 y aproximadamente 6, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 2 y 
aproximadamente 4, o entre aproximadamente 2 y aproximadamente 3. 55 

La(s) repetición(es) CRISPR puede(n) comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen 
genómico, sintético o recombinante. 

La(s) repetición(es) CRISPR puede(n) ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o 
antisentido o combinaciones de los mismas. 
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La(s) repetición(es) CRISPR se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, 
ADN recombinante), tal como se describe en la presente memoria. 

Una o más de las repeticiones CRISPR se pueden usar para modificar por ingeniería una célula, tal como una célula 
receptora. En particular, una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR se pueden usar para modificar 
por ingeniería una célula, tal como una célula receptora, que en combinación con uno o más genes cas o proteínas y 5 
uno o más espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. A modo de ejemplo, las(s) repetición(es) se pueden 
insertar en el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico de 
una célula, usando diversos métodos que son bien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, la(s) 
repetición(es) CRISPR se puede(n) usar como una plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de 10 
una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que la(s) 
repetición(es) CRISPR se crea(n) o modifica(n) por ingeniería en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, 
la(s) repetición(es) CRISPR se puede(n) clonar en una construcción, un plásmido o un vector y similares que a 
continuación se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria. 

En un aspecto adicional de la presente invención, se ha proporcionado también un método para identificar una 15 
repetición CRISPR para usarse en la modulación de la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o 
producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos 
un espaciador CRISPR y al menos un gen cas; (ii) modificar por ingeniería la célula de modo que contenga una 
repetición CRISPR; y (iii) determinar si la célula modula la resistencia frente el ácido nucleico diana o producto de 
transcripción del mismo, donde la modulación de la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o producto 20 
de transcripción del mismo es indicativo de que la repetición CRISPR se puede usar para modular la resistencia. 

Adecuadamente, uno o más genes cas o proteínas se usan junto con o en combinación con una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o más espaciadores CRISPR. 
Adecuadamente, el(los) gen(es) cas o proteína(s) y repetición(es) CRISPR forma(n) una combinación funcional tal 
como se describe a continuación. 25 

Un espaciador está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR tiene al 
menos una repetición CRISPR a cada lado. 

Las repeticiones CRISPR pueden comprender o consistir en la secuencia de nucleótidos descrita en cualquiera de 
una o más de SEC. ID. Nºs 1-22. 

Combinación funcional 30 

Tal como se ha mencionado anteriormente, sorprendentemente, los inventores han descubierto que un conjunto 
dado de genes cas o proteínas está siempre asociado con una secuencia repetida dada dentro de un locus CRISPR 
particular. En otras palabras, los genes cas o proteínas parecen ser específicos para una repetición de ADN dada, 
queriendo decir que los genes cas o proteínas y la secuencia repetida forman un par funcional. 

Por consiguiente, las combinaciones particulares de uno o más genes cas o proteínas y una o más, preferiblemente, 35 

dos o más repeticiones CRISPR se usan para que un espaciador CRISPR confiera resistencia frente a un ácido 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo en una célula (por ejemplo, una célula receptora). Por 
consiguiente, sorprendentemente se ha encontrado que no es posible usar simplemente cualquiera de los genes cas 
o proteínas o cualquier repetición CRISPR. En su lugar es una característica de la presente invención que la 
combinación sea funcional. 40 

En el contexto de la combinación repetición CRISPR-gen cas o proteína descrita en la presente memoria, el término 
“funcional” quiere decir que la combinación es capaz de conferir resistencia a un ácido nucleico diana o un producto 
de transcripción del mismo cuando se usa junto con un espaciador CRISPR que se alinea con o es homólogo a un 
ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

Tal como se usa en la presente memoria el término “combinación funcional repetición CRISPR-cas” y “combinación 45 
funcional repetición CRISPR-gen cas” incluye una combinación funcional en la cual cas es un gen cas o una 
proteína Cas. 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 

CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula (por ejemplo, la misma célula 
receptora). 50 

En una realización, el término “derivable” es sinónimo del término “obtenible”. 

En una realización, el término “derivado” es sinónimo del término “obtenido”. 
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Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados) a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma o 
plásmido, preferiblemente un genoma o plásmido de la misma cepa, especie o género. 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados) a partir del mismo locus CRISPER dentro de un genoma o 5 
plásmido sencillo, preferiblemente un genoma o plásmido sencillo de la misma cepa, especie o género. 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural. 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula (por ejemplo, célula receptora). 10 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en el mismo genoma de una célula (por ejemplo, célula 
receptora). 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en el mismo genoma de una cepa, especie o género. 15 

Por consiguiente, en un aspecto adicional, se ha proporcionado una combinación o ácido nucleico que consiste 
esencialmente en al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína. 

En una realización, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinación de al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína y excluyendo al menos un componente adicional de un locus 

CRISPR, tal como la ausencia de uno o más espaciador(es) CRISPR y/o la ausencia de una o más secuencia(s) 20 
líder común(es) o un locus CRISPR. 

En una realización, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinación de al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína sólo y excluyendo todos los otros componentes de un locus 

CRISPR, tal como un locus CRISPR que se da de manera natural. 

En una realización adicional, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinación de al menos dos 25 
repeticiones CRISPER y al menos un gen cas o proteína solo y excluyendo al menos un componente adicional de un 
locus CRISPR, excluyendo preferiblemente al menos un componente adicional de un locus CRISPR que se da de 
manera natural. 

En una realización adicional, el término “consiste esencialmente en” se refiere a una combinación de al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína a condición de que al menos un componente adicional del 30 
locus CRISPR natural esté ausente (por ejemplo, sustancialmente ausente). 

Adecuadamente, se ha proporcionado una combinación de al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen 
cas o proteína a condición de que todos los otros componentes del locus CRISPR estén ausentes (por ejemplo, 
sustancialmente ausentes), preferiblemente que todos los otros componentes del locus CRISPR de la combinación 
natural de repetición(es) CRISPR y gen(es) cas estén ausentes. 35 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación o junto con uno o más espaciadores 
CRISPR.   

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación o junto con al menos uno o más 
espaciadores CRISPR y al menos una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR. 

En una realización, el(los) espaciador(es) CRISPR está(n) o es(son) derivable(s) (preferiblemente, derivados) a partir 40 
de un organismo (por ejemplo, un organismo donante) que es diferente a la célula (por ejemplo, la célula receptora) 
a partir de la cual los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados). 

Se contemplan diversas ordenaciones de repetición(es) CRISPR y gen(es) cas o proteína(s), tales como 
combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas. 45 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en al menos cualquiera de 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 repetición(es) CRISPR en combinación con cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 genes cas o proteínas, tal como 16 repeticiones CRISPR y 12 genes cas o 
proteínas o 18 repeticiones CRISPR y 20 genes cas o proteínas o cualquiera de otras combinaciones de los mismos. 
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La(s) repetición(es) y el(los) gen(es) se pueden ordenar de diversas maneras. 

La combinación puede ser cas1-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al 
menos un espaciador entre las repeticiones), cas2-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones), cas3-repetición (donde la repetición es al 
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones), cas4-repetición 5 
(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones), cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones), cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones) y/o cas6-repetición (donde la repetición es al 
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones). 10 

El gen cas puede ser cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6 o un fragmento, variante, homologo o derivado 
de los mismos. 

El gen cas puede ser cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6 o una pluralidad de los mismos o una 
combinación de los mismos, tal como cas1 y cas2-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas3-repetición (donde la repetición es 15 
al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas4-
repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas1 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al 
menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas6-repetición (donde la 20 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y 
cas3-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas2 y cas4-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas5-repetición (donde la 25 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2  
y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas3 y cas4-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3  y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y cas5-repetición (donde la 30 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y 
cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas4 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas6-repetición (donde la 35 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1B 
y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas1B y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2 y cas3-repetición (donde la repetición es al menos 
dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2 y cas4-repetición 40 
(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas1, cas2 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con 
al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas4-repetición (donde la repetición es al menos 
dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas1B-
repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 45 
repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas6-repetición (donde la repetición es al 
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4 
y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 50 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6-
repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6-
repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 55 
repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas4-repetición 
(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas2, cas3 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con 
al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 60 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas6-repetición 
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(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas5-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, 
cas3, cas4 y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 5 
espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, cas1B  y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6-
repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y cas1B-repetición (donde la 10 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, 
cas4 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, cas1B y cas5-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, 15 
cas4, cas1B y cas6 -repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, cas1B y cas5-repetición 
(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas4, cas1B y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con 20 
al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (donde la repetición es al 
menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas5 y cas6-repetición 
(donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones) o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser cas1 y cas2-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, 25 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas3-repetición (donde la repetición es 
al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas4-

repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las 
repeticiones); cas1 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al 
menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 30 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1 y cas6-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y 
cas3-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas2 y cas4-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos 35 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y cas5-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2 y 
cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas3 y cas4-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos 40 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y cas5-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3 y 
cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones); cas4 y cas1B-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos 45 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4 y cas6-repetición (donde la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1B 
y cas5-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador 
entre las repeticiones) o cas1B y cas6-repetición (donde la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones) o combinaciones de los mismos. 50 

Los genes cas pueden ser una cas1, cas2 y cas3-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2 y cas4-repetición (en los que la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, 
cas2 y cas1B-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas4-repetición (en los que la repetición es al menos dos 55 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas1B-

repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre 
las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas5-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3 y cas6-repetición (en los que 
la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); 60 
cas1, cas2, cas3, cas4 y cas1B-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4 y cas5-repetición (en los que la 
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repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, 
cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B y cas5-repetición (en los que la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, 
cas2, cas3, cas4, cas1B y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 5 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5  y cas6-repetición (en los 

que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones) 
o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser cas2, cas3 y cas4-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas1B-repetición (en los que la 10 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, 
cas3 y cas5-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3 y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas1B-
repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre 15 
las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas5-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4 y cas6-repetición (en los que 
la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); 
cas2, cas3, cas4, cas 1B y cas5-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, cas3, cas4, cas 1B y cas6-repetición (en los que la 20 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas2, 
cas3, cas4, cas 1B, cas5 y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, 
con al menos un espaciador entre las repeticiones) o combinaciones de los mismos. 

Los genes cas pueden ser cas3, cas4 y cas1B-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4 y cas5-repetición (en los que la 25 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, 
cas4 y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, cas1B y cas5-repetición (en los que la repetición es al menos dos 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas3, cas4, cas1B y cas6-
repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre 30 
las repeticiones); cas3, cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, 
preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, cas1B y cas5-repetición (en los que la 
repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas4, 
cas1B y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un 
espaciador entre las repeticiones); cas4, cas1B, cas5 y cas6-repetición (en los que la repetición es al menos dos 35 
repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones); cas5, y cas6-repetición (en los 
que la repetición es al menos dos repeticiones, preferiblemente, con al menos un espaciador entre las repeticiones) 
o combinaciones de los mismos. 

Cuando la combinación de un gen cas y una repetición CRISPR comprende más de un gen cas, se entenderá que la 
repetición CRISPR puede estar insertada en el extremo 3’ de los genes cas, el extremo 5’ de los genes cas, o 40 
incluso entre los genes cas, siempre que al menos uno de los genes cas se mantenga funcional. 

En una realización, una primera combinación repetición CRISPR-gen cas o proteína (que comprende al menos un 
gen cas o proteína y al menos dos repeticiones CRISPR, donde ambas son derivables (preferiblemente, derivadas) 

a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma) se puede usar en combinación con una segunda 
combinación repetición CRISPR-gen cas o proteína (que comprende al menos un gen cas o proteína y al menos dos 45 
repeticiones CRISPR, donde ambas son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir del mismo o un locus 
CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en esta realización de la invención, la primera y segunda 
combinación son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes loci CRISPR dentro de 
un genoma. 

Por tanto, las primera y segunda combinación repetición CRISPR-gen cas puede incluso ser a partir de genomas 50 
diferentes, tales como los genomas diferentes dentro del mismo grupo, tal como se describe en más detalle en la 
presente memoria. 

En una realización aún adicional de la presente invención, una primera y/o segunda combinación repetición 
CRISPR-gen cas o proteína (que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR derivables 
(preferiblemente, derivadas) a partir del mismo locus CRISPR dentro de un genoma) se puede usar en combinación 55 
con 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ó 10 o más combinaciones repetición CRISPR-gen cas o proteína (comprendiendo cada una al 
menos un gen cas o proteína y al menos dos repeticiones CRISPR derivables (preferiblemente, derivadas) a partir 
de los mismos o un loci CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en esta realización de la 
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invención, las combinaciones son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismo o diferentes loci 
CRISPR dentro de un genoma. 

En una realización adicional de la invención, las combinaciones pueden incluso ser a partir de diferentes genomas, 
tales como los genomas diferentes dentro del mismo grupo, tal como se describe en más detalle en la presente 
memoria. 5 

En otras palabras, para que la combinación repetición CRISPR-gen cas o proteína confiera resistencia, en algunas 

realizaciones, la(s) repetición(es) CRISPR y el(los) gen(es) o proteína(s) se da(n) conjuntamente de manera natural 
dentro de un locus CRISPR dado de un genoma. En algunas realizaciones, la(s) repetición(es) CRISPR y el(los) 
gen(es) cas o proteína(s) que se dan conjuntamente de manera natural dentro del mismo locus CRISPR de un 
genoma. Estas combinaciones funcionales juntas pueden conferir resistencia frente a un ácido nucleico o un 10 
producto de transcripción del mismo. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar una combinación funcional de un gen cas o 
proteína y una repetición CRISPR que comprende las etapas de: (i) analizar las secuencias (por ejemplo, 
secuencias de ácido nucleico o proteína) del gen cas o proteína y la repetición CRISPR; (ii) identificar uno o más 
grupos de genes cas o proteínas; (iii) identificar uno o más grupos de repeticiones CRISPR; y (iv) combinar aquellas 15 
secuencias de genes cas o proteína y la repetición CRISPR que caen dentro del mismo grupo. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para identificar una combinación funcional de un gen cas o 
proteína y una repetición CRISPR para usarse en la modulación de la resistencia de una célula frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que 
comprende una combinación de uno o más genes cas o proteínas y una o más, preferiblemente, dos o más 20 
repeticiones CRISPR; (ii) modificar por ingeniería la célula de modo que contenga uno o más espaciadores CRISPR; 
y (iii) determinar si la célula modula la resistencia frente a un ácido nucleico diana, donde la modulación de la 
resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo es indicativo de que 
la combinación se puede usar para modular la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana. 

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteína y la repetición CRISPR son o son derivables 25 
(preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes cepas. 

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteína y la repetición CRISPR son o son derivables 

(preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes especies. 

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteína y la repetición CRISPR son o son derivables 
(preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes géneros. 30 

Adecuadamente, las secuencias del gen cas o proteína y la repetición CRISPR son o son derivables 

(preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes organismos. 

Adecuadamente, el análisis se realiza usando análisis de grafico de punto. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN o ARN de origen genómico, sintético 
o recombinante. 35 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en ADN y ARN de origen genómico, sintético 
o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPR de ADN de origen 
genómico, sintético o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPR de ARN de origen 40 
genómico, sintético o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición de gen cas de ADN de 
origen genómico, sintético o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en un gen cas de ARN de origen genómico, 
sintético o recombinante. 45 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPR de ADN y gen cas 
de ADN de origen genómico, sintético o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPR de ADN y gen cas 

de ARN de origen genómico, sintético o recombinante. 
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La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPER de ARN y gen 
cas de ADN de origen genómico, sintético o recombinante. 

La combinación puede comprender, consistir o consistir esencialmente en una repetición CRISPR de ARN y gen cas 
de ARN de origen genómico, sintético o recombinante. 

La repetición CRISPER puede ser de doble cadena o cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o 5 
combinaciones de las mismas. 

El gen cas puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o 
combinaciones de las mismas.  

La repetición CRISPR puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido 
o combinaciones de las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la 10 

cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. 

La repetición CRISPR puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de 
las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones 
de las mismas. 

La repetición CRISPR puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de 15 
las mismas y el gen cas puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones 
de las mismas. 

La repetición CRISPR puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones 
de las mismas y el gen cas puede ser de doble cadena si representa la cadena sentido o antisentido o 

combinaciones de las mismas. 20 

La repetición CRISPR puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones 
de las mismas y el gen cas puede ser de cadena sencilla si representa la cadena sentido o antisentido o 
combinaciones de las mismas. 

Una o más de las combinaciones funcionales como las descritas anteriormente se pueden usar para modificar por 
ingeniería una célula, tal como una célula receptora. En particular, una o más combinaciones funcionales se pueden 25 
usar para modificar por ingeniería una célula, tal como una célula receptora, que en combinación con uno o más 
espaciadores CRISPR se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o 
producto de transcripción del mismo. A modo de ejemplo, las combinaciones funcionales se pueden insertar en el 
ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN de plásmido o ADN genómico de una célula, 
usando diversos método que son bien conocidos en la técnica. A modo de ejemplo adicional, las combinaciones 30 
funcionales se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, se crean de modo que las combinaciones 
funcionales en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las combinaciones funcionales se pueden clonar 
en una construcción, un plásmido o un vector y similares el cual a continuación se transforman en la célula, usando 
métodos tales como los descritos en la presente memoria. 35 

En una realización, la combinación funcional se obtiene o es obtenible mediante un método que comprende las 
etapas de: (a) analizar las secuencias de un gen cas y una repetición CRISPR; (b) identificar uno o más grupos de 
genes cas; (c) identificar uno o más grupos de repeticiones CRISPR; y (d) combinar aquellos genes cas y 
secuencias de repetición CRISPR que caen dentro del mismo grupo, donde la combinación del gen cas y las 

secuencias de repetición CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinación es una combinación 40 
funcional. 

Los grupos se describen a continuación en más detalle. 

Espaciador CRISPR 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “espaciador CRISPR” tiene el significado convencional como el 
usado en la técnica y se refiere a las secuencias de espaciador no repetitivas que se encuentran entre las múltiples 45 
repeticiones directas y cortas (es decir, repeticiones CRISPR) de loci CRISPR. En otras palabras, un espaciador 
CRISPR se encuentra entre dos repeticiones CRISPR. 

Se ha encontrado que las secuencias de espaciador CRISPR en procariotas con frecuencia tienen similitudes 
significantes a una diversidad de moléculas de ADN, tales como los elementos genéticos (que incluyen, pero no se 
limitan a, cromosomas, bacteriófagos y plásmidos conjugativos). Curiosamente, las células que llevan estos 50 
espaciadores CRISPR son incapaces de ser infectadas por moléculas de ADN que contienen secuencias homólogas 
a los espaciadores (Mojica et al. 2005). 
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Generalmente, el espaciador CRISPR de manera natural está presente entre dos múltiples repeticiones directas, 
cortas, e idénticas que son palindrómicas. 

Adecuadamente, el espaciador CRISPR es homólogo al ácido nucleico diana o un producto de transcripción del 
mismo o una secuencia identificada. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud, en 
el contexto de la presente invención se prefiere expresar la homología en términos de identidad de secuencia. Una 5 
secuencia homóloga se supone que incluye un espaciador CRISPR, el cual puede ser al menos idéntico al 70, 75, 
80, 85 ó 90%, o al menos idéntico al 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ó 99% a la secuencia de ácido nucleico diana o un 
producto de transcripción de la misma o una secuencia identificada. 

En algunas realizaciones, el espaciador CRISPR es idéntico al 100% a la secuencia del ácido nucleico diana. 

El número de espaciadores CRISPR en un loci o locus CRISPR dado puede variar entre especies. 10 

Adecuadamente, el número de espaciadores puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 140, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente  100, entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 5 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 15 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 20 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 25 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100, entre 15 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 40 y aproximadamente 100, entre 
aproximadamente 45 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100. 

Adecuadamente, el número de espaciadores puede oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 135, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 130, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 125, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 120, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 115, entre 20 
aproximadamente 1 y aproximadamente 110, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 105, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 100, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 95, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 90, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 80, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 70, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 60, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 50, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 40, entre 25 
aproximadamente 1 y aproximadamente 30, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 10, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 9, entre 
aproximadamente 1 y aproximadamente 8, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 7, entre aproximadamente 
1 y aproximadamente 6, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5, entre aproximadamente 1 y 
aproximadamente 4, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 3, entre aproximadamente 1 y aproximadamente 30 
2. 

Generalmente, los espaciadores CRISPR se identifican mediante análisis de secuencia como los tramos de ADN 
localizados entre dos repeticiones. 

Tal como se describe en la presente memoria, los inventores sorprendentemente han descubierto que el uso de uno 
o más genes cas o proteínas en combinación con una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR 35 

(preferiblemente, combinación(es) funcional(es) de las mismas) mantienen la especificidad de la inmunidad a 
conferir por uno o más espaciadores CRISPR en una célula, tal como una célula receptora. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “especificidad de inmunidad” quiere decir que se puede conferir 
inmunidad frente a una secuencia específica de ácido nucleico o producto de transcripción de la misma usando una 
secuencia de espaciador CRISPR específico (o seudo espaciador CRISPR). Por consiguiente, un espaciador 40 
CRISPR dado no confiere resistencia frente a cualquier secuencia de ácido nucleico o producto de transcripción de 
la misma sino sólamente a aquellas secuencias frente a las cuales el espaciador CRISPR (o seudo espaciador 
CRISPR) es homólogo, tal como  idéntico al 100%. 

El(los) espaciador(es) CRISPR puede(n) ser derivables (preferiblemente derivados) a partir de un organismo, tal 
como un organismo donante, que es diferente a la célula, tal como la célula receptora o incluso un organismo 45 
donante adicional, a partir del cual los uno o más genes o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas). Los espaciadores CRISPR pueden estar o 
pueden ser derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un organismo, tal como un organismo donante, que es 
heterólogo a la célula, tal como la célula receptora o incluso un organismo donante adicional, a partir del cual los uno 
o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR son o son 50 
derivables (preferiblemente, derivadas). Los uno o más genes cas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones CRISPR pueden estar o pueden ser derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula 
homóloga (es decir, la misma), tal como una célula receptora homóloga. 

Para evitar la duda, los espaciador(es) CRISPR se puede(n) diseñar y producir sintéticamente (por ejemplo, usando 
técnicas de ADN recombinante). 55 
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En una realización, los espaciadores CRISPR son heterólogos (es decir, diferentes) a la célula, tal como la célula 
receptora, a partir de la cual los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente derivadas) y los uno o más genes cas o proteínas y/o 
las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a 
partir de una célula homóloga, tal como una célula receptora homóloga. 5 

En otra realización, los espaciadores CRISPR son heterólogos (es decir, diferentes) a la célula, tal como la célula 
receptora, a partir de la cual los uno o más genes cas o proteínas son o son derivables (preferiblemente, derivados). 

En otra realización, los espaciadores CRISPR son heterólogos a la célula, tal como la célula receptora y los uno o 
más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR son o son 
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula homóloga, tal como una célula receptora homóloga. 10 

En otra realización, los espaciadores CRISPR son heterólogos a la célula, tal como la célula receptora, mientras que 
los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR es/son 
homólogas a la célula, tal como la célula receptora. 

En otra realización, los espaciadores CRISPR son heterólogos a la célula receptora, mientras que la célula receptora 
es homóloga para los uno o más genes cas o proteínas y/o las una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 15 

CRISPR. 

En otra realización, el espaciador CRISPR usado de acuerdo con la presente invención es uno que no está asociado 
de manera natural con la repetición CRISPR y/o genes cas y/o la combinación funcional repetición CRISPR-gen cas. 
En otras palabras, el espaciador CRISPR en el locus CRISPR recombinante de acuerdo con la presente invención 
es heterólogo a la repetición CRISPR y/o los genes cas del locus CRISPR. 20 

Uno o más de los espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingeniería una célula, tal como una 
célula receptora. En particular, uno o más espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingeniería una 
célula, tal como una célula receptora, que en combinación con uno o más genes cas o proteínas y/o una o más, 

preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR (preferiblemente, una o más combinaciones funcionales de las 
mismas) se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de 25 
transcripción del mismo. 

Adecuadamente, uno o más espaciadores CRISPR se pueden usar para modificar por ingeniería una célula, tal 
como una célula receptora. En particular, uno o más espaciadores CRISPR se pueden usar  para modificar por 
ingeniería una célula, tal como una célula receptora, que en combinación con uno o más genes cas o proteínas se 
pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de 30 
transcripción del mismo. 

A modo de ejemplo, los espaciadores CRISPR se pueden insertar en el ADN de una célula (por ejemplo, una célula 
receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico de una célula, usando diversos métodos que son bien 
conocidos en la técnica. 

A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar (por 35 
ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, 
de modo que los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula. 

A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden clonar en una construcción,  un plásmido o un 
vector y similares que a continuación se transforman en la célula, usando métodos como los descritos en la presente 
invención. 40 

En un aspecto adicional, también se ha proporcionado un método para identificar un espaciador CRISPR para 
usarse en la modulación de la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de 
transcripción del mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprenda al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína; (ii) identificar al menos un espaciador CRISPR en un 
organismo, tal como un organismo donante; (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo 45 
que tenga homología al espaciador CRISPR del organismo donante que comprende el ácido nucleico diana; y (iv) 
determinar si la célula modula la resistencia frente al ácido nucleico diana, donde la modulación de la resistencia de 
la célula frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo es indicativo de que el espaciador 
CRISPR modula la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana. 

Los espaciadores CRISPR pueden comprender o consistir en la secuencia de nucleótidos descrita en cualquiera o 50 
más de cualquiera de SEC. ID. Nºs 23-460 y/o SEC. ID. Nºs 522-665. 

Un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR 
tiene al menos una repetición a cada lado. 

ES 2 398 918 T3

 



24 

 

Sin estar obligado por ninguna teoría particular, cuanto más lejos esté un espaciador CRISPR dado del extremo 5’ 
del locus CRISPR (que comprende el(los) gen(es) o la secuencia líder), puede ser menor la resistencia conferida por 
ese espaciador CRISPR. Por consiguiente, en una realización de la presente invención se prefiere que uno o más de 
los primeros 100 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o 
la secuencia líder) estén modificados, más preferiblemente, que uno o más de los primeros 50 espaciadores 5 
CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia líder) estén 

modificados, más preferiblemente, que uno o más de los primeros 40 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ 
del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia líder) estén modificados, más preferiblemente, 
que uno o más de los primeros 30 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende 
los genes cas y/o la secuencia líder) estén modificados, más preferiblemente, que uno o más de los primeros 20 10 
espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia 
líder) estén modificados, más preferiblemente, que uno o más de los primeros 15 espaciadores CRISPR a partir del 
extremo 5’ del locus CRISPR (que comprende los genes cas y/o la secuencia líder) estén modificados, más 
preferiblemente, , que uno o más de los primeros 10 espaciadores CRISPR a partir del extremo 5’ del locus CRISPR 
(que comprende los genes cas y/o la secuencia líder) estén modificados. 15 

Tal como se apreciará por el experto en la técnica, diferentes bacterias tienen diferentes números de espaciadores 
CRISPR. 

Zona central del Espaciador CRISPR 

Para un tipo de CRISPR específico dentro de una especie microbiana, el espaciador CRISPR generalmente se 
representa mediante una longitud predominante definida, pero el tamaño puede variar. Los tipos de CRISPR 20 
descritos hasta la fecha se han encontrado que contienen una longitud de espaciador predominante de entre 
aproximadamente 20 pb y aproximadamente 58 pb. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “zona central de espaciador CRISPR” quiere decir la longitud 
del espaciador observado más corto dentro de un tipo de CRISPR. Por tanto, a modo de ejemplo, dentro de CRISPR 
Tipo 1 de Streptococcus thermophilus, la longitud del espaciador dominante es 30 pb con una minoría de 25 
espaciadores entre 28 pb y 32 pb en tamaño. Así en este ejemplo particular (CRISPR Tipo 1 de S. thermophilus), la 
zona central de espaciador CRISPR se define como un tramo continuo de 28 pb. 

Adecuadamente, la zona central del espaciador CRISPR es homóloga al ácido nucleico diana o un producto de 
transcripción del mismo o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona central. Aunque la 
homología también se puede considerar en términos de similitud, en el contexto de la presente invención se prefiere 30 
expresar homología en términos de identidad de secuencia. Una secuencia homóloga se supone que incluye una 
zona central de espaciador CRISPR, la cual puede ser al menos idéntico al 90% o al menos idéntico al 91, 92, 93, 
94, 95, 96, 97, 98 o 99 % a la secuencia de ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo o una 
secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona central. 

Adecuadamente, la zona central del espaciador CRISPR es idéntico al 100% a la secuencia de ácido nucleico diana 35 
o un producto de transcripción del misma o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia de la zona 
central. 

Seudo espaciador CRISPR 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “seudo espaciador CRISPR” se refiere a una secuencia de 
ácido nucleico presente en un organismo (por ejemplo, un organismo donante), tal como bacteriófago, la cual es 40 
preferiblemente esencial para la función y/o supervivencia y/o replicación y/o infectividad y similares, y la cual forma 
una secuencia espaciador CRISPR; y/o se puede usar para formar o preparar una secuencia de espaciador CRISPR 
la cual es complementaria a o homóloga al seudo espaciador CRISPR; y/o se puede usar para modular la 
resistencia. 

Uno o más de los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u 45 
homólogo(s) al uno o más seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para modificar por ingeniería una célula, 
tal como una célula receptora. En particular, uno o más seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que 
es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para 
modificar por ingeniería una célula, tal como una célula receptora, que en combinación con uno o más genes cas o 
proteínas y/o una o más repeticiones CRISPR (por ejemplo, una o más combinaciones funcionales de las mismas) 50 
se pueden usar para modular la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de 
transcripción del mismo. 

Uno o más seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a 
los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) usar para modificar por ingeniería una célula, tal como 
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una célula receptora, que en combinación con uno o más genes cas o proteínas se pueden usar para modular la 
resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

A modo de ejemplo, los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u 
homologo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) insertar en el ADN de una célula (por 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico de una célula, usando diversos métodos 5 
que son bien conocidos en la técnica. 

A modo de ejemplo adicional, los seudo espaciadores CRISPR se pueden usar como plantilla sobre la cual modificar 
(por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN 
genómico, de modo que los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, 
los seudo espaciadores CRISPR o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o 10 
más seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) clonar en una construcción, un plásmido o un vector y similares que 
a continuación se transforman en la célula, usando métodos  como los descritos en la presente memoria. 

Secuencia de ácido nucleico 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico (por ejemplo, una secuencia 
recombinante o una de ácido nucleico aislada) que consiste esencialmente en al menos un gen cas o proteína. 15 

La secuencia de ácido nucleico puede ser ADN o ARN de origen genómico, sintético o recombinante, por ejemplo, 
ADNc. La secuencia de nucleótidos puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido 
o antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de ácido nucleico recombinante se pueden preparar 
mediante el uso de técnicas de ADN recombinante, tal como se ha descrito en la presente memoria. La secuencia 
de ácido nucleico diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen. 20 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “que esencialmente consiste en” en el contexto de la secuencia 
de ácido nucleico se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende uno o más genes cas y que excluye 
al menos un componente adicional de un locus CRISPR, tal como las repeticiones CRISPR, los espaciadores 
CRISPR y/o la secuencia líder común. 

Por consiguiente, en una realización, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que consiste 25 
esencialmente en al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al 
menos un gen cas y al menos un espaciador CRISPR. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al 
menos un gen cas, al menos un espaciador CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR. 30 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que al menos un componente adicional de un locus CRISPR esté ausente, adecuadamente, a 
condición de que al menos un componente adicional de un locus CRISPR natural esté ausente (por ejemplo, 
sustancialmente ausente). 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 35 
cas a condición de que los espaciadores CRISPR del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condición 
de que los espaciadores CRISPR de un locus CRISPR natural estén ausentes (por ejemplo, sustancialmente 
ausente). 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que las repeticiones CRISPR del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condición de 40 
que las repeticiones CRISPR de un locus CRISPR natural estén ausentes. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que las secuencias líder comunes del locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a 

condición de que las secuencias líder comunes del locus CRISPR natural estén ausentes. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 45 
cas a condición de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPR del locus CRISPR estén ausentes, 
adecuadamente, a condición de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPR del locus CRISPR natural 
estén ausentes. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPER del locus CRISPR estén ausentes, 50 
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adecuadamente, a condición de que los espaciadores CRISPR y las repeticiones CRISPR del locus CRISPR natural 
estén ausentes. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que los espaciadores CRISPR y las secuencias líder comunes del locus CRISPR estén ausentes, 
adecuadamente, a condición de que los espaciadores CRISPR y las secuencias líder comunes del locus CRISPR 5 
natural estén ausentes. 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que las repeticiones CRISPR y las secuencias líder comunes del locus CRISPR estén ausentes, 
adecuadamente, a condición de que las repeticiones CRISPR y las secuencias líder comunes del locus CRISPR 
natural estén ausentes. 10 

En una realización adicional, se ha proporcionado una secuencia de ácido nucleico que comprende al menos un gen 
cas a condición de que las repeticiones CRISPR, los espaciadores CRISPR y las secuencias líder comunes del 
locus CRISPR estén ausentes, adecuadamente, a condición de que las repeticiones CRISPR, los espaciadores 
CRISPR y las secuencias líder comunes del locus CRISPR natural estén ausentes. 

La secuencia de ácido nucleico y los ácidos nucleicos se pueden aislar o sustancialmente purificar. Por “aislar” o 15 
“sustancialmente purificar” se hace pensar que las moléculas de ácido nucleico, o fragmentos  biológicamente 
activos o variantes, homólogos, o derivados de los mismos están sustancialmente o esencialmente libres de 
componentes normalmente encontrados en asociación con el ácido nucleico en su estado natural. Dichos 
componentes incluyen otro material, medios de cultivo a partir de la producción recombinante y diversos 
componentes químicos usados en sintetizar químicamente los ácidos nucleicos. 20 

Una secuencia de ácido nucleico o ácido nucleico “aislado” generalmente está libre de secuencias de ácido nucleico 
que flanquean el ácido nucleico de interés en el ADN genómico del organismo a partir del cual se derivó el ácido 
nucleico (tal como secuencias codificadoras presentes en los extremos 5’ o 3’). Sin embargo, la molécula puede 
incluir algunas bases o restos adicionales que no afectan de manera perjudicial las características básicas de la 
composición. 25 

La(s) secuencia(s) de ácido nucleico se puede(n) usar en la modificación por ingeniería de una célula, tal como una 
célula receptora. A modo de ejemplo, la secuencia de ácido nucleico puede estar insertada en el ADN, tal como ADN 
plásmido o ADN genómico, de una célula receptora, usando métodos, tal como recombinación homóloga. A modo 
de ejemplo adicional, la(s) secuencia(s) de ácido nucleico se puede(n) usar como plantilla sobre la cual modificar 
(por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN 30 
genómico, de modo que la(s) secuencia(s) de ácido nucleico se crea(n) en el ADN de la célula. A modo de ejemplo 
adicional, la(s) secuencia(s) de ácido nucleico se puede(n) clonar en una construcción, un plásmido o un vector y 
similares que a continuación se transforman en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente 
memoria. 

Un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR 35 
tiene al menos una repetición CRISPR a cada lado. 

Secuencia de Ácido Nucleico Diana 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “secuencia de ácido nucleico diana” se refiere a cualquier 
secuencia de ácido nucleico o producto de transcripción de la misma, frente a la cual se modula la resistencia en 
una célula, tal como una célula receptora,. 40 

La resistencia puede ser frente a la secuencia de ácido nucleico diana per se. Ventajosamente, esto confiere 
resistencia a una célula frente a un organismo donante a partir del cual el(los) ácido(s) nucleico(s) diana es(son) 
derivable(s) (preferiblemente, derivado(s)). Por tanto, a modo de ejemplo, la inserción de un seudo espaciador 
CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un bacteriófago o un(os) espaciador(es) CRISPR que 
es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR en una célula, tal como 45 
una célula receptora, puede conferir resistencia al bacteriófago. Por tanto, a modo de ejemplo adicional, la inserción 
entre dos repeticiones CRISPR de un seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un 
bacteriófago o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo 
espaciador(es) CRISPER en una célula, tal como una célula receptora, puede conferir resistencia al bacteriófago. 

La resistencia puede ser frente a un producto de transcripción de la secuencia de ácido nucleico diana, tal como un 50 
transcrito de la secuencia de ácido nucleico diana (por ejemplo, un transcrito de ARN (por ejemplo, ARNm) (por 
ejemplo, un transcrito sentido o antisentido) o incluso un producto de transcripción de polipéptido. Ventajosamente, 
esto confiere resistencia a una célula frente a un organismo donante a partir del cual el producto de transcripción es 
derivable (preferiblemente, derivado). 
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La secuencia de nucleótidos diana puede ser ADN o ARN de origen genómico, sintético o recombinante. 

La secuencia de nucleótidos puede ser de doble cadena o de cadena sencilla si representa la cadena sentido o 
antisentido o combinaciones de las mismas. 

La secuencia de nucleótidos se puede preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, 
ADN recombinante). 5 

La secuencia de nucleótidos puede ser la misma que una forma que se da de manera natural, o puede ser derivable 
(preferiblemente, derivada) a partir de la misma. 

La secuencia de ácido nucleico diana puede ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen. 

La secuencia de ácido nucleico diana puede ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una 
variante, homólogo, fragmento o derivado de un gen. 10 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de 
bacteriófago. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de ADN 
plásmido. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un elemento 15 
genético móvil. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un elemento 
transponible o una secuencia de inserción. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen que 
confiere resistencia. 20 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un gen que 
confiere resistencia a un antibiótico. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de un factor de 
virulencia. 

En una realización, la secuencia nucleica diana es o es derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una toxina, 25 
una intemalina o una hemolisina. 

Modular resistencia 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular la resistencia de una célula, tal como una 
célula receptora, frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “modular la resistencia” puede referirse a suprimir, reducir, 30 
disminuir, inducir, conferir, restaurar, elevar, incrementar o de lo contrario afectar la resistencia de una célula a un 
ácido nucleico diana. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “resistencia” no quiere decir que implique que una célula es 
100% resistente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo, pero incluye células que son 
tolerantes al ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 35 

Tal como se usa en la presente memoria el término “resistencia a ácido nucleico diana o producto de transcripción 
del mismo” quiere decir que se confiere resistencia frente a una célula o un organismo, tal como un fago, que 
comprende o produce el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

Sin estar obligado por cualquier teoría particular, creemos que la resistencia o inmunidad no está enlazada a la 
“entrada” de ADN exógeno en una célula (es decir, penetración a través de la membrana celular). La inmunidad o 40 
resistencia se prefiere que corresponda a una obstrucción, obstáculo, impedimento, barrera o anulación de la 
persistencia, mantenimiento o supervivencia del ácido nucleico entrante (o bien, por ejemplo, en una forma lineal 
libre, o integrado dentro del cromosoma bacteriano, fuera de un locus CRISPR o dentro de una molécula circular, tal 
como un plásmido), o a una obstrucción, obstáculo, impedimento, barrera o anulación de su replicación y/o 
transcripción y/o expresión. 45 
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En una realización, los componentes mínimos que confieren inmunidad o resistencia frente a un ácido nucleico diana 
o producto de expresión del mismo son al menos un gen cas (o una proteína Cas) y al menos dos repeticiones 

CRISPR que flanquean un espaciador. 

En una realización, se prefiere que “modular resistencia” quiera decir inducir, conferir, elevar o incrementar la 
resistencia de una célula a un ácido nucleico diana. 5 

En un aspecto, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de 
una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 
(i) identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (preferiblemente, una 
secuencia esencial a la función o supervivencia del organismo); (ii) preparar un espaciador CRISPR que sea un 
homólogo de secuencia, (adecuadamente idéntico al 100%), a la secuencia identificada; (iii) preparar un ácido 10 
nucleico que comprenda al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador 
CRISPR; y (iv) transformar una célula con dicho ácido nucleico para así volver a la resistencia celular a dicho ácido 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “secuencia conservada” en el contexto de identificar una 
secuencia conservada en un organismo necesariamente no tiene que ser conservada en su sentido más estricto 15 
puesto que el conocimiento de una secuencia a partir de un organismo dado sería suficiente. Además, la secuencia 
no necesita ser parte de una entidad esencial, puesto que creemos que un espaciador inspirado a partir de un gen 
esencial sería más eficiente en conferir inmunidad o resistencia. 

En una realización, la secuencia conservada es una secuencia que es esencial para la función y/o la supervivencia 
y/o la replicación y/o la infectividad y similares de un organismo o una célula. A modo de ejemplo, la secuencia 20 
conservada puede ser una helicasa, una primasa, una proteína estructural de cabeza o cola, una proteína con un 
dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otros) o unas secuencia conservadas entre genes importantes de 
fago. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la 
resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que comprende 25 
las etapas de: (i) identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo resistente al ácido nucleico diana o 
producto de transcripción del mismo; (ii) preparar un ácido nucleico recombinante que comprenda al menos un gen 
cas o proteína y al menos dos repeticiones CRISPR junto con dichos uno o más espaciadores identificados; y (iii) 
transformar una célula con dicho ácido nucleico recombinante para así volver a la célula receptora resistente a dicho 
ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 30 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la 
resistencia de una célula que comprende al menos uno o más genes cas o proteínas y una o más, preferiblemente, 
dos o más repeticiones CRISPR frente a ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que 
comprende las etapas de: (i) identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo resistente al ácido 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo, y (ii) modificar la secuencia de uno o más espaciador(es) 35 
CRISPR en la célula de modo que el(los) espaciador(es) tiene(n) homología a los espaciador(es) CRISPR en el 
organismo. 

En una realización, uno o más espaciadores CRISPR en una célula, tal como una célula receptora, se modifican (por 
ejemplo, por ingeniería genética) de modo que el(los) espaciador(es) CRISPR tiene(n) homología a uno o más 
espaciador(es) CRISPR en un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un 40 
ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo para volver a la célula resistente al ácido nucleico 
diana. 

Adecuadamente, los uno o más genes cas o proteínas y uno o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 

CRISPR en la célula son una combinación funcional como las descritas en la presente memoria. 

La ingeniería genética puede incluir, pero no se limita a, añadir (por ejemplo, insertar), someter a deleción (por 45 
ejemplo, separar) o modificar (por ejemplo, mutar) la secuencia de los uno o más espaciadores CRISPR o en una 
célula de modo que el espaciador CRISPR tenga homología (por ejemplo, homología incrementada después de la 
ingeniería genética) a uno o más espaciadores CRISPR de un organismo donante. Esta etapa de ingeniería dará 
como resultado una célula que será sustancialmente sensible a un ácido nucleico diana o un producto de 
transcripción del mismo al ser sustancialmente resistente al ácido nucleico diana o un producto de transcripción del 50 
mismo. 

La ingeniería genética puede incluso incluir, pero no se limita a, añadir (por ejemplo, insertar) o someter a deleción 
(por ejemplo, separar) la secuencia de los uno o más seudo espaciadores CRISPR en una célula. Esta etapa de 
ingeniería dará como resultado una célula que será sustancialmente sensible a un ácido nucleico diana o un 
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producto de transcripción del mismo al ser sustancialmente resistente al ácido nucleico diana o un producto de 
transcripción del mismo. 

En otra realización, “modular la resistencia” quiere decir suprimir, reducir o disminuir la resistencia de una célula a un 
ácido nucleico diana. 

Por tanto, en un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para disminuir o reducir la resistencia de una 5 
célula, tal como una célula receptora, que comprende al menos uno o más genes cas o proteínas y una o más, 

preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del 
mismo. 

De acuerdo con esta realización, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno o más espaciadores 
CRISPR en un organismo que es sustancialmente resistente al ácido nucleico diana o un producto de transcripción 10 
del mismo; y (ii) modificar la secuencia de uno o más espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que el(los) 
espaciador(es) CRISPR tenga(n) un grado reducido de homología a el(los) espaciador(es) CRISPR en el organismo. 

En otra realización, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, disminuir) la resistencia de una 
célula que comprende uno o más genes cas o proteínas y una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones 
CRISPR frente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: (i) 15 
identificar un espaciador CRISPR o un seudo espaciador CRISPR en un organismo que comprenda un ácido 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo frente al cual se modula la resistencia; y (ii) identificar el 
espaciador CRISPR en el organismo en el cual se modula la resistencia; y (iii) adaptar la secuencia del espaciador 
CRISPR en el organismo en el cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR tenga un grado 
inferior de homología al espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo que comprende el ácido 20 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo frente al cual se modula la resistencia. 

Se modifican uno o más espaciadores CRISPR en una célula sustancialmente resistente por ingeniería para volver a 
la célula sensible a un ácido nucleico diana. La ingeniería genética puede incluir, pero no se limita a, la adición (por 
ejemplo, inserción), deleción (por ejemplo, separación) o modificación de una o más combinaciones funcionales 
repetición CRISPR-cas o porciones o fragmentos de los mismos en la célula sustancialmente resistente y/o la 25 
adición (por ejemplo, inserción), deleción (por ejemplo, separación) o modificación de uno o más espaciadores 
CRISPR o porciones o fragmentos de los mismos en la célula sustancialmente resistente. 

A continuación, la etapa de ingeniería dará como resultado una célula que será sustancialmente resistente a un 
ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo llegando a ser sustancialmente sensible a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 30 

Generalmente, para conferir sensibilidad a una célula, se espera que uno o más espaciadores CRISPR, uno o más 
genes cas o proteínas, una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR o una o más combinaciones 
funcionales repetición CRISPR-cas a partir de una célula sustancialmente resistente se separarán, someterán a 
deleción o modificarán de modo que no se confiere resistencia durante más tiempo. 

Ventajosamente, las células que son sensibles a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo 35 
se pueden preparar de modo que sus niveles dentro de un cultivo dado, tal como un cultivo iniciador, se puede 
modular (por ejemplo, disminuir) tal como se desee. Por tanto, a modo de ejemplo, se puede desarrollar un cultivo 
iniciador que comprenda dos o cepas bacterianas de modo que todos los miembros del cultivo son sensibles al 
mismo agente (por ejemplo, bacteriófago). Por consiguiente, una vez que no se desee que el cultivo esté vivo 
durante más tiempo, el cultivo se puede poner en contacto con el mismo agente sencillo para matar todos los 40 
miembros del cultivo. 

Además, incluso puede ser posible modular la sensibilidad de una célula a uno o más agentes (por ejemplo, 
bacteriófago) de modo que el agente solamente mate una cierta proporción de las células en un cultivo dado, tal 
como el 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ó 95% de las células en un cultivo dado. 

En un aspecto, una célula, tal como una célula receptora, puede ser modificada por ingeniería de modo que 45 
comprenda un espaciador CRISPR o una secuencia que corresponde con un seudo espaciador CRISPR volviendo 
de ese modo a la célula resistente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 
Adecuadamente, la célula se modifica por ingeniería de modo que el espaciador CRISPR o secuencia que 
corresponde al seudo espaciador CRISPR se usa junto con una combinación funcional gen cas-repetición CRISPR, 
tal como las descritas en la presente memoria. 50 

En un aspecto, una célula que es resistente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo se 
modifica por ingeniería de modo que el espaciador CRISPR que confiere la inmunidad frente al ácido nucleico diana 
o producto de transcripción del mismo se inserta en una célula que comprende una combinación funcional gen cas-
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repetición CRISPR, volviendo de ese modo a la célula resistente al ácido nucleico diana o producto de transcripción 
del mismo. 

En un aspecto, se determina la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de 
una célula que es resistente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. A continuación, se 
modifica por ingeniería una célula, tal como una célula receptora, de modo que comprenda la secuencia del 5 
espaciador CRISPR y una combinación funcional gen cas-repetición CRISPR, volviendo así a la célula resistente al 

ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

En un aspecto, se preparan un espaciador CRISPER de una célula, tal como una célula receptora, y una 
combinación funcional gen cas-repetición CRISPR de la misma o diferente célula, tal como la misma o diferente 
célula receptora. A continuación, se modifica por ingeniería una célula adicional, tal como una célula receptora, de 10 
modo que comprenda la secuencia de espaciador CRISPR y combinación funcional de gen cas-repetición CRISPR 
volviendo de ese modo a la célula resistente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

Un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR 
tiene al menos una repetición CRISPR a cada lado. 

Bacteriófago 15 

En un aspecto particularmente preferido de la presente invención, se modula la resistencia de una célula frente un 
bacteriófago. 

El bacteriófago es virulento a la célula. 

El bacteriófago puede ser un bacteriófago virulento o uno templado. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “bacteriófago” tiene su significado convencional como se 20 
entiende en la técnica, es decir, un virus que infecta selectivamente procariotas, tales como bacterias. Muchos 
bacteriófagos son específicos a un género o especie particular o cepa de célula. 

El bacteriófago puede ser un bacteriófago lítico o un bacteriófago lisogénico. 

Un bacteriófago lítico es uno que sigue la ruta lítica hasta la finalización del ciclo lítico, más que entrar en la ruta 
lisogénica. Un bacteriófago lítico se somete a replicación viral que conduce a lisis de la membrana celular, 25 
destrucción de la célula, y liberación de las partículas del bacteriófago progenie capaces de infectar otras células. 

Un bacteriófago lisogénico es uno capaz de entrar en la ruta lisogénica, en la cual el bacteriófago llega a ser una 
parte latente y pasiva del genoma de la célula hasta antes de la finalización de su ciclo lítico. 

El término “bacteriófago” es sinónimo del término “fago”. 

Aunque se puede emplear la resistencia frente a cualquier bacteriófago (incluyendo el bacteriófago de tipo natural, 30 
que se da de manera natural, aislado o recombinante), se prefiere el bacteriófago activo frente a bacterias. Más 
adecuadamente, es de particular interés el bacteriófago activo frente a bacterias que son patógenas a plantas y/o 
animales (incluyendo humanos). 

A modo de ejemplo, el bacteriófago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar una 
bacteria que comprende de manera natural uno o más loci CRISPR. Los loci CRISPR se han identificado en más de 35 
40 procariotas (Jansen et al. 2002b; Mojica et al. 2005; Haft et al., 2005) que incluyen, pero no se limitan a, 
Aeropyrum Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus, 
Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium, 
Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, 
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomonas, 40 
Desulfovibrio, , Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, 
Metliylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga. 

A modo de ejemplo, el bacteriófago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar bacterias 
pertenecientes a los siguientes géneros: Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, 
Legionella, Pseudomonas, Neisserica, Bordetella, Flelicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, 45 
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, 
Brucella y Xanthomonas. 

A modo de ejemplo adicional, el bacteriófago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar 
(o someter a transducción) especies de bacterias de ácido láctico, una especie de Bifidobacterium, una especie de 
Brevibacterium, una especie de Propionibacterium, una especie de Lactococcus, una especie de Streptococcus, una 50 
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especie de Lactobacillus incluyendo el Lactobacillus acidophilus, especies de Enterococcus, especies de 
Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especie de Oenococcus. 

A modo de ejemplo adicional, el bacteriófago incluye, pero no se limita a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar 
Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactic subsp. cremoris, Lactococcus 
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 5 
Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium 
infantis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 
gasseri, Lactobacillus johnsonii o Bifidobacterium longum. 

A modo de ejemplo adicional, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de 
infectar cualquier bacteria fermentativa susceptible de alteración mediante infección de bacteriófago, incluyendo pero 10 
no limitado a procesos para la producción de antibióticos, aminoácidos y disolventes. Los productos producidos por 
fermentación que se sabe que han encontrado infección de bacteriófago, y las correspondientes bacterias de 
fermentación infectadas, incluyen queso Cheddar y cottage (Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis 
subsp. cremoris), Yogurt (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus), queso Suizo, (S. 
thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus), queso Azul (Leuconostoc cremoris), queso Italiano (L. 15 
bulgaricus, S. thermophilus), Viili (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar 
diacetylactis, Leuconostoc cremoris), Yakult (Lactobacillus casei), caseína (Lactococcus lactis subsp. cremoris), 
Natto (Bacillus subtilis var. natto), Vino (Leuconostoc oenos), Sake (Leuconostoc mesenteroides), Polimixina 
(Bacillus polymyxa), Colistina (Bacillus colistrium), Bacitracina (Bacillus licheniformis), ácido L-Glutámico 
(Brevibacterium lactofermentum, Microbacterium ammoniaphilum) y acetona y butanol (Colstridium acetobutylicum, 20 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum). 

Las bacterias preferidas son S. themophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y/o L. acidophilus. 

A modo de ejemplo adicional, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de 
infectar una bacteria que comprende uno o más loci CRISPR heterólogos. La bacteria puede comprender uno o más 
loci CRISPR homólogos, uno o más genes cas heterólogos, una o más repeticiones CRISPR heterólogas y/o uno o 25 
más espaciadores CRISPR heterólogos. 

Los bacteriófagos pueden incluir, pero no se limitan a, bacteriófagos que pertenecen a cualquiera de las siguientes 
familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microvindae, Myoviridae, Podoviridae, 
Siphoviridae o Tectiviridae. 

Para causar infección por bacteriófago de las células, se “infecta” una célula cuando se inyecta o transfiere su ácido 30 
nucleico en la célula, con el ácido nucleico del fago que existe independientemente del genoma de la célula. La 
infección puede conducir a la expresión (transcripción y traducción) del ácido nucleico del bacteriófago dentro de la 
célula y la continuación del ciclo de vida del bacteriófago. En el caso de bacteriófago recombinante, también se 
pueden expresar secuencias recombinantes dentro del genoma del fago, tal como los ácido nucleico informadores.  

Se ha encontrado que las secuencias espaciador CRISPR en procariotas tienen con frecuencia similitudes 35 
significantes a una diversidad de moléculas ADN, tales como elementos genéticos (incluyendo, pero no limitado a, 
cromosomas, bacteriófagos, plásmidos conjugativos). Curiosamente, las células que llevan estos espaciadores 
CRISPR son incapaces de ser infectados por moléculas de ADN que contienen secuencias homólogas a los 
espaciadores (Mojica et al. 2005). 

En el contexto de la presente invención, uno o más seudo espaciadores particulares derivables o derivados a partir 40 
del ADN del bacteriófago o espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más 
seudo espaciador(es) CRISPR se puede(n) añadir dentro de un locus CRISPR de una célula, tal como una célula 
receptora, para modular (por ejemplo, proporcionar) resistencia frente a un bacteriófago particular, previniendo así 
sustancialmente el ataque de fago. 

Generalmente,  las regiones particulares dentro del genoma de fago se pueden dirigir para preparar los seudo 45 
espaciadores, tales como genes que codifican proteínas de especificidad a hospedante, que proporcionan 
reconocimiento particular fago-hospedante, tal como helicasas, primasa, proteínas estructurales de cabeza o cola, 
proteínas con un dominio conservado (por ejemplo, holin, lisina y otras) o secuencias conservadas entre genes 
importantes de fago. 

Cualquier ácido nucleico que se origina a partir del genoma de fago puede conferir inmunidad frente al fago cuando 50 
se inserta, por ejemplo, entre dos repeticiones en un locus CRISPR activo. La inmunidad puede ser más “eficiente” 
si el espaciador CRISPR corresponde a una secuencia interna de un gen fago, e incluso más “eficiente” cuando este 
gen codifica proteínas “esenciales” (por ejemplo, el antireceptor). 
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Por consiguiente, en un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula 
(adecuadamente, una célula bacteriana) frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno 
o más seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones 
funcionales repetición CRISPR-cas en al menos una célula que es sustancialmente sensible al bacteriófago; y (c) 
modificar por ingeniería los uno o más loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprenda 5 
uno o más seudo espaciadores CRISPR a partir de un bacteriófago o uno o más espaciador(es) CRISPR que es/son 
complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR para volver a la célula resistente. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una 
célula bacteriana) frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o más seudo 
espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones funcionales 10 
repetición CRISPR-cas en al menos una célula que es sustancialmente sensible al bacteriófago; y (c) insertar uno o 
más seudo espaciadores CRISPR a partir del bacteriófago o uno o más espaciador(es) CRISPR que es/son 
complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) CRISPR en la célula sustancialmente 
sensible de modo que la célula se vuelva sustancialmente resistente al bacteriófago. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula que comprende las 15 
etapas de: (a) proporcionar uno o más seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriófago; (b) 
identificar una o más combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas en al menos una célula que es 
sustancialmente sensible al bacteriófago; y (c) modificar por ingeniería a los uno o más loci CRISPR en la célula 
sustancialmente sensible de modo que comprenda uno o más seudo espaciadores de un bacteriófago o uno o más 
espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo espaciador(es) 20 
CRISPR. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula que comprende las 
etapas de: (a) proporcionar uno o más seudo espaciadores CRISPR a partir de al menos un bacteriófago; (b) 
identificar una o más combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas en al menos una célula que es 
sustancialmente sensible al bacteriófago; e (c) insertar uno o más seudo espaciadores de un bacteriófago o uno o 25 
más espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) al uno o más seudo espaciador(es) 
CRISPR en la célula sustancialmente sensible. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una 
célula bacteriana) frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR 
en un bacteriófago que comprenda un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo frente al cual 30 
se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador 
CRISPER de la célula tenga homología al seudo espaciador CRISPR del bacteriófago que comprende el ácido 
nucleico diana. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir resistencia a una célula (adecuadamente, una 
célula bacteriana) frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR 35 
en un bacteriófago que comprenda un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo frente al cual 
se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador 
CRISPR de la célula tenga 100% de homología o identidad al seudo espaciador CRISPR del bacteriófago que 
comprende el ácido nucleico diana. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que 40 
comprende las etapas de: comprende las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR en un bacteriófago 
que comprenda un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo frente al cual se modula la 
resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de 
la célula tenga homología al seudo espaciador CRISPR del bacteriófago que comprende el ácido nucleico diana. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que 45 
comprende las etapas: (i) identificar un seudo espaciador CRISPR en un bacteriófago que comprenda un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo frente al cual se modula la resistencia; y (ii) modificar la 
secuencia del espaciador CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga 100% de 
homología o identidad al seudo espaciador CRISPR del bacteriófago que comprende el ácido nucleico diana. 

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana tendrá 100% de homología o identidad a una 50 
secuencia, tal como un seudo espaciador CRISPR, en el bacteriófago que comprende el ácido nucleico diana. 

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana formará una parte componente de un locus CRISPR 
que comprende una combinación funcional repetición CRISPR-cas tal como se describe en la presente memoria. 

Adecuadamente, el ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo en el bacteriófago es una 
secuencia de ácido nucleico altamente conservada. 55 
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Adecuadamente, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo en el bacteriófago es un gen que 
codifica una proteína de especificidad a hospedante. 

Adecuadamente, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo en el bacteriófago codifica una 
enzima que es esencial para la supervivencia, replicación o crecimiento del bacteriófago. 

Adecuadamente, el ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo en el bacteriófago codifica una 5 
helicasa, una primasa, una proteína estructural de cabeza o cola, o una proteína con un dominio conservado (por 
ejemplo, holin, lisina y otras). 

Ventajosamente, las células bacterianas se pueden preparar de acuerdo con la presente invención  que tiene una 
“susceptibilidad reducida a la multiplicación o infección del bacteriófago”. Tal como se usa en la presente memoria, 
este término se refiere a la bacteria que tiene una baja o no susceptibilidad a la multiplicación o infección del 10 
bacteriófago si se compara con la bacteria de tipo natural si se cultiva, en por ejemplo, un medio lácteo. 

En una realización, el término “baja susceptibilidad a multiplicación de bacteriófago” se refiere al nivel de 
multiplicación del bacteriófago en una bacteria que está por debajo de un nivel, lo cual causará un efecto perjudicial 
a un cultivo en un periodo de tiempo dado. Dichos efectos perjudiciales sobre un cultivo incluyen, pero no se limitan 
a, no coagulación de la leche durante la producción de productos de leche fermentada (tales como yogurt o queso), 15 
bajada inadecuada o lenta del pH durante la producción de productos de leche fermentada (tales como yogurt o 
queso), maduración lenta de queso y deterioro de una textura de alimento al punto de ser poco apetitoso o 
inadecuado para el consumo humano. 

Para un conjunto equivalente de condiciones de cultivo la susceptibilidad hacia un bacteriófago de una bacteria de la 
presente invención es, en comparación con la bacteria tipo natural, 100 veces inferior (eficiencia de formación de 20 
placa [EOP, del Inglés “Efficency of plaquing”]=10

-2
), preferiblemente 1.000 veces inferior (EOP=10

-3
), 

preferiblemente 10.000 veces inferior (EOP=10
-4

), más preferiblemente 100.000 veces inferior (EOP=10
-5

). 
Preferiblemente, el nivel de multiplicación de bacteriófago en un cultivo se mide después de aproximadamente 14 
horas de incubación del cultivo, más preferiblemente después de aproximadamente 12 horas, más preferiblemente 
después de aproximadamente 7 horas, más preferiblemente después de aproximadamente 6 horas, más 25 
preferiblemente después de aproximadamente 5 horas y más preferiblemente después de aproximadamente 4 
horas. 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para conferir sensibilidad a una célula (preferiblemente, 
una célula bacteriana) frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar un seudo espaciador 
CRISPR a partir de al menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones funcionales repetición 30 
CRISPR-cas en una célula que es sustancialmente resistente al bacteriófago; y (c) modificar por ingeniería los uno o 
más loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan uno o más seudo espaciadores 
CRISPR o uno o más espaciador(es) CRISPR que es/son complementario(s) u homólogo(s) a los uno o más seudo 
espaciador(es) CRISPR que tienen un grado reducido de homología en comparación con los uno o más loci CRISPR 
en la célula sustancialmente resistente. 35 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, reducir) el lisotipo de una célula 
(preferiblemente una célula bacteriana), que comprende uno o más genes cas o proteínas y una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) identificar un seudo espaciador 
CRISPR en un bacteriófago frente al cual se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador 
CRISPR de la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga un grado reducido de homología al 40 
seudo espaciador CRISPR del bacteriófago que comprende el ácido nucleico diana. 

En incluso un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la 
resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o más genes cas o proteínas y una o más, preferiblemente, 

dos o más repeticiones CRISPR frente a un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar uno o más 
seudo espaciadores CRISPR en un bacteriófago frente al cual se modula la resistencia; (ii) identificar un espaciador 45 
CRISPR en la célula bacteriana en la cual se modula la resistencia que es homólogo a el(los) seudo espaciador(es) 
CRISPR; y (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la cual la resistencia se 
modula de modo que el espaciador CRISPR tenga un grado inferior de homología a seudo espaciador(es) CRISPR 
del bacteriófago frente al cual se modula la resistencia. 

Adecuadamente, el espaciador CRISPR de la célula tendrá un grado reducido de homología, tal como una reducción 50 
del 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ó 95% en homología en 
comparación con el(los) seudo espaciador(es) CRISPR de bacteriófago frente a los cuales se modula la resistencia. 

Por lo tanto las células bacterianas se pueden preparar de acuerdo con la presente invención que tiene una 
“susceptibilidad incrementada a la multiplicación de bacteriófago”. Tal como se usa en la presente memoria, este 
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término se refiere a la bacteria que tiene una susceptibilidad incrementada o alta a la multiplicación de bacteriófago 
cuando se compara con la bacteria de tipo natural cuando se cultiva, en por ejemplo, un medio lácteo. 

En una realización, el término “alta susceptibilidad a la multiplicación de bacteriófago” se refiere al nivel de 
multiplicación de bacteriófago en una bacteria que está por encima de un nivel, el cual causaría un efecto perjudicial 
a un cultivo en un periodo de tiempo dado. Tales efectos perjudiciales sobre un cultivo incluyen, pero no se limitan a, 5 
no coagulación de la leche durante la producción de productos de leche fermentada (tales como yogurt o queso), 
disminución inadecuada o lenta del pH durante la producción de los productos de leche fermentada (tal como yogurt 
o queso), maduración lenta del queso y deterioro de una textura de alimento al punto de ser poco apetitoso o 
inadecuado para el consumo humano. Para un conjunto equivalente de condiciones de cultivo la susceptibilidad 
hacia un bacteriófago de una bacteria de la presente invención es, en comparación con la bacteria tipo natural, 100 10 
veces superior, 1.000 veces superior, 10.000 veces superior, o 100.000 veces superior (EOP=10

-5
). El nivel de 

multiplicación de bacteriófago en un cultivo se mide después de aproximadamente 14 horas de incubación del 
cultivo, más preferiblemente después de aproximadamente 12 horas, más preferiblemente después de 
aproximadamente 7 horas, más preferiblemente después de aproximadamente 6 horas, más preferiblemente 
después de aproximadamente 5 horas y en una realización altamente preferidas después de aproximadamente 4 15 
horas. 

Un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR 
tiene al menos una repetición CRISPR a cada lado. 

Bacterias 

En una realización adicional, la secuencia de ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo puede 20 
ser o puede ser derivable (preferiblemente, derivada) a partir de una o más bacterias. Por consiguiente, se puede 
modular la resistencia de una célula, por ejemplo una célula bacteriana, frente a bacterias o un componente de las 
mismas. 

La secuencia de nucleótidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o está asociado con la 
resistencia a la transferencia de plásmido en bacterias. De acuerdo con esta realización de la presente invención, se 25 
modifican uno o más espaciadores CRISPR en la célula de modo que el espaciador CRISPR de la célula tiene 
homología al espaciador CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR contenido en el ADN plásmido de la célula 
bacteriana para así proporcionar resistencia frente a el(los) plásmido(s) particular(es), previniendo así la 
transferencia de ADN exógeno en la célula. Específicamente, se pueden dirigir regiones particulares dentro del ADN 
plásmido para proporcionar inmunidad frente a ADN plásmido, tales como las secuencias dentro de origen de 30 
replicación de los plásmidos o secuencias dentro de los genes que codifican las proteínas de replicación. 

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar un espaciador CRISPR 
y/o seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir del ADN plásmido de una célula 
bacteriana frente al cual se modula la resistencia; (ii) modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en la célula 
en la cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR de la célula tenga homología al espaciador 35 
CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR contenido en el ADN plásmido de la célula bacteriana. 

En aún un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a 
la transferencia de plásmido que comprende las etapas de: (a) identificar un espaciador CRISPR y/o seudo 
espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir del ADN plásmido; (b) identificar una o más 
combinaciones funcionales repetición CRISPR-gen cas en una célula que es sustancialmente sensible al plásmido; y 40 
(c) modificar por ingeniería los uno o más loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que 
comprendan uno o más espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir del plásmido para volver a 
la célula resistente. 

La secuencia de nucleótidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o está asociado con la 
resistencia a uno o más elementos genéticos móviles. Los espaciadores CRISPR particulares y/o seudo 45 
espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de uno o más elementos genéticos móviles se 
pueden añadir dentro un locus CRISPER de una célula para proporcionar resistencia frente a elementos genéticos 
móviles, tales como elementos transponibles y secuencias de inserción, previniendo así la transferencia de ADN 
exógeno y la deriva genética. Específicamente, las regiones particulares dentro de los transposones y las 
secuencias de inserción se pueden dirigir para proporcionar inmunidad frente a elementos genéticos móviles. Por 50 
ejemplo, las dianas pueden incluir transposones conjugativos (Tn916, transposones clase II (Tn501), secuencias de 
inserciones (IS26) o genes transposasa. 

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar un espaciador CRISPR 
y/o seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o más elementos genéticos 
móviles de una célula frente al cual se modula la resistencia; y (ii) modificar la secuencia de un espaciador CRISPR 55 
en una célula en la cual se modula la resistencia de modo que el espaciador CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR 
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de la célula tenga homología al espaciador CRISPR contenido en el(los) elemento(s) genético(s) móviles de la 
célula. 

En aún un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a 
uno o más elementos genéticos móviles que comprenden las etapas de: (a) identificar un espaciador CRISPR y/o 
seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o más elementos genéticos móviles; 5 
(b) identificar una o más combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas en una célula que es sustancialmente 
sensible a los uno o más elementos genéticos móviles; y (c) modificar por ingeniería los uno o más loci CRISPR en 
la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan o tengan homología a uno o más espaciadores 
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir de los uno o más elementos genéticos móviles para volver a la 
célula resistente.  10 

La secuencia de nucleótidos diana puede ser o puede ser derivada a partir de un gen que es o está asociado con la 
resistencia a antibióticos. Por “antibiótico” se entiende una composición química o resto que disminuye la viabilidad o 
que inhibe el crecimiento o reproducción de microbios. Los genes de resistencia a antibiótico incluyen, pero no se 
limitan a blatem, blarob, blashv, aadB, aacC1, aacC2, aacC3, aacA4, mecA, vanA, vanH, vanX, satA, aacA-aphH, vat, 
vga, msrA sul y/o int. Los genes de resistencia a antibiótico incluyen aquellos que son o son derivables 15 

(preferiblemente, derivados) a partir de especies bacterianas que incluyen pero no se limitan a los géneros 
Escheriehia, Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Haemophilus y 
Moraxella. Los genes de resistencia a antibiótico también incluyen aquellos que son o son derivables 
(preferiblemente, derivados) a partir de especies bacterianas que incluyen pero no se limitan a Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus 20 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus 
pyogenes, Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis. 

Se pueden añadir espaciadores CRISPR particulares y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, 
derivados) a partir de genes que codifican resistencia a antibiótico dentro de un locus CRISPR de una célula, tal 
como una célula receptora, para prevenir la transferencia de genes que confieren resistencia a antibióticos en la 25 
célula, reduciendo así el riesgo de adquirir marcadores de resistencia a antibiótico. A modo de ejemplo, las dianas 
también pueden incluir vanR, (un gen que confiere resistencia a vancomicina), o tetR, un gen que confiere 

resistencia a tetraciclina, o dirige inhibidores beta lactamasa. 

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno o más espaciadores 
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente derivados) a partir de una célula que 30 
comprenda uno o más genes o marcadores de resistencia a antibiótico; y (ii) modificar la secuencia del espaciador 
CRISPR en una célula que no comprende o no expresa los genes o marcadores de resistencia a antibiótico de modo 
que el espaciador CRISPR de la célula tenga homología a los  uno o más espaciadores CRISPR y/o seudo 
espaciadores CRISPR contenidos en la célula que comprende uno o más genes o marcadores de resistencia a 
antibióticos. 35 

En aún un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para modular la adquisición de marcadores de 
resistencia a antibiótico en una célula que comprende las etapas de: (a) identificar uno o más espaciadores CRISPR 
y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula que comprende uno o 
más genes o marcadores de resistencia a antibiótico; (b) identificar uno o más loci CRISPR en una célula que no 
comprenden o no expresan los genes o marcadores de resistencia a antibiótico; y (c) modificar la secuencia del 40 
espaciador CRISPR en la célula que no comprende o no expresa los genes o marcadores de resistencia a 
antibiótico de modo que el espaciador CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR tenga homología al espaciador 
CRISPR contenido en la célula resistente a la transferencia de genes que confieren resistencia a uno o más 
antibióticos. 

La secuencia de nucleótidos diana puede ser o puede ser derivada de un gen que es o está asociado con los genes 45 
que codifican los factores de virulencia. Los espaciadores CRISPR particulares y/o seudo espaciadores CRISPR 
derivables (preferiblemente, derivados) a partir de genes que codifican factores de virulencia se pueden añadir 
dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar resistencia frente a la transferencia de genes que 
confieren virulencia en la bacteria. Por ejemplo, se pueden dirigir los factores que comúnmente contribuyen a la 
virulencia en los patógenos microbianos, tales como toxinas, internalinas y hemolisinas. 50 

Por tanto, de acuerdo con este aspecto, el método comprende las etapas de: (i) identificar uno o más espaciadores 
CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR derivables (preferiblemente, derivados) a partir de una célula que 
comprende uno o más factores de virulencia; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula que 
no comprende o no expresa el(los) factor(es) o marcador(es) de virulencia de modo que el espaciador CRISPR de la 
célula tenga homología a los uno o más espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPER contenidos en la 55 
célula que comprende uno o más factores de virulencia. 
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En aún un aspecto adicional, se ha proporcionado un método adicional para conferir resistencia a una célula frente a 
uno o más factor(es) o marcador(es) de virulencia que comprende las etapas de: (a) identificar un espaciador 
CRISPR y/o seudo espaciador CRISPR derivable (preferiblemente, derivado) a partir de uno o más factor(es) o 
marcador(es) de virulencia; (b) identificar una o más combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas en una 
célula que es sustancialmente sensible a los uno o más factor(es) o marcador(es) de virulencia; y (c) modificar por 5 
ingeniería los uno o más loci CRISPR en la célula sustancialmente sensible de modo que comprendan uno o más 
espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR a partir de los uno o más factor(es) o marcador(es) de 
virulencia; para volver a la célula resistente. 

Un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un espaciador CRISPR 
tiene al menos una repetición CRISPR a cada lado. 10 

Modificación 

Las secuencias de ácido nucleico se pueden modificar por modificación por ingeniería genética secuencias de ácido 
nucleico. 

Se puede modificar toda o parte de una secuencia de ácido nucleico. 

Se puede modificar toda o parte de uno o más espaciadores CRISPR, genes cas o proteínas, repeticiones CRISPR 15 

o loci CRISPR. 

Se pueden modificar espaciadores CRISPR, genes cas o proteínas, repeticiones CRISPR o loci CRISPR 
recombinantes. 

Se pueden modificar espaciadores CRISPR, genes cas o proteínas, repeticiones CRISPR o loci CRISPR que se dan 

de manera natural. 20 

Se pueden modificar genes cas o proteínas y repeticiones CRISPR que se dan conjuntamente de manera natural. 

La ingeniería genética se puede mediar usando diversos métodos que se conocen en la técnica y generalmente 
incluirán métodos bien conocidos, tales como amplificación por PCR, clonación y mutagénesis dirigida a sitio. Las 
mutaciones se pueden introducir usando oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen secuencias de 
nucleótidos que flanquean los sitios de mutación deseados. Un método adecuado está descrito en Morinaga et al., 25 
(Biotechnology (1984) 2, p646-649). Otro método de introducción de mutaciones en secuencias de nucleótidos 
codificadores de enzima está descrito en Nelson y Long (“Analytical Biochemistry" (1989), 180, p147-151). Un 
método adicional está descrito en Sarkar y Sommer (Biotechniques (1990), 8, p404-407-“The megaprimer method of 
site directed mutagenesis”). Los kits comercialmente disponibles ahora también están ampliamente disponibles para 
realizar mutagénesis dirigida a sitio. Los métodos de ingeniería genética están descritos en detalle en J. Sambrook, 30 
E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Segunda Edición, Libros 1-3, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periódicos; “Current Protocols in 
Molecular Biology”, ch. 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, “ADN 
Isolation and Sequencing: Essential Techniques”, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, “Oligonucleotide 
Synthesis: A Practical Approach”. Irl Press; y D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, “Methods of Enzymology DNA 35 
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology”, Academic Press. 

La etapa de ingeniería genética incluso puede incluir métodos tales como recombinación homóloga que puede ser 
particularmente útil cuando, por ejemplo, los espaciadores CRISPR están siendo insertados o sometidos a deleción. 

La etapa de ingeniería genética incluso puede incluir la activación de una o más secuencias de ácido nucleico, tales 
como un loci CRISPR, repeticiones CRISPR, espaciadores CRISPR, genes cas o proteínas, combinaciones 40 
funcionales de genes cas o proteínas y repeticiones CRISPR o incluso combinaciones de las mismas. 

Adecuadamente, se pueden insertar  uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en al menos 
un locus CRISPR. 

En una realización, la modificación no interrumpe uno o más genes cas del al menos un locus CRISPR. En otra 
realización, los uno o más genes cas se mantienen intactos. 45 

En una realización, la modificación no interrumpe una o más repeticiones CRISPR de al menos un locus CRISPR. 
En una realización, las una o más repeticiones CRISPR se mantienen intactas. 

Adecuadamente, se pueden insertar uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en o dentro 
de al menos un locus CRISPR. 
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Adecuadamente, se pueden insertar uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en el extremo 
5’ de al menos un locus CRISPR. 

En una realización, la modificación comprende insertar al menos un espaciador CRISPER o seudo espaciadores 
CRISPR en una célula, tal como una célula receptora. En otra realización, la modificación comprende insertar uno o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en (por ejemplo, modificar o reemplazar) uno o más 5 
espaciadores CRISPR de una célula, tal como una célula receptora. 

En una realización, la modificación comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o seudo espaciador 
CRISPR de un organismo, tal como un organismo donante, en la célula. En otra realización, la modificación 
comprende insertar uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, tal como un 
organismo donante, en (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR o seudo 10 
espaciadores CRISPR de una célula. 

En una realización, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR o seudo 
espaciadores CRISPR, tal como uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, 
tal como un organismo donante, en uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de la célula. 

En una realización, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR o seudo 15 
espaciadores CRISPR, tal como uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, 
tal como un organismo donante, en una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR de la célula. En 
esta realización de la invención, se prefiere que al menos una combinación funcional repetición CRISPR-cas se 
mantenga intacta en la célula. 

En una realización, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR o seudo 20 
espaciadores CRISPR, tal como uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, 
tal como un organismo donante, en los mismos o diferentes espaciadores CRISPR de la célula. 

En una realización, se insertan (por ejemplo, para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR o seudo 
espaciadores CRISPR, tal como uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo, 
tal como un organismo donante, adyacente a uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de la 25 
célula. 

En el contexto de la presente invención, el término “adyacente” quiere decir “próximo a” en su sentido más amplio e 
incluye “directamente adyacente”. Por tanto, en una realización, uno o más espaciadores CRISPR o seudo 
espaciadores CRISPR de un organismo se pueden insertar “directamente adyacente” a uno o más espaciadores 
CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de la célula, es decir, (el)los espaciador(es) CRISPR o seudo 30 
espaciador(es) CRISPR se inserta(n) de modo que no hay nucleótidos intermedios entre los espaciadores. 

En otra realización, el(los) espaciador(es) CRISPER o seudo espaciador(es) CRISPR se insertan de modo que hay 
al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 200, 300, 400, 
500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 10.000, 100.000 o incluso 1.000.000 o más nucleótidos intermedios entre los 
espaciadores. 35 

En otra realización, el nucleótido intermedio se puede denominar una secuencia líder. Estos términos se usan 
intercambiablemente en la presente memoria. La secuencia líder puede ser de una longitud diferente en bacterias 
diferentes. Adecuadamente, la secuencia líder es al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 
95, 100, 200, 300, 400 ó 500 o más nucleótidos de longitud. Adecuadamente, la secuencia líder está entre el último 
gen cas (en el extremo 3’) y la primera repetición CRISPR (en el extremo 5’) del locus CRISPR. 40 

En una realización, la secuencia líder puede ser entre aproximadamente 20-500 nucleótidos de longitud. 

En una realización, se insertan uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR de la célula. 

En otra realización, se insertan uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o 45 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a uno o más genes 
cas de la célula. 

En otra realización, se insertan uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a los mismos o 
diferentes espaciadores de la célula receptora. 50 
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En otra realización, se insertan uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a las mismas o 
diferentes repeticiones CRISPR de la célula. 

En otra realización, se insertan uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como uno o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacente a los mismos o 5 
diferentes genes cas de la célula receptora. 

En otra realización, se insertan dos o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR, tal como dos o 
más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR de un organismo donante, adyacentes cada uno a los 
mismos o diferentes espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR y/o repeticiones CRISPR y/o genes cas 
de la célula receptora. 10 

En otra realización, se modifica la secuencia del espaciador CRISPR, tal como uno o más espaciadores CRISPR de 
un organismo donante, de la célula receptora de modo que el espaciador CRISPR tiene homología al espaciador 
CRISPR del organismo donante. 

En otra realización, se modifica la secuencia del espaciador de la célula de modo que tiene homología al espaciador 
CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo. 15 

En una realización, el espaciador CRISPR tiene 100% de homología al espaciador CRISPR del organismo donante. 

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR puede(n) comprender ADN o ARN de origen 
genómico, sintético o recombinante. 

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR puede(n) ser de doble cadena o cadena sencilla si se 
representa la cadena sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. 20 

El(los) espaciador(es) CRISPR o seudo espaciadores CRISPR se puede(n) preparar mediante el uso de técnicas de 
ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), tal como se ha descrito en la presente memoria. 

La modificación puede comprender la inserción de uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR 
de un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un ácido nucleico diana o un 
producto de transcripción del mismo en uno o más loci CRISPR de una célula sustancialmente sensible. 25 

La modificación puede comprender la inserción de uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR 
de un organismo, tal como un organismo donante, que es sustancialmente resistente a un ácido nucleico diana o un 
producto de transcripción del mismo en (por ejemplo, entre) una combinación funcional de al menos dos repeticiones 
CRISPR y al menos un gen cas en una célula sustancialmente sensible. 

La modificación puede incluso comprender la modificación (por ejemplo, mutación) del ADN de una célula (por 30 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que uno se crean o más genes 
cas en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, los genes cas se pueden clonar en una construcción, un 
plásmido o un vector y similares que, a continuación, se transforma en la célula, usando métodos tales como los 
descritos en la presente memoria. 

La modificación puede incluso comprender la modificación  (por ejemplo, mutación) del ADN de una célula (por 35 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que se crean una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las 
repeticiones CRISPR se pueden clonar en una construcción, un plásmido o un vector y similares que, a 
continuación, se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente memoria. 

La modificación puede incluso comprender la modificación (por ejemplo, mutación) del ADN de una célula (por 40 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que se crean una o más 
combinaciones funcionales cas-repetición CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, las 
combinaciones funcionales cas-repetición CRISPR se pueden clonar en una construcción, un plásmido o un vector y 

similares que, a continuación, se transforma en la célula, usando métodos tales como los descritos en la presente 
memoria. 45 

La modificación puede incluso comprender la modificación (por ejemplo, mutación) del ADN de una célula (por 
ejemplo, una célula receptora), tal como ADN plásmido o ADN genómico, de modo que se crean uno o más 
espaciadores CRISPR en el ADN de la célula. A modo de ejemplo adicional, los espaciadores CRISPR se pueden 
clonar en una construcción, un plásmido o un vector y similares que, a continuación, se transforma en la célula, 
usando métodos tales como los descritos en la presente memoria. 50 
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En una realización, un espaciador CRISPR está flanqueado por dos repeticiones CRISPR. En otras palabras, un 
espaciador CRISPR tiene al menos una repetición CRISPR a cada lado. 

Adecuadamente, la modificación comprende la inserción de uno o más espaciadores CRISPR (por ejemplo, 
espaciadores CRISPR heterólogos) en las inmediaciones de (por ejemplo, adyacente a, adecuadamente, 
directamente adyacente a) uno o más genes cas y/o secuencia líder. Adecuadamente, de acuerdo con esta 5 
realización de la presente invención, la organización del locus CRISPR que se da de manera natural se mantiene 
después de la inserción de los uno o más espaciadores CRISPR. 

Grupo (“Cluster”) 

Sorprendentemente, se ha encontrado que no es posible intercambiar simplemente combinaciones repetición 
CRISPR-cas entre cualquier célula (por ejemplo, cualquier cepa, especie o género de células) puesto que se cree 10 
que esto no necesariamente dará como resultado combinaciones funcionales repetición CRISPR-cas. 

Además, para que las combinación(es) repetición CRISPER-cas sean funcionales deberían ser compatibles. Por 
consiguiente, se cree que no es posible cambiar genes cas o repeticiones CRISPR entre diferentes loci CRISPR al 
menos que sean del mismo grupo. 

Incluso más sorprendentemente es que los grupos no siguen la filogenia de “organismo”. Específicamente, dentro un 15 
organismo, puede haber más de un CRISPR. Estos CRISPR(s) pueden pertenecer a diferentes grupos, incluso 
aunque estén presentes en el mismo organismo. Como consecuencia, se cree que una combinación funcional 
repetición CRISPR-cas requiere que la combinación se cambie dentro de un grupo en lugar de dentro de un 
organismo. 

Para evitar la duda, el término “grupo” tal como se usa en la presente memoria no se refiere a un grupo de genes 20 
localizados en el mismo locus (generalmente formando un operón) sino al resultado a partir del análisis de 
comparación de secuencia, tal como el análisis de comparación de secuencia múltiple y/o alineamientos de 
secuencia múltiple y/o análisis de gráfico de puntos. Por consiguiente, el análisis de grupo de loci CRISPR se puede 
realizar usando diversos métodos que se conocen en la técnica, tal como el análisis de gráfico de puntos como se 
enseña a continuación en la presente memoria por ejemplo o alineamiento múltiple seguido de cálculo de 25 
dendrograma. 

Ventajosamente, el uso de combinación(es) repetición CRISPR-cas que se da(n) conjuntamente de manera natural 

mantiene el intercambio de la combinación tanto dentro como entre una especie dada, haciendo de ese modo 
posible modificar por ingeniería la resistencia de una cepa que usa la combinación a partir de una cepa diferente. 

El grupo puede ser una clase, una familia o un grupo de secuencias. 30 

Determinar resistencia 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado un método para determinar el perfil de resistencia de una célula frente 
a un ácido nucleico diana. Tal como se usa en la presente memoria, el término “perfil de resistencia” quiere decir que 
una o más entidades frente a las cuales la célula es sensible o resistente. Por consiguiente, el perfil de resistencia 
de una célula puede ser que la célula sea resistente a un primer bacteriófago, sensible a un segundo bacteriófago, 35 
resistente a un primer elemento genético móvil y sensible a un primer gen de resistencia a antibiótico etc. 

Se pueden detectar o secuenciar uno o más genes cas o proteínas, y/o una o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones CRISPR y/o uno o más espaciadores CRISPR, etc. dentro de una célula para predecir/determinar el 
probable perfil de resistencia de una célula particular. 

Adecuadamente, se detectan o secuencian uno o más espaciadores CRISPR dentro de una células para 40 
predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula particular. 

Los métodos adecuados de detección pueden incluir PCR, hibridación ADN-ADN (o hibridación ADN-ARN, es decir, 
usando sondas de ADN o ARN que podrían ser sintéticas, oligonucleótidos etiquetados, por ejemplo). También se 
pueden usar micromatrices (“microarrays”) de  ADN. 

Se pueden detectar o secuenciar uno o más combinaciones funcionales cas-repetición CRISPR y/o uno o más 45 
espaciadores CRISPR dentro de una célula para predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula 
particular. A modo de ejemplo, es posible predecir/determinar el probable perfil de resistencia de una célula 
bacteriana particular a uno o más bacteriófago que se puede usar como indicador de lisotipo para la selección 
microbiana. 
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Se pueden secuenciar uno o más genes Cas y/o una o más repeticiones CRISPR además de uno o más 
espaciadores CRISPR parar verificar la compatibilidad de la combinación gen Cas-repetición CRISPR o incluso 
identificar nuevo pares de cas/repeticiones compatibles. 

Célula receptora 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “célula receptora” se refiere a cualquier célula en la cual la 5 
resistencia frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo es modulada o es para ser 
modulada. 

En una realización, la célula receptora se refiere a cualquier célula que comprende el ácido nucleico recombinante 
de acuerdo con la presente invención. 

La célula receptora puede comprender una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR y uno o más 10 
genes cas o proteínas. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR y los genes cas o proteínas forman una 
combinación funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria. 

La célula receptora puede comprender una o más repeticiones CRISPR modificadas y/o uno o más genes cas o 
proteínas modificados. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR  modificadas y/o los genes cas o proteínas 
modificados forman una combinación funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria. 15 

La célula receptora puede comprender una o más repeticiones CRISPR modificadas por ingeniería genética y/o uno 
o más genes cas o proteínas modificados por ingeniería genética. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR 
modificadas por ingeniería genética y/o los genes cas o proteínas modificados por ingeniería genética forman una 
combinación funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente memoria. 

La célula receptora puede comprender una o más repeticiones CRISPR recombinantes y/o uno o más genes cas o 20 
proteínas recombinantes. Adecuadamente, las repeticiones CRISPR recombinantes y/o los genes cas o proteínas 
recombinantes forman una combinación funcional en la célula receptora, tal como se describe en la presente 
memoria. 

La célula receptora puede comprender uno o más repeticiones CRISPR que se dan de manera natural y uno o más 
genes cas o proteínas que se dan de manera natural. Adecuadamente, la(s) repetición(es) CRISPR  y/o (el)los 25 
gen(es) cas o proteínas forma(n) una combinación funcional. 

Por “se dan de manera natural” queremos decir que se dan de manera natural en la naturaleza. 

La célula receptora puede incluso comprender combinaciones de una o más repeticiones CRISPR modificadas, 
modificadas por ingeniería genética, recombinantes o que se dan de manera natural y uno o más genes cas o 
proteínas modificados, modificados por ingeniería genética, recombinantes o que se dan de manera natural. 30 
Adecuadamente, a los uno o más espaciador(es) CRISPR modificados, modificados por ingeniería genética, 
recombinantes o que se da(n) de manera natural o los uno o más genes cas o proteínas modificados, modificados 
por ingeniería genética, recombinantes o que se dan de manera natural forman una combinación funcional. 

Adecuadamente, la célula receptora es una célula procariota. 

Adecuadamente, la célula receptora es una célula bacteriana. Las células bacterianas adecuadas están descritas en 35 
la presente memoria. 

La célula bacteriana se puede seleccionar entre una especie de bacterias de ácido láctico, una especie de 
Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium, una especie de Propionibacterium, una especie de Lactococcus, 
una especie de Streptococcus, una especie de Lactobacillus incluyendo las especies de Enterococcus, especies de 
Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especies de Oenococcus. 40 

Las especies adecuadas incluyen, pero no se limitan a Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp. 
lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc sp., Lactococcus lactis 
subsp. lactis biovar, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus 
helveticus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de carne 45 
(incluyendo, ternera, cerdo y aves de corral) incluyendo, pero no limitada a, bacterias de ácido láctico, Pediococcus 
cerevisae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, especies de Micrococcus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus 
curvatus, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus vitulinus y mezclas de las mismas 

(Food Biotechnology, 538-39 (D. Knorr Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 210-34 (2º Ed. 
1979); documento US 2.225.783). 50 
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La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de 
vegetales (por ejemplo, zanahorias, pepinos, tomates, pimientos y repollo) incluyendo, pero no limitada a, 
Lactobacillus plantatum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus y mezclas de 
las mismas (Food Biotechnology, 540 (D. Knorr Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 153-
209 (2º Ed. 1979); documentos US 3.024.116; US 3.403.032; US 3.932.674; y 3.897.307). 5 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de pasta 
formada a partir de cereales (por ejemplo, trigo, centeno, arroz, avenas, cebada y maíz). 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la producción de vino. 
Generalmente, esto se alcanza mediante la fermentación de zumo de fruta, generalmente zumo de uva. 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de leche 10 
para producir queso, tal como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus 
thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis 
biovar diacetylactis, Bifidobacteria y Enterococci etc y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 530 (D. Knorr 
Ed. 1987); C. Pederson, “Microbiology of Fermented Foods”, 135-51 (2º Ed. 1979)). 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de leche 15 
para producir queso, tal como Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus, 
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar, 
Lactococci, Bifidobacteria y Enterococci etc y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 530 (D. knorr Ed. 1987); 
C. Pederson, Microbiology of Fermented Foods, 135-51 (2º ed. 1979)). La célula en la cual se modula la resistencia 
puede ser una célula bacteriana usada para la fermentación de huevo, tal como Pediococcus pentosaceus, 20 
Lactobacillus plantarum y mezclas de las mismas (Food Biotechnology, 538-39 (D. Knorr Ed. 1987)). 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una bacteria que comprende de manera natural uno o más 
loci CRISPR. Los loci CRISPER se han identificado en más de 40 procariotas (Jansen et al. 2002b; Mojica et al., 
2005; Haft et al., 2005) incluyendo, pero no limitadas a Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, 
Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus, Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, 25 
Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, 
Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, 
Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomas, Desulfovibrio, Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, 
Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, 
Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga. 30 

La célula en la cual se modula la resistencia puede ser una bacteria para usarse en composiciones cosméticas o 
farmacéuticas. Tales composiciones pueden comprender un cultivo microbiano y/o bacteria etiquetada y/o un cultivo 
celular de acuerdo con la presente invención. Por tanto, el cultivo microbiano y/o bacteria etiquetada y/o un cultivo 
celular de acuerdo con la presente invención pueden ser compatibles en cosméticos o en farmacia o en terapia. 

Organismo donante 35 

En una realización, el término “organismo donante” se refiere a un organismo o célula a partir del cual la repetición 
CRISPR y/o gen cas y/o combinación(es) de los mismos y/o espaciadores CRISPR son derivables (preferiblemente, 
derivados). Estos pueden ser los mismos o diferentes. 

En una realización, el término “organismo donante” se refiere a un organismo o célula a partir del cual las una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones CRISPR y/o uno o más gen cas y/o combinación(es) de los mismos y/o 40 
espaciadores CRISPR son derivables (preferiblemente, derivados). Estos pueden ser los mismos o diferentes. 

En una realización, el espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR es sintéticamente derivado. 

En una realización, el organismo o célula donante comprende uno o más espaciadores CRISPR, los cuales 
confieren la especificidad de inmunidad frente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

En una realización, el organismo o célula donante a partir del cual el gen cas y/o la repetición CRISPR y/o la 45 
combinación de los mismos es derivable (preferiblemente, derivado) es también la célula/organismo receptor del 
locus CRISPR recombinante. Estos pueden ser los mismos o diferentes. 

En una realización, el organismo o célula donante a partir del cual el espaciador es derivable (preferiblemente 
derivado) es también la célula/organismo receptor para el locus CRISPR recombinante. Estos pueden ser los 
mismos o diferentes. 50 
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Si es el caso de que el organismo donante es una célula bacteriana entonces el organismo donante comprenderá 
generalmente un espaciador CRISPR que confiere la inmunidad específica frente al ácido nucleico diana o producto 
de transcripción del mismo. 

El organismo puede ser una célula bacteriana o un bacteriófago. 

Adecuadamente, el organismo es un bacteriófago. 5 

Células hospedantes 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “célula hospedante” se refiere a cualquier célula que comprende 
la combinación, la construcción o el vector y similares de acuerdo con la presente invención. 

Las células hospedantes se pueden transformar o transferir con una secuencia de nucleótidos contenida en un 
vector, por ejemplo, un vector de clonación. Dicha secuencia de nucleótido se puede llevar en un vector para la 10 
replicación y/o expresión de la secuencia de nucleótidos. Las células se elegirán para ser compatibles con dicho 
vector y pueden, por ejemplo, ser células procariotas (por ejemplo, bacterianas). 

Aspectos de la presente invención también se refieren a células hospedantes que comprenden la combinación, 
construcción o el vector de la presente invención. La construcción o el vector pueden comprender una secuencia de 
nucleótidos para la replicación y expresión de la secuencia. Las células se elegirán para ser compatibles con el 15 
vector y pueden ser, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo, bacterianas). 

Construcción 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado una construcción que comprende una o más de las secuencias de 
ácido nucleico descritas en la presente memoria. 

El término “construcción”, el cual es sinónimo de los términos tales como “conjugado”, “casete” e “híbrido”, incluye 20 
una secuencia de nucleótidos directamente o indirectamente acoplada a otra secuencia, tal como una secuencia 
reguladora (por ejemplo, un promotor). A modo de ejemplo, la presente invención cubre una construcción que 
comprende una secuencia de nucleótidos enlazada de un modo funcional a dicha secuencia reguladora. El término 
“enlazada de un modo funcional” ser refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos están en una 
relación que permite funcionar en su manera deseada. Una secuencia reguladora “enlazada de un modo funcional” a 25 
una secuencia codificadora está ligada de tal manera que la expresión de la secuencia codificadora se alcanza bajo 
condición compatible con las secuencias control. 

El término “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores (“enhancers”) y otras señales de regulación 
de expresión.  

El término “promotor” se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de unión a ARN polimerasa. 30 

La construcción incluso puede contener o expresar una marcador, el cual permite la selección de la construcción de 
secuencia de nucleótidos, por ejemplo, una bacteria. Existen diversos marcadores que se pueden usar, por ejemplo, 
aquellos marcadores que proporcionan resistencia a antibiótico, por ejemplo resistencia a antibióticos bacterianos, 
tales como Eritromicina, Ampicilina, Streptomicina y Tetraciclina. 

Vector 35 

La construcción puede ser o estar incluida en un vector (por ejemplo, un plásmido). 

Por tanto, en un aspecto adicional se ha proporcionado un vector que comprende una o más de las construcciones o 
secuencias descritas en la presente memoria. 

El término “vector” incluye vectores de expresión y vectores de transformación y vectores de transporte (“shuttle”). 

El término “vector de transformación” quiere decir una construcción capaz de ser transferida desde una entidad a 40 
otra entidad, la cual puede ser de la especie o puede ser de una especie diferente. Si la construcción es capaz de 
ser transferida desde una especie a otra entonces el vector de transformación a veces se denomina un “vector de 
transporte”.  

Los vectores se pueden transformar en una célula adecuada (por ejemplo, una célula hospedante) tal como se 
describe a continuación. 45 

Los vectores pueden ser, por ejemplo, vectores de plásmido o fago proporcionados con un origen de replicación, 
opcionalmente un promotor para la expresión del dicho polinucleótido y opcionalmente un regulador del promotor. 
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Los vectores pueden contener una o más secuencias de nucleótidos marcador seleccionable. Los sistemas de 
selección más adecuados para los microorganismos industriales son aquellos formados por el grupo de los 
marcadores de selección que no requieren una mutación en el organismo hospedante. 

Los vectores se pueden usar in vitro, por ejemplo, para la producción de ARN o usar para someter a transfección o 
transformar una célula hospedante. 5 

Por tanto, los polinucleótidos se pueden incorporar en un vector recombinante (generalmente un vector replicable), 
por ejemplo, un vector de clonación o expresión. El vector se puede usar para replicar el ácido nucleico en una 
célula hospedante compatible. 

Transfección 

La introducción de un ácido nucleico (por ejemplo, una construcción o vector) en una célula se puede efectuar 10 
mediante diversos métodos. Por ejemplo, se puede usar transfección de fosfato de calcio, transfección mediada por 
DEAE-dextrano, transfección mediada por lípido catiónico, electroporación, transducción o infección. Dichos 
métodos están descritos en muchos manuales de laboratorio estándar, tales como Sambrook et al., “Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual”, 2º ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 

Se pueden seleccionar células que contienen el ácido nucleico (por ejemplo, una construcción o vector) usando, por 15 
ejemplo, Eritromicina para células sometidas a transfección con un ácido nucleico (por ejemplo, una construcción o 
vector) que lleva un marcador elegible a resistencia. 

Transformación 

Las enseñanzas sobre la transformación de las células están bien documentados en la técnica, por ejemplo, véase 
Sambrook et al. (“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2º edición, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y 20 
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology” (1995), John Wiley & Sons, Inc. 

Una célula se puede transformar con un ácido nucleico (por ejemplo, una construcción o vector). Las células 
transformadas con la secuencia de nucleótidos se pueden cultivar bajo condiciones adecuadas para la replicación o 
expresión de la secuencia de nucleótidos. 

Introducción 25 

En el contexto de la introducción de un ácido nucleico en una célula, en una realización se prefiere que el término 
“introducir” quiera decir uno o más de transformación, transfección, conjugación o transducción. 

Cultivos iniciadores 

Los cultivos iniciadores se usan ampliamente en la industria alimenticia en la producción de los productos 
fermentados que incluyen productos de leche, tales como yogurt y queso, productos de carne, productos de 30 
panadería, vino y productos vegetales. 

Los cultivos iniciadores usados en la producción de muchos productos de leche fermentada, queso y mantequilla 
incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificadas como bacterias de ácido láctico. Dichos cultivos iniciadores 
bacterianos imparten características específicas a diversos productos lácteos mediante la realización de un número 
de funciones. 35 

Los cultivos no concentrados comerciales de las bacterias se refieren en la industria como “cultivos madre”, y se 
propagan en el sitio de producción, por ejemplo una lechería, antes de añadirse a un material de inicio comestible, 
tal como leche, para la fermentación. El cultivo iniciador propagado en el sitio de producción para la inoculación en 
un material de inicio comestible se denomina el “cultivo iniciador a granel”. 

Los cultivos iniciadores adecuados para usarse en la presente invención pueden incluir cualquier organismo que sea 40 
de uso en la industria alimenticia, cosmética o farmacéutica. 

Por ejemplo, el cultivo iniciador puede ser adecuado para usarse en la industria láctea. Si se usa en la industria 
láctea el cultivo iniciador se puede seleccionar entre una especie de bacterias de ácido láctico, una especie de 
Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium, una especie de Propionibacterium. Los cultivos iniciadores 
adecuados del grupo de bacterias de ácido láctico incluyen cepas comúnmente usadas de una especie de 45 
Lactococcus, una especie de Streptococcus, una especie de Lactobacillus incluyendo el Lactobacillus acidophilus, 
especies de Enterococcus, especies de Pediococcus, una especie de Leuconostoc y especie de Oenococcus. 

Los cultivos de bacterias de ácido láctico comúnmente se usan en la producción de productos de leche fermentada, 
tales como suero de leche, yogurt o crema agria, y en la producción de mantequilla y queso, por ejemplo, Brie o 
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Harvati. Las especies de Lactococcus incluyen el ampliamente usado Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus 
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris. 

Otras bacterias de ácido láctico incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Además, la cepas probióticas, tales como especies de Lactococcus, 
incluyen el ampliamente usado lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis 5 
subsp. cremoris. Los cultivos mesófilos de bacterias de ácido láctico comúnmente usados en la producción de 

productos de leche fermentada tal como suero de leche, yogurt o crema agria, y en la producción de mantequilla y 
queso, por ejemplo, Brie o Harvati. Otras especies de Lactococcus incluyen Lactococcus lactis subsp. cremoris, 
Lactococcus lactis, Leuconostoc sp., Lactococcus lactis subsp. lactis biovar, Streptococcus thermophilus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Además, las cepas probióticas tales como 10 
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei se pueden añadir durante dicha producción para 
aumentar el sabor o para promover la salud. 

Los cultivos de bacterias de ácido láctico comúnmente usados en la producción de quesos cheddar y Monterey Jack 
incluyen Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris o 
combinaciones de las mismas. 15 

Los cultivos termófilos de la bacterias de ácido láctico comúnmente usados en la producción de quesos italianos tal 
como Pasta filata o parmesano, incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. 
Otras especies de Lactobacillus, tales como Lactobacillus helveticus, se pueden añadir durante la producción para 
obtener un sabor deseado.  

Ventajosamente, el organismo del cultivo iniciador puede comprender o consistir en una cepa genéticamente 20 
modificada (preparada de acuerdo con los métodos deseados en la presente memoria) de una de las anteriores 
cepas de bacterias de ácido láctico o cualquiera de otra cepa de cultivo iniciador.  

La selección de los organismos para el cultivo iniciador de la invención dependerá del tipo particular de productos a 
preparar y tratar. Por tanto, por ejemplo, para la producción de queso y mantequilla, ampliamente se usan cultivos 
mesófilos de especies de Lactococcus, especies de Leuconostoc y especies de Lactobacillus, mientras que para 25 
yogurt y otros productos de leche fermentada, generalmente se usan cepas termófilas de especies de Streptococcus 
y de especies de Lactobacillus. 

El cultivo iniciador puede ser incluso un cultivo iniciador seco. 

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado. 

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado usado en la inoculación directa. 30 

El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador congelado. 

El cultivo iniciador puede consistir en una cepa bacteriana, es decir, un cultivo puro. En este caso, sustancialmente 
todo, o al menos una porción significante del cultivo iniciador bacteriano comprendería generalmente la misma 
bacteria. 

Como alternativa, el cultivo iniciador puede comprender diversas cepas bacterianas, es decir, un cultivo mezclado 35 
definido. 

Bacterias de ácido láctico 

Los cultivos iniciadores particularmente adecuados, en particular cultivos iniciadores secos, para usarse en la 
presente invención comprenden bacterias de ácido láctico. 

Tal como se usa en la presente invención, el término “bacterias de ácido láctico” se refiere a bacterias Gram positivo, 40 
microaerofílicas o anaeróbicas que fermentan el azúcar con la producción de ácidos que incluyen ácido láctico como 
el ácido predominantemente producido, ácido acético, ácido fórmico y ácido propiónico. La bacterias de ácido láctico 
industrialmente más útiles se encuentran entre las especies de Lactococcus, tales como Lactococcus lactis, 
especies de Lactobacillus, especies de Bifidobacterium, especies de Streptococcus, especies de Leuconostoc, 
especies de Pediococcus y especies de Propionibacterium. 45 

Los cultivos iniciadores de la presente invención pueden comprender una o más especies de bacterias de ácido 
láctico tales como, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus o 
combinaciones de las mismas. 

Los cultivos iniciadores de bacterias de ácido láctico se usan comúnmente en la industria alimenticia como cultivos 
de cepa mezclada que comprenden una o más especies. Para un número de cultivos de cepa mezclada, tales como 50 
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cultivos iniciadores de yogurt que comprenden cepas de Lactobacillus delbrueckii subp. Bulgaricus y Streptococcus 
thermophilus, existe una relación simbiótica entre las especies en las que la producción de ácido láctico es superior 

en comparación con los cultivos de bacterias de ácido láctico de cepa sencilla (Rajagopal et al. J. Dairy Sci., 73, 
p.894-899, 1990). 

Preparación de cultivos iniciadores 5 

Los cultivos iniciadores se pueden preparar mediante técnicas bien conocidas en la técnica tales como las descritas 
en el documento US 4.621.058. A modo de ejemplo, los cultivos iniciadores se pueden preparar mediante la 
introducción de un inoculo, por ejemplo una bacteria, a un medio de crecimiento para producir un medio inoculado y 
madurar el medio inoculado para producir un cultivo iniciador. 

Preparación de cultivos iniciadores secos 10 

Los cultivos iniciadores secos se pueden preparar mediante técnicas bien conocidas en la técnica, tales como las 
discutidas en los documentos US 4.423.079 y US 4.140.800. 

Los cultivos iniciadores secos para usarse en la presente invención pueden estar en forma de preparaciones sólidas. 
Ejemplos de preparaciones sólidas incluyen, pero no se limitan a, comprimidos, píldoras, cápsulas, polvos, gránulos 
y en polvos que pueden ser humectables, secados por atomatización, secado por congelación o liofilizado. 15 

Los cultivos iniciadores secos para usarse en la presente invención pueden estar o bien en forma de píldora muy 
congelada o forma de polvo secado por congelación. Los cultivos iniciadores secos en forma de píldora muy 
congelada o polvo secado por congelación se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. 

Los cultivos iniciadores para usarse en la presente invención pueden estar en forma de concentrados que 
comprenden una concentración sustancialmente alta de una o más bacterias. Adecuadamente los concentrados se 20 
pueden diluir con agua o resuspender en agua u otros diluyentes adecuados, por ejemplo, un medio de crecimiento 
adecuado o aceites minerales o vegetales, para usarse en la presente invención. Los cultivos iniciadores secos de la 
presente invención en forma de concentrados se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos en la 
técnica, por ejemplo por centrifugación, filtración o una combinación de tales técnicas. 

Producto 25 

Los productos adecuados para usarse en la presente invención incluyen, pero no se limitan a, comestibles, 
productos cosméticos o productos farmacéuticos. 

Cualquier producto, el cual esté preparado a partir, o comprenda, un cultivo está contemplado de acuerdo con la 
presente invención. Estos incluyen, pero no se limitan a, frutas, legumbres, cultivos de forraje y vegetales incluyendo 
productos derivados, grano y productos derivados del grano, alimentos lácteos y productos derivados de alimentos 30 
lácteos, carne, aves de corral, marisco, productos cosméticos y farmacéuticos. 

El término “alimento” se usa en un amplio sentido e incluye comidas, comestibles, ingredientes alimenticios, 

suplementos alimenticios y alimentos funcionales. 

Tal como se usa el término “ingrediente alimenticio” incluye una formulación, la cual está o se puede añadir a 
alimentos e incluye formulaciones que se pueden usar a bajos niveles en una amplia diversidad de productos que 35 
requieren, por ejemplo, acidificación o emulsificación. 

Tal como se usa en la presente memoria, el término “alimento funcional” quiere decir un alimento que es capaz de 
proporcionar no solamente un efecto nutricional y/o satisfacción de sabor, sino que también es capaz de liberar un 
efecto beneficioso adicional al consumidor. Aunque no hay definición legal de un alimento funcional, la mayoría de 
las partes con un interés en esta área están de acuerdo que hay alimentos comercializados como que tienen efectos 40 
específicos para la salud. 

El término “alimento” cubre alimento para humanos así como alimento para animales (es decir, una comida). En un 
aspecto preferido, el alimento es para el consumo humano. 

Las células descritas en la presente memoria pueden estar, o pueden añadirse a, un ingrediente alimenticio, un 
suplemento alimenticio o un alimento funcional. 45 

El alimento puede estar en forma de una disolución o como un sólido, dependiendo del uso y/o el modo de 
aplicación y/o modo de administración. 
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Las células descritas en la presente memoria se pueden usar en la preparación de productos alimenticios tales como 
uno o más de: productos de confitería, productos lácteos, productos cárnicos, productos de ave de corral, productos 
de pescado y productos de panadería. 

A modo de ejemplo, la bacteria se puede usar como ingredientes para refrescos, un zumo de fruta o una bebida que 
comprende proteína de suero, tés saludables, bebidas de cacao, bebidas de leche y bebidas de bacterias de ácido 5 
láctico, yogurt, yogurt bebible y vino. 

También se ha proporcionado un método de preparación de un alimento, comprendiendo el método mezclar las 
células de acuerdo con la presente invención con un ingrediente alimenticio (tal como un material de inicio para un 
alimento). El método para preparar un alimento también es otro aspecto de la presente invención. 

Adecuadamente un alimento tal como se describe en la presente memoria es un producto lácteo. Más 10 
preferiblemente un producto lácteo tal como se describe en la presente memoria es uno o más de los siguientes: un 
yogurt, un queso (tal como un requesón ácido, un queso fuerte, un queso semi fuerte, un queso cottage), un suero 
de leche, quark o crema agria, kéfir, una bebida basada en suero fermentado, un Kumis, una bebida de leche y una 
bebida de yogurt. 

En la presente memoria, el término “alimento” se usa en un amplio sentido, y cubre alimento para humanos así como 15 
alimento para animales (es decir, comida). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano. 

El término comida tal como se usa en la presente memoria incluye material de planta y material de no planta en 
crudo y procesado. La comida puede ser cualquier comida adecuada para consumo por un animal, incluyendo 
comida de ganado (animal), por ejemplo comida de ave de corral, comida de pescado o comida de crustáceos por 
ejemplo. 20 

Variantes/homólogos/derivados/fragmentos 

La presente invención abarca el uso de variantes, homólogos, derivados y fragmentos de los mismos, incluyendo 
variantes, homólogos, derivados y fragmentos de loci CRISPR, espaciadores CRISPR, seudo espaciadores 
CRISPR, genes cas o proteínas, repeticiones CRISPR, combinaciones funcionales repetición CRISPR-gen cas y 
secuencias de ácido nucleico diana o productos de transcripción del mismo.  25 

El término “variante” se usa para querer decir un polipéptido que se da de manera natural o secuencias de 
nucleótidos que difiere de una secuencia tipo natural. 

El término “fragmento” indica que una secuencia de polipéptido o nucleótidos comprende una fracción de una 
secuencia de tipo natural. Puede comprender una o más secciones grandes continuas de secuencia o una pluralidad 
de pequeñas secciones. La secuencia también puede comprender otros elementos de secuencia, por ejemplo, 30 
puede ser una proteína de fusión con otra proteína. Preferiblemente la secuencia comprende al menos el 50%, más 
preferiblemente al menos el 65%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más 
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97%, más preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de 
la secuencia tipo natural. 35 

Preferiblemente, el fragmento retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, más 
preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más preferiblemente el 95%, más 
preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo 
más preferiblemente el 99% de actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 

Preferiblemente, un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR comprende al menos el 50%, más 40 
preferiblemente al menos el 65%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más 
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97%, más preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de 
la secuencia tipo natural. Preferiblemente, un espaciador CRISPR retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más 
preferiblemente el 70%, más preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más 45 
preferiblemente el 95%, más preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo 
más preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 

Preferiblemente, un gen cas comprende al menos el 50%, más preferiblemente al menos el 65%, más 

preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90%, más 
preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos el 97%, más 50 
preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural. 
Preferiblemente, un gen cas retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, más 

preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más preferiblemente el 95%, más 
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preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo más preferiblemente el 99% 
de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 

Preferiblemente, una proteína Cas comprende al menos el 50%, más preferiblemente al menos el 65%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90%, más 
preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos el 97%, más 5 
preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural. 
Preferiblemente, una proteína Cas retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, más 
preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más preferiblemente el 95%, más 
preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo más preferiblemente el 99% 
de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 10 

Preferiblemente, una repetición CRISPR comprende al menos el 50%, más preferiblemente al menos el 65%, más 
preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90%, más 
preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos el 97%, más 
preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural. 
Preferiblemente, una repetición CRISPR retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, 15 
más preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más preferiblemente el 95%, 
más preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo más preferiblemente el 
99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 

Preferiblemente, una combinación funcional repetición CRISPR-cas comprende al menos el 50%, más 
preferiblemente al menos el 65%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más 20 
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97%, más preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de 
la secuencia tipo natural. Preferiblemente, la combinación funcional repetición CRISPR-cas retiene el 50%, más 

preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, más preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más 
preferiblemente el 90%, más preferiblemente el 95%, más preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más 25 
preferiblemente el 98% o lo más preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos 
de tipo natural. 

Preferiblemente, una secuencia de ácido nucleico diana comprende al menos el 50%, más preferiblemente al menos 
el 65%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos 
el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos 30 
el 97%, más preferiblemente al menos el 98%, lo más preferiblemente al menos el 99% de la secuencia tipo natural. 
Preferiblemente, una secuencia de ácido nucleico diana retiene el 50%, más preferiblemente el 60%, más 
preferiblemente el 70%, más preferiblemente el 80%, más preferiblemente el 85%, más preferiblemente el 90%, más 
preferiblemente el 95%, más preferiblemente el 96%, más preferiblemente el 97%, más preferiblemente el 98% o lo 
más preferiblemente el 99% de la actividad del polipéptido o secuencia de nucleótidos de tipo natural. 35 

El fragmento puede ser un fragmento funcional. 

Por un “fragmento funcional” de una molécula se entiende un fragmento que retiene o pese sustancialmente la 
misma actividad biológica que la molécula intacta. En todos los ejemplos, un fragmento funcional de una molécula 
retiene al menos 10%, y al menos 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% de la actividad 
biológica de la molécula intacta. 40 

El término “homólogo” quiere decir una entidad que tiene una cierta homología con las secuencias de aminoácidos 
objeto y las secuencias de nucleótidos objeto. En la presente memoria, el término “homología” se puede igualar con 
la “identidad”. 

En el presente contexto, una secuencia homóloga se supone que incluye una secuencia de aminoácidos, la cual 
puede ser al menos 75, 85 ó 90% idéntica, preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la 45 
secuencia objeto. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de 
aminoácidos que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se 
prefiere expresar homología en término de identidad de secuencia. 

En el presente contexto, una secuencia homóloga se supone que incluye una secuencia de nucleótidos, la cual 
puede ser al menos 75, 85 ó 90% idéntica, preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% idéntica a la 50 
secuencia objeto. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de 
aminoácidos que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se 
prefiere expresar homología en término de identidad de secuencia. 
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Las comparaciones de homología se pueden conducir a ojo, o más normalmente, con la ayuda de programas de 
comparación de secuencia fácilmente disponibles. Estos programas informáticos comercialmente disponibles 
pueden calcular el % de homología entre dos o más secuencias. 

El % de homología se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra 
secuencia y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente en la 5 
otra secuencia, un residuo a la vez. Esto se llama un alineamiento “sin huecos” (“ungapped”). Generalmente, tales 
alineamientos sin huecos se realizan solamente sobre un número relativamente corto de residuos. 

Aunque esto es un método muy simple y consecuente, no logra tener en consideración que, por ejemplo, en un par 
de secuencias a pesar de ser idéntico, una inserción o deleción causará que los siguientes residuos de aminoácidos 
se saque fuera del alineamiento, dando así potencialmente como resultado en una gran reducción en % de 10 
homología cuando se realiza un alineamiento global. Por lo tanto, la mayoría de los métodos de comparación de 
secuencia se diseñan para producir alineamientos óptimos que toman en consideración posibles inserciones y 
deleciones sin penalizar excesivamente el resultado completo de homología. Esto se alcanza mediante la inserción 
de huecos (“gaps”) en el alineamiento de secuencia para tratar maximizar la homología local. 

Sin embargo, estos métodos más complejos asignan “penalizaciones por hueco” (“gap penalties”) a cada hueco que 15 
se da en el alineamiento de manera que, para el mismo número de aminoácidos idénticos, un alineamiento de 
secuencia con tan pocos huecos como sea posible, reflejando mayor relación entre las dos secuencias comparadas, 
alcanzará un mayor resultado que una con muchos huecos. “Los costes de hueco afín” generalmente se usan que 
carga un coste relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalización menor para cada residuo 
posterior en el hueco. Esto es el sistema de registro de hueco comúnmente usado. Por su puesto las penalizaciones 20 
de hueco altos producirán alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoría de los programas de 
alineamiento permiten las penalizaciones de hueco a modificar. Sin embargo, se prefiere usar los valores por defecto 
cuando se usa dicho programa informático para comparaciones de secuencia. Por ejemplo, si se usa el paquete 
GCG Wisconsin Bestfit la penalización de hueco por defecto para las secuencias de aminoácidos es -12 para un 
hueco y -4 para cada extensión. 25 

Por lo tanto, el cálculo del % máximo de homología en primer lugar requiere la producción de un alineamiento 
óptimo., tomando en consideración las penalizaciones de hueco. Un programa informático adecuado para llevar a 
cabo dicho alineamiento es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al., 
1984, “Nucleic Acids Research” 12:387). Ejemplos de otro programa informático que puede realizar las 
comparaciones de secuencia incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999 ibid, 30 
Capítulo 18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410), la serie GENEWORKS de herramientas de 
comparación y CLUSTAL. Tanto BLAST como FASTA están disponibles para la búsqueda desconectada (“offline”) y 
conectada (“online”) (véase Ausubel et al., 1999 ibid, páginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, 
se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, denominada Secuencias BLAST 2 también está 
disponible para comparar secuencia de proteína y nucleótido (véase FEMS MIcrobiol Lett 1999 174(2): 274-50; 35 
FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8). 

Aunque el % final de homología se puede medir en términos de identidad, el propio proceso de alineamiento 
generalmente no se basa en una comparación de par todo-o-nada. En cambio, generalmente se usa una matriz de 
resultado de similitud graduada que asigna resultados a cada comparación por parejas basado en la similitud 
química o distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz comúnmente usada es la matriz BLOSUM62, la matriz por 40 
defecto para la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan o bien los valores 
por defecto públicos o una tabla de comparación de símbolo a medida si se suministra (véase manual del usuario 
para más detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto públicos para el paquete 
GCG, o en el caso de otro programa informático, la matriz por defecto, tal como BLOSUM62. 

Una vez que el programa informático ha producido un alineamiento óptimo, es posible calcular el % de homología, 45 
preferiblemente el % de identidad de secuencia. El programa informático generalmente hace esto como parte de la 
comparación de secuencia y genera un resultado numérico. 

Las penalizaciones de gap se deberían usar si se determina la identidad de secuencia, entonces adecuadamente se 
usan los siguientes parámetros: 

 50 
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PARA BLAST  

HUECO ABIERTO 0 

EXTENSIÓN HUECO 0 

 

PARA CLUSTAL ADN PROTEÍNA  

TAMAÑO PALABRA 2 1 Triple K 

PENALIZACIÓN HUECO 10 10  

HUECO EXTENSIÓN  0,1 0,1  

Para la comparación de secuencia de polipéptido se pueden usar los siguientes ajustes: penalización de creación de 
HUECO de 0,3 y penalización de extensión de HUECO de 0,1. Adecuadamente, el grado de identidad con respecto 
a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al menos 5 aminoácidos contiguos, se determina sobre al 
menos 10 aminoácidos contiguos, sobre al menos 15 aminoácidos contiguos, sobre al menos 20 aminoácidos 5 
contiguos, sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, sobre al menos 40 aminoácidos contiguos, sobre al menos 50 
aminoácidos contiguos o sobre al menos 60 aminoácidos contiguos. 

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoácidos, lo cual 
produce un cambio mudo y da como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar 
sustituciones deliberadas de aminoácidos en base a la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, 10 
hidrofilicidad y/o la naturaleza anfifática de los residuos siempre que se retenga la actividad de unión secundaria de 
la sustancia. Por ejemplo, los aminoácidos negativamente cargados incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los 
aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos con grupos de cabeza polares no 
cargados que tienen valores similares de hidrofilicidad incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, 
asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina. 15 

Las sustituciones conservadoras se pueden realizar, por ejemplo, de acuerdo con la Tabla de a continuación. Los 
aminoácidos en el mismo bloque en la segunda columna y adecuadamente en la misma línea en la tercera columna 
se pueden sustituir entre sí: 

ALIFÁTICO No polar GAP 

ILV 

Polar-no cargado CSTM 

NQ 

Polar-cargado DE 

KR 

AROMÁTICO  HFWY 

La presente invención también abarca que la sustitución homóloga (sustitución y reemplazo se usan ambas en la 
presente memoria para querer decir que el intercambio de un residuo de aminoácidos existente, con un residuo 20 
alternativo) puede darse, es decir, sustitución entre dos cosas parecidas, tal como básico por básico, ácido por 
ácido, polar por polar, etc. La sustitución no homóloga también se puede dar, es decir, entre una clase de residuo y 
otra o implicar alternativamente la inclusión de aminoácidos no naturales, tales como ornitina (más adelante referida 
como Z), ornitina de ácido diaminobutírico (más adelante referido como B), ornitina de norleucina (más adelante 
referida como O), piriilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina. 25 

También se pueden realizar reemplazos mediante aminoácidos no naturales que incluyen; aminoácidos alfa* y alfa-
disustituído*; aminoácidos N-alquilo*, ácido láctico*, derivados de haluro de aminoácidos naturales, tales como 
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-l-fenilalanina*, L-alil-glicina*, β-alanina*, ácido L-α-

aminobutírico*, ácido L- -aminobutírico*,ácido L-α-amino isobutírico*; ácido L-ε-amino caproico
#
, ácido 7-amino 

heptanoico*, L-metionina sulfona
#
*, L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina

#
, L-tioprolina*, 30 

derivados de metilo de fenilalanina (Phe)-tales como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe(4-amino)
#
, L-Tyr(metil)*, 

L-Phe(4-isopropilo)*, L-Tic(ácido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilo)*, ácido L-diaminopropionico
#
 y L-Phe (4-

bencilo)*. La anotación * se ha utilizado con el propósito de la anterior discusión (en relación a sustitución homóloga 
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o no homóloga), para indicar la naturaleza hidrófoba del derivado mientras que # se ha utilizado para indicar la 
naturaleza hidrófila del derivado, 

#
* indica características anfifáticas. 

Las secuencias de aminoácidos variantes pueden incluir grupos de espaciador adecuados que se pueden insertar 
entre cualquiera de los dos residuos de aminoácidos de la secuencia que incluye grupos alquilo, tales como grupos 
metilo, etilo o propilo, además de los espaciadores de aminoácido, tales como residuos de glicina o β-alanina. Una 5 
forma adicional de variación implica que la presencia de uno o más residuos de aminoácidos en forma peptoide será 
bien entendido por los expertos en la técnica. Para evitar la duda, “la forma peptoide” se usa para referirse a 
residuos de aminoácidos variantes en los que el grupo sustituto de α-carbono está sobre el átomo de nitrógeno del 
residuo en lugar del carbono α. Los procesos para la preparación de péptidos en la forma peptoide son conocidos en 
la técnica, por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9.367-9.371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 10 
13(4), 132-134. 

Las secuencias de nucleótidos para usarse en la presente invención pueden incluir dentro de ellas nucleótidos 
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica un número de tipos diferentes de modificación a oligonucleótidos. 
Estos incluyen metil-fosfonato y cadenas principales de fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o 
polilisina en los extremos 3’ y 5’ de la molécula. Con los propósitos de la presente invención, se entiende que las 15 
secuencias de nucleótidos se pueden modificar mediante cualquier método disponible en la técnica. Dichas 
modificaciones se pueden llevar a cabo para aumentar la actividad in vivo o vida útil de las secuencias de 
nucleótidos útiles en la presente invención. 

Técnicas de metodología de ADN recombinante generales 

La presente invención emplea, al menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de química, biología 20 
molecular, microbiología, ADN recombinante e inmunología, las cuales están dentro de las capacidades de una 
persona de conocimiento normal en la técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografía. Véase, por ejemplo, J. 
Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, “Molecular Cloning. A Laboratory Manual” segunda Edición, Libros 1-3, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F.M. et al. (1995 y suplementos periódicos; “Current Protocols in 
Molecular Biology”, ch. 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree y A. Kahn, 1996, “DNA 25 
Isolation and Sequencing: Essential Tecniques”, John Wiley & Sons; M.J. Gait (Editor), 1984, “Oligonucleotide 
Synthesis: A Practical Approach”, Irl Press; y D.M.J. Lilley y J.E. Dahlberg, 1992, “Methods of Enzymology: DNA 
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology”, Academic Press. Cada uno de 
estos textos generales está en la presente memoria incorporado como referencia. 

Ahora se describirá más la invención por medio de Ejemplos, los cuales quiere decir que sirven para ayudar a un 30 
experto en la técnica para llevar a cabo la invención y no intentan de ningún modo limitar el alcance de la invención 

Ejemplos 

Ejemplo 1 

Inserción de un espaciador específico a fago en un CRISPR funcional existente para proporcionar resistencia al fago 
correspondiente 35 

Cepa-Streptococcus thermophilus ST0089 

Fago-2972 

Streptococcus thermophilus ST0089 es una cepa industrialmente importante usada en la producción de yogurt, es 
genéticamente flexible a manipulación, y susceptible al fago 2972 virulento. Recientemente se determinó la 
secuencia del genoma completo para el fago 2972. 40 

Los loci CRISPR se determinan en la cepa ST0089. Esto se determina preferentemente mediante la secuenciación 
del genoma entero de ST0089. Alternativamente, se identifican los loci CRISPR vía PCR usando conjuntos de 
cebador con secuencias idénticas a elementos CRISPR de S. thermophilus previamente identificados.  

Una vez identificados, se determina la secuencia de loci CRISPR así como las regiones proximales que deberían 
contener los genes cas relevantes. 45 

Al menos se selecciona un locus de CRISPR-cas particular para manipulación adicional. La funcionalidad de este 
locus se establece a través de análisis silico de las regiones de espaciador y sus homologías a secuencias de ADN 
de fago (es decir, la ausencia y/o presencia  de las secuencias de espaciador y la correlación a infectividad de fago 
con la cepa ST0089). En ausencia de esta correlación, la funcionalidad se supone basada en la presencia de todos 
los elementos documentados (es decir, repeticiones, espaciadores, secuencias líder, genes cas, supuestamente 50 
codifican proteínas de longitud completa). 
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Se eligen una(s) secuencia(s) de espaciador adecuada(s) a partir del genoma del fago 2972. Los criterios del 
espaciador seleccionado se basa en: 1) longitud de los espaciadores dentro del locus CRISPR seleccionado; 2) 
aproximadamente 100% de identidad a la secuencia del fago; 3) teóricamente se puede seleccionar cualquier 
secuencia del fago. 

En el ejemplo más simple, se sintetiza químicamente una unidad CRISPR que consiste en una secuencia de 5 
espaciador del fago 2972, flaqueada por dos elementos de repetición (idénticos al locus CRISPR seleccionado). Por 
definición esta “unidad CRISPR” es aproximadamente 100 pb de longitud y es demasiado corta para la consiguiente 
integración en el locus CRISPR. 

Por lo tanto, se construye ADN flanqueante adicional junto con la unidad CRISPR. Un mínimo de 500 pb de ADN 
homólogo, idéntico al locus CRISPR dirigido flanquea la unidad CRISPR sintética, para facilitar la integración. 10 

Hay al menos dos enfoques. Una construcción emula la adición de un nuevo espaciador sobre el CRISPR existente. 
Alternativamente, se reemplaza el locus CRISPR entero con la unidad CRISPR sintética. 

El integrante CRISPR resultante se verifica a través de la secuenciación de ADN del locus CRISPR antes del ensayo 
biológico. 

Se ensaya los patrones de sensibilidad a fago del integrante CRISPR frente al fago 2972 y se compara con la cepa 15 
parental. 

El integrante CRISPR construido demuestra con éxito la correlación directa entre la presencia de espaciador 
específico dentro del propio contexto del CRISPR-cas. 

Ejemplo 2 

Se inserta un homólogo espaciador a un ADN de fago en una célula, tal como una célula receptora. La célula llega a 20 
ser resistente al fago. En un locus CRISPR dentro de la cepa seleccionada, se diseña un nuevo espaciador CRISPR 
a partir del ADN del fago (con el 100% de identidad al ADN del fago) dentro del gen anti-receptor y se inserta en la 
célula. El gen antireceptor se dirige debido a que se ha encontrado que los espaciadores CRISPR a partir de otras 
cepas muestran similitud a genes antireceptor de fago. Cuatro cepas que portan espaciadores que muestran la 
identidad a los genes antireceptor de fago son resistente al fago particular. El mutante se expone al fago y llega a 25 
ser resistente a él. 

Ejemplo 3 

Se prepara un plásmido que comprende un espaciador CRISPR, y mostramos que este plásmido no se puede 
transferir en una célula que contiene el mismo espaciador, mientras que el plásmido sin el espaciador se puede 
transformar en la célula. 30 

Ejemplo 4 

Se inserta un espaciador en un hospedante original, pero no en un locus CRISPR, y el mutante resultante retiene su 
sensibilidad al fago, mostrando que el espaciador necesita estar en un ambiente particular dentro de un CRISPR y 
genes cas. 

Ejemplo 5 35 

Se inserta una combinación repetición CRISPR-cas completa en una célula, tal como una célula receptora, para 
proporcionar inmunidad frente al ácido nucleico entrante. 

Ejemplo 6  

Para una combinación particular repetición CRISPR-cas presente en dos cepas diferentes, el “intercambio” de 

espaciadores modifica sus fenotipos (sensibilidad/resistencia al fago). 40 

Ejemplo 7 

Se someten a deleción uno o más gens cas (a partir de una unidad CRISPR-cas funcional). Los genes cas son 
necesarios para que se proporcione la inmunidad. Los mutantes Cas son aún sensibles al fago, a pesar de la 
presencia del espaciador idéntico al ADN de fago. 

Ejemplo 8 45 

Se clonan los genes cas sometidos a deleción sobre un plásmido. Es posible proporcionar los genes cas en trans al 
hospedante. Si se bloquea el gen cas, se puede restaurar la inmunidad. 
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Ejemplo 9 

Se preparan diferentes combinaciones cas-repetición CRISPR. No solamente se requieres los genes cas o 
proteínas, sino también, se requieren para la funcionalidad pares específicos cas-repetición CRISPR. Cuando se 
proporcionan los genes cas o proteínas a partir de otro locus CRISPR, la cepa se mantiene sensible al fago. 

Ejemplo 10 5 

Cuando se somete a deleción un espaciador CRISPR particular a partir de un locus CRISPR que se da de manera 
natural, esto quita inmunidad frente a un fago dado y el hospedante llega a ser sensible (pérdida resistencia) al fago 
al cual el espaciador es homólogo. 

Ejemplo 11 

La integración de un espaciador CRISPR en el locus CRISPR de una bacteria proporciona resistencia frente a 10 
bacteriófago al que el espaciador CRISPR muestra identidad. 

(A) Cepa DGCC7710RH1 de Streptococcus thermophilus 

Streptococcus thermophilus 

La cepa DGCC7710 de Streptococcus thermophilus (depositada en la “Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes” Francés bajo el número CNCM I-2423) posee al menos 3 loci CRISPR: CRISPR1, CRISPR2 y 15 
CRISPR3. En las cepas CNRZ1066 y LMG18311 para las cuales se conoce la secuencia completa de genoma 
(Bolotin et al., 2004), CRISPR1 se localiza en el mismo locus cromosómico: entre str0660 (o stu0660) y str0661 (o 
stu0661). 

En la cepa DGCC7710, CRISPR1 también se localiza en el mismo locus cromosómico, entre genes altamente 
similares. CRISPR1 de la cepa DGCC7710 contiene 33 repeticiones (incluyendo la repetición terminal) y por tanto 32 20 
espaciadores. 

Todos estos espaciadores son diferentes entre sí. La mayoría de estos espaciadores son nuevos (no todavía 
descritos dentro del loci CRISPR), pero cuatro espaciadores cerca del tráiler CRISPR1 son idénticos a los 
espaciadores CRISPR1 ya conocidos: 

- El 28º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 31º espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ1575 25 
(Genbank número de entrada DQ072991); 

- El 30º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 27º espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 
(Genbank número de entrada DQ072990); 

- El 31º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 28º espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 
(Genbank número de entrada DQ072990); 30 

- El 32º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 30º espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 
(Genbank número de entrada DQ072990). 

Bacteriófago virulento 

D858 es un bacteriófago que pertenece a la familia Siphoviridae de virus. Su secuencia de genoma se ha 
determinado completamente pero todavía no está publicada. Este fago es virulento a la cepa DGCC7710 de S. 35 
thermophilus. 

Mutante resistente a fago 

La cepa DGCC7710RH1 de Streptococcus thermophilus se ha aislado como un mutante resistente a fago natural 

usando DGCC7710 como cepa parental, y el fago D858 como fago virulento. 

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 contiene 34 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y por tanto 33 40 
espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 de Streptococcus 
thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 de Streptococcus thermophilus posee un nuevo 

espaciador adicional (y por supuesto una repetición adicional la cual flanquea el nuevo espaciador) en un extremo 
del locus CRISPR (es decir, cerca de líder, en el extremo 5’ del locus CRISPR). 

Todos los otros espaciadores del locus CRISPR1 están sin cambios. 45 

La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH1 es: 
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Leyenda 

Secuencia líder: 

 

Secuencia integrada que comprende una Repetición CRISPR en el caso superior y un espaciador CRISPR (es decir, 5 
secuencia de etiquetado) en el caso inferior. 

Repeticiones CRISPR 

Repetición terminal:  

Secuencia tráiler:   

La secuencia del nuevo espaciador existe dentro del genoma del fago D858 y está representada en la presente 10 
memoria como SEC. ID. Nº 534. 

La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 31921 y 31950 pb (es decir, en la cadena positiva) 
del genoma D858’s (y tiene el 100% de identidad a la secuencia genómica D858 sobre 30 nucleótidos): 
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El nuevo espaciador que está integrado en el locus CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 de Streptococcus 
thermophilus confiere a esta cepa resistencia al fago D858, tal como se representa en la Figura 5 y Tabla 1. 

(B) Cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus 

La cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus se ha aislado como un mutante resistente a fago natural 
usando la cepa DGCC7710 de Streptococcus thermophilus como cepa parental, y el fago D858 como fago virulento. 5 

CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus thermophilus contiene 34 repeticiones (incluyendo la 

repetición terminal) y por tanto 33 espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa 
DGCC7710 de Streptococcus thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 de Streptococcus 
thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (y por supuesto una repetición adicional que flanquea el nuevo 
espaciador) en un extremo del locus CRISPR (es decir, cerca de líder, en el extremo 5’ del locus CRISPER). Todos 10 
los otros espaciadores del locus CRISPR1 están sin cambios. 

La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH2 es: 

 

Leyenda 

Secuencia líder:  15 
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La secuencia integrada que comprende una Repetición CRISPR en el caso superior y un espaciador CRISPR (es 
decir, secuencia de etiquetado) en el caso inferior. 

Repeticiones CRISPR 

Repetición terminal:  

 5 

Secuencia tráiler: 

 

Se ha mostrado que la secuencia del nuevo espaciador existe dentro del genoma del fago D858. 

La secuencia del espaciador (representado en la presente memoria como SEC. ID. Nº 535) se encuentra entre las 
posiciones 17215 y 17244 pb (es decir, sobre la cadena positiva) del genoma de D858 (y tiene 100% de identidad a 10 
la secuencia genómica de D858 sobre 30 nucleótidos): 

 

El nuevo espaciador que está integrado en el locus CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 del Streptococcus 
thermophilus confiere a la cepa DGCC7710-RH2 del Streptococcus thermophilus una resistencia al fago D858, tal 

como se representa en la Figura 6 y Tabla 1. 15 

Ejemplo 12 

Integración y bloqueo de la construcción 

Materiales y Métodos 

Cepas y plásmidos 

Cepa parental DGCC7710 de Streptococcus thermophilus, sensible a fagos 858 y 2972 20 

Mutante CRISPR resistente a 858 de Streptococcus thermophilus DGCC7778 

Streptococcus thermophilus DGCC7778cas1KO 

Streptococcus thermophilus DGCC7778cas4KO 

Streptococcus thermophilus DGCC7778RT 

Streptococcus thermophilus DGCC7778RT’ 25 

Mutante CRISPR resistente a 2972 de Streptococcus thermophilus DGCC7714R2 

Streptococcus thermophilus DGCC7710R2S1S2 

Escherichia coli EC1000 proporciona p0RI28 (Russell y Klaenhammer, 2001) 

Escherichia coli pCR2.1TOPO proporciona pTOPO (catálogo Invitrogen nº K4500-01) 

pTOPO es un plásmido usado para la subclonación de las diversas construcciones 30 

pTOPOcas1ko contiene un fragmento integral de cas1 

pTOPOcas4ko contiene un fragmento integral de cas4 

pTOPO1S2 contiene la construcción de espaciador S1S2 

pTOPO RT contiene la construcción de la repetición terminal RT 
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pORI28 es un plásmido usado para la integración de las diversas construcciones en el cromosoma de las 
cepas de Streptococcus thermophilus 

pORIcas1ko contiene un fragmento integral de cas1 

pORIcas4ko contiene un fragmento integral de cas4 

pORIS1S2 contiene la construcción de espaciador S1S2 5 

purist contiene la construcción de la repetición terminal RT 

Cebadores 

Cas1 

 

Cas 4 10 

 

S1S2 y RT 

 

Las cepas y los fagos se obtuvieron a partir de “Danisco Culture Collection”, o a partir de material de referencia 
(Russell y Klaenhammer, “Applied and Enviromental Microbiology” 2001, 67:43.691-4.364; Levesque et al., “Applied 15 
and Environmental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068). 

Se llevaron a cabo preparación de fago, purificación y ensayos usando métodos descritos previamente (Duplessis et 
al., Virology 2005, 340:192-208; Levesque et al., “Applied and Environmental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068). 

Se hicieron crecer las cepas de Streptococcus thermophilus a 37ºC o 42ºC en M17 (Difco Laboratories) 
complementado con lactosa o sucrosa al 0,5%. Para la infección del fago, se añadieron CaC12 10mM al medio 20 
antes de la infección de fago, tal como se ha descrito previamente (Duplessis et al., Virology 2005, 340:192-208; 
Levesque et al., “Applied and Enviromental Microbiology” 2005 71:4.057-4.068). 

Las enzimas usadas para llevar a cabo las digestiones por restricción y la PCR se adquirieron de Invitrogen y se 
usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las PCRs se llevaron a cabo sobre un “Eppendorf 
Mastercycler Gradient Thermocycler” como el descrito previamente (Bairangou et al., 2002 “Applied and 25 
Environmental Microbiology 68:2.877-2.884. 

La inactivación de gen y la inserción de plásmido específico a sitio vía recombinación homóloga en los cromosomas 
de Streptococcus thermophilus se llevaron a cabo mediante subclonación en el sistema pCR2.1TOPO de Invitrogen, 
posterior clonación en el sistema pORI usando Escherichia coli como hospedante y las construcciones por último se 
purificaron y transformaron en Streptococcus thermophilus tal como previamente se ha descrito (Russell y 30 

Klaenhammer, “Applied and Environmental Microbiology” 2001, 67:43.691-4.364). 

(1) Integración de la construcción 

Usando la construcción RT modificada por ingeniería como la mostrada en la Figura 17, se insertó la construcción 
justo después de cas4, tal como se muestra en la Figura 18. 

DGCC7778 parental es resistente al fago 858. 35 

La parental tiene dos espaciadores (S1 y D2) que son idénticos al ADN del fago 858. 

La cepa resultante (RT) pierde resistencia al fago 858, tal como se muestra en la Tabla 1. Esto demuestra que los 
genes cas necesitan estar en las inmediaciones cercanas de el(los) espaciador(es) para conferir resistencia. 
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(2) Bloqueo de Cas1 

Tal como se muestra en la Figura 12 DGCC7778 parental se modifica por ingeniería de modo que se altera el gen 
cas1. Tal como se muestra en la Tabla 1, esto da como resultado una pérdida de resistencia, significando que el 
cas1 es necesario para conferir resistencia. 

(3) Bloqueo de Cas4 5 

Tal como se muestra en la Figura 12 DGCC7778 parental se modifica por ingeniería de modo que se altera el gen 
cas4. 

(4) Integración de construcción S1S2 

Tal como se muestra en las Figuras 14-16 la construcción S1S2 está integrada en DGCC7710 parental. 

Compendio 10 

Las CRISPRs (Repeticiones Palindrómicas Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas) (también conocidas 
como SPIDR, repeticiones Directas Intercaladas de Espaciador) constituyen una familia de loci de ADN 
recientemente descritos extendidos a través de los genomas procarióticos. Están constituidos de repeticiones 
palindrómicas de ADN altamente conservadas y cortas que están regularmente interespaciadas mediante 
secuencias altamente polimóficas de aproximadamente la misma longitud. Adicionalmente, los genes cas (genes 15 

asociados a CRISPR) normalmente están presentes en las inmediaciones de las secuencias CRISPR. En la 
bibliografía no se ha atribuido todavía función fisiológica clara a las secuencias CRISPR o genes cas. 

Aquí sugerimos que las secuencias CRISPR en combinación con los genes cas se pueden usar para proporcionar 
resistencia frente al ácido nucleico entrante. Particularmente, proponemos que los espaciadores dentro de los loci 
CRISPR proporcionan la especificidad para la inmunidad frente al ácido nucleico entrante. Como resultado, 20 
sugerimos que los genes cas en asociación con las secuencias CRISPR se usen para proporcionar células con 
resistencia frente a las secuencias particulares de ácido nucleico, tales como de bacteriófagos, de plásmidos, de 
transposones y secuencias de inserción. Adicionalmente, estos elementos se pueden manipular para generar 
inmunidad dirigida frente a secuencias particulares de ácido nucleico, tales como componentes de fago, genes de 
resistencia a antibiótico, factores de virulencia, secuencias novedosas, elementos indeseables y similares. Por tanto, 25 
el conocimiento simple de las secuencias de espaciador CRISPR entre otras para una cepa bacteriana dada sería 
una ventaja determinar su lisotipo (el lisotipo define la resistencia/sensibilidad de una bacteria dada a diversos 
bacteriófagos) y predice su capacidad de sobrevivir a la exposición a secuencias definidas de ácido nucleico. Por lo 
tanto, la caracterización de los loci CRISPR en las bacterias podría ayudar a determinar, predecir y modificar la 
interacción hospedante-fago. La aplicación particular de la modificación por ingeniería genética de CRISPR, por 30 
adición, deleción o modificación de las secuencias de espaciador, podría conducir a variantes bacterianas 
resistentes a fago. 

Las CRISPRs (Repeticiones Palindrómicas Cortas Regularmente Interespaciadas Agrupadas), también conocidas 
como SPIDR (Repeticiones Directas Intercaladas de Espaciador), forman una nueva familia de secuencias repetidas 
que se han identificado en secuencias de genoma completo, en numerosos procariotas, mayormente en 35 
cromosomas pero también en plásmidos (Mojica et al., 2000; Jansen et al., 2002a). Los loci CRISPR están 
constituidos de repeticiones de ADN cortas y altamente conservadas (24 a 40 pb, repetidas entre 1 y 140 veces) que 
son parcialmente palindrómicas. Mientras hay ciertos límites a la degeneración de base entre repeticiones de 
diferentes loci y especies, no hay secuencia conservada absoluta a través de todas las repeticiones observadas. 
Además las repeticiones están aparentemente orientadas dentro de un locus particular, con respecto a los genes 40 
próximos. Estas secuencias repetidas (normalmente específicas a una especie) están interespaciadas mediante 
secuencias polimórficas de longitud constante (20 a 58 pb dependiendo del CRISPR) que están diseñados como 
“espaciadores”. Se han encontrado hasta 20 loci CRISPR diferentes dentro de un cromosoma sencillo. La Figura 1 
describe una de la CRISPR identificada en Streptococcus thermophilus CNRZ1066. 

Por ejemplo, el genoma de S. thermophilus LMG18311 contiene 3 loci CRISPR. Las secuencias repetidas de 36 pb 45 
son diferentes en CRISPR1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones) y CRISPR3 (una secuencia sencilla); sin 
embargo, están perfectamente conservadas dentro de cada locus. Las repeticiones CRISPR1 y CRISPR2 están 
respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb de longitud. Todos estos espaciadores son 
diferentes entre sí (aparte de las excepciones menores: muy pocos espaciadores pueden estar presentes dos veces 
dentro de un locus CRISPR dado). También son diferentes de aquellos encontrados en otras cepas, tales como 50 
CNRZ1066 (41 espaciadores dentro de CRISPR1) o LMD-9 (16 espaciadores dentro de CRISPR1 y 8 dentro de 
CRISPR3), las cuales son cepas de S. thermophilus que tienen genomas muy similares. 

Aunque la función biológica de los loci CRISPR no es conocida se han propuesto algunas hipótesis. Por ejemplo, se 
ha propuesto que pueden estar implicados en el acoplamiento del cromosoma a una estructura celular, o en la 
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replicación del cromosoma y partición del replicón, pero no se ha informado de demostración experimental para 
confirmar estas hipótesis. 

Generalmente, los loci CRISPR están inmediatamente adyacentes a un grupo de 4 a 7 genes que se han 
denominado genes cas (del Inglés “CRISPR-associated”, “Asociados a CRISPR”)(Jansen et al., 2002b). Actualmente 
no se ha atribuido un papel fisiológico claro a las proteínas Cas, pero para algunas de ellas la presencia de motivos 5 
de proteína particulares sugiere que podrían actuar como una girasa de ADN o una polimerasa de ADN. Estos 
grupos de 4 a 7 genes cas, que o bien se originan a partir de diferentes loci dentro de un genoma dado o se originan 
a partir de diferentes microorganismos, se pueden distinguir y agrupar en diferentes tipos en base a la similitud de 
secuencia. Uno de nuestros principales descubrimientos  es que un conjunto dado de genes cas siempre está 
asociado con una secuencia repetida dada dentro de un locus CRISPR particular. En otras palabras, los genes cas 10 

(o proteínas Cas) parecen ser específicos a una repetición de ADN dada, queriendo decir que los genes cas (o 
proteínas Cas) y la secuencia repetida podrían formar un par funcional. Los análisis de gráfico de puntos indican que 
los agrupamientos (“cluster”) y los grupos obtenidos cuando se analizan las secuencias de proteína Cas son 
similares a los obtenidos cuando se analizan las repeticiones CRISPR (tal como se muestra en la figura 2). 

En S. thermophilus, una especie bacteriana para la cual se han secuenciado varios genomas de fago, los 15 

espaciadores de 30 pb con frecuencia son idénticos al ADN del fago (Figura 3). Esta observación también se ha 
realizado para las secuencias de espaciador de muchos otros géneros y especies bacterianas para las cuales se 
conocen las secuencias de ADN de fago. Además se ha mencionado previamente en al menos dos publicaciones 
recientes (Pourcel et al., 2005; Mojica et al., 2005). Por otro lado la ausencia de la similitud de secuencia significante 
para las secuencias de espaciador restantes se puede explicar mediante el hecho de que solamente unos pocos 20 
genomas de fago están disponibles en este momento. En base a las muy altas similitudes de secuencia de ADN 
entre algunos espaciadores CRISPR y las secuencias de bacteriófago, proponemos que la especificidad de los 
espaciadores CRISPR participa en la determinación del lisotipo de cepa. Para soportar el propósito de un efecto de 
las secuencias del espaciador CRISPR sobre la inmunidad bacteriana frente a bacteriófagos, se encontró que una 
proporción significante de parejas para espaciadores en secuencias de genoma de bacteriófago se da dentro de los 25 
genes probablemente implicados en la especificidad hospedante (véase figura 3). Otra hipótesis podría ser que las 
secuencias de espaciador son reconocidos por la bacteria como ADN exógeno. Por tanto, la bacteria eliminaría la 
molécula de ácido nucleico que porta esta secuencia al entrar en la célula. Un argumento que soporta esta idea es la 
estructura peculiar deducida de CRISPR. De hecho, proponemos que los elementos de repetición proporcionan una 
característica estructural mientras los espaciadores contienen la secuencia que proporciona la inmunidad específica 30 
frente el ácido nucleico entrante. Las repeticiones palindrómicas tienen el potencial para formar estructuras de 
“hairpin” (horquilla) muy estables (véase figura 4), y están separados por espaciadores cuyo tamaño corresponde a 
más o menos 3 vueltas de la hélice de ADN (aunque pueden variar entre 2 y 5). Por tanto, cualquier locus CRISPR 
podría estar altamente estructurado en una serie de hairpins de ADN regularmente espaciadas. 

Ventajosamente, el lisotipo de una cepa bacteriana dada se puede modificar o bien por generación natural de 35 
derivados resistentes (Mutantes Insensibles a Bacteriófago), o por ingeniería genética. Específicamente, las 
soluciones de la ingeniería genética pueden estar diseñadas mediante, por ejemplo, adición, mediante deleción o 
mediante modificación de las secuencias espaciador o incluso un locus CRISPR completo. 

Ejemplos de aplicaciones de esta invención incluyen, pero no se limitan a: 

(i) Resistencia a fago. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN bacteriófago se pueden 40 
añadir dentro de un locus CRISPR del hospedante bacteriano para proporcionar resistencia frente a este 
bacteriófago particular, previniendo así el ataque del fago. Adicionalmente, regiones particulares dentro del 
genoma del fago (proteínas de especificidad a hospedante) pueden estar dirigidas a proporcionar 
reconocimiento particular fago-hospedante, o a estar altamente conservadas dentro del ADN del fago, tal como 
las secuencias de helicasa o genes de primasa, proteínas estructurales de cabeza y cola, o proteínas con 45 
dominios conservados (por ejemplo, helicasa, holin, lisina y otros) o secuencias conservadas entre los genes 
importantes de fago. 

(ii) Resistencia a transferencia de plásmido. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN 
plásmido se pueden añadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar resistencia frente a este 
plásmido particular, previniendo así la transferencia de ADN exógeno en el microbio. Específicamente, las 50 
regiones particulares dentro del ADN plásmido pueden estar dirigidas a proporcionar inmunidad frente a ADN 
plásmido, tal como las secuencias dentro del origen de replicación del plásmido. 

(iii) Resistencia a elementos genéticos móviles. Los espaciadores CRISPR particulares derivados del ADN del 
elemento genético móvil se pueden añadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para proporcionar 
resistencia frente a elementos genéticos móviles tal como elementos transponibles y secuencias de inserción,  55 
previniendo así la transferencia de ADN exógeno y deriva genética. Específicamente, las regiones particulares 
dentro de los transposones y las secuencias de inserción pueden estar dirigidas a proporcionar inmunidad 
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frente a elementos genéticos móviles. Por ejemplo, las dianas pueden incluir transposones conjugativos 
(Tn916), transposones clase II (Tn501) o secuencias de inserciones (IS26). 

(iv) Resistencia a genes de resistencia a antibiótico. Los espaciadores CRISPR particulares derivados de los 
genes que codifican resistencia a antibiótico se pueden añadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para 
prevenir la transferencia de los genes que confieren resistencia a antibióticos en el hospedante bacteriano, 5 
reduciendo así el riesgo de adquirir marcadores de resistencia a antibiótico. Por ejemplo, las dianas pueden 
incluir vanR, un gen que confiere resistencia a vancomicina, o teR, un gen que confiere resistencia a 
tetraciclina,o que fija como objetivo inhibidores beta-lactamasa. 

(v) Resistencia a genes que codifican factores de virulencia. Los espaciadores CRISPR particulares derivados 
de genes que codifican factores de virulencia se pueden añadir dentro de un locus CRISPR de bacteria para 10 
proporcionar resistencia frente a la transfección de genes que confieren virulencia en la bacteria. Por ejemplo, 
los factores que comúnmente contribuyen a virulencia en los patógenos microbianos se puede dirigir, tal como 
toxinas, intemalinas y hemolisinas. 

(vi) Diagnósticos. Los espaciadores CRISPR dentro de una bacteria particular se pueden detectar o secuenciar 
para predecir/determinar la probable sensibilidad de microbios particulares a bacteriófago, y usarse así como 15 
un indicador de lisotipo para la selección microbiana. 

(vii) Resistencia a secuencias novedosas. Las secuencias novedosas de espaciador se pueden sintetizar de 
novo, modificar por ingeniería e integrar en un CRISPR dentro un hospedante bacteriano seleccionado para 
proporcionar resistencia a una secuencia particular idéntica y novedosa presente en una molécula de ADN 
infectante. 20 

Puesto que las CRISPR están ampliamente extendidas entre las especies bacterianas, las aplicaciones 
anteriormente mencionadas se podrían usar en una gran diversidad de organismos. Los loci CRISPR se han 
descrito en un número de bacterias Gram-positivo (incluyendo bacterias de ácido láctico) y bacterias Gram-negativo. 
Por tanto, los loci CRISPR en asociación con los genes cas se pueden usar para caracterizar/modificar el lisotipo de 
cepa y generar resistencia a ácido nucleico en un amplio rango de bacterias. Además de las aplicaciones 25 
potenciales para la resistencia a fago, se ha mencionado en la bibliografía que las secuencias CRISPR muestran 
algo de homología a elementos genéticos móviles tales como plásmidos y transposones (Mojica et al., 2005). 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de una combinación de un locus CRISPR y uno o más genes 
cas para proporcionar resistencia frente a ácido nucleico definido. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es ADN. 30 

Adecuadamente, el ácido nucleico es ARN. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un fago. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un plásmido. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético móvil. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un transposon (Tn). 35 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una secuencia de inserción 
(IS). 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de elementos genéticos dirigidos 
indeseables. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a 40 
antibiótico. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un factor de virulencia. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una isla de patogenicidad. 

Adecuadamente, el ácido nucleico es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de una secuencia novedosa, para 
proporcionar resistencia frente a entidades que llevan esta molécula particular. 45 

En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de CRISPR para la identificación y tipificación. 
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En un aspecto adicional, se ha proporcionado el uso de uno o más genes cas y uno o más elementos CRISPR (por 
ejemplo, una o más repeticiones CRISPR y/o espaciadores CRISPR) para modular la resistencia en una célula 
frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

TABLA 1 

Fago 2972  Fago 858 

Cepas Sobre 
BIM

1 
Sensibilidad 

de Fago
2 

Homología 
Espaciador-fago

3 
Sensibilidad 

fago
2 

Homología Espaciador-fago
3 

DGCC7710 - S Ctrl S Ctrl 

DGCC7778 858 S >10 SNPs R 100% (2 espaciadores) 

DGCC7710-RH1 858 R 100% R 100% 

DGCC7710-RH2 858 R 100% R 100% 

DGCC7778RT 858 S >10 SNPs S 100% pero no próximo a cas 

DGCC7778HT’ 858 S >10 SNPs S No espaciadores dejados 

DGCC7778cas1 858 S >10 SNPs S 100% (2 espaciadores) 

pero cas1 KO 

DGCC7778cas4 858 S >10 SNPs R 100% (2 espaciadores) 

pero cas4 KO 

DGCC7710-R2 2972 R 100% (1 
espaciador) 

S 5 SNPs 

DGCC7710-
R2S1S2 

2972 S 100% pero no 
próximo a cas 

R S1S2 son 100% idénticos a 
fago 858 

1 Fago usado para generar Mutantes insensibles a Bacteriófago (BIMs, del Inglés “Bacteriophage Insensitive Mutants”) 

2 Sensibilidad a Fago de la cepa, S=sensible, R=resistente como lo determinado por ensayos de punto y placa 

3 Homología entre el nuevo espaciador del mutante, extremo de la secuencia ADN del fago usado para generar los 
Fagos mutantes retenía la capacidad para adsorber a los mutantes 

 5 

La invención también ser refiere a los siguientes aspectos tal como se define en los siguientes párrafos enumerados: 

1. El uso de uno o más genes cas o proteínas para modular la resistencia en una célula frente a un ácido nucleico 
diana o un producto de transcripción del mismo. 

2. El uso de acuerdo con el párrafo 1, en el que los uno o más genes cas o proteínas se usan en combinación con 

dos o más repeticiones CRISPR. 10 

3. El uso de acuerdo con el párrafo 2, en el que los uno o más genes cas o proteínas y/o las dos o más 
repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma célula). 

4. El uso de acuerdo con el párrafo 2 ó párrafo 3, en el que los uno o más genes cas o proteínas y las dos o más 

repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula. 

5. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que los uno o más genes cas o proteínas 15 
se usan en combinación con uno o más espaciadores CRISPR. 

6. El uso de acuerdo con el párrafo 5, en el que los espaciador(es) CRISPR está(n) o es(son) 
derivable(s)(preferiblemente, derivado(s)) a partir de un organismo que es diferente a la célula a partir de la 
cual los uno o más genes cas o proteínas y/o las dos o más repeticiones CRISPR son o son derivables 
(preferiblemente, derivadas). 20 
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7. El uso de acuerdo con el párrafo 6, en el que el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a 
un ácido nucleico diana. 

8. El uso de acuerdo con el párrafo 5, en el que el espaciador CRISPR es una secuencia de ácido nucleico 
sintética. 

9. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos 5-8, en el que el(los) espaciador(es) CRISPR tiene(n) 5 
homología al ácido nucleico diana. 

10. El uso de acuerdo con el párrafo 9, en el que el(los) espaciador(es) tiene(n) 100% de identidad al ácido 
nucleico diana sobre al menos la longitud de la zona central del espaciador CRISPR. 

11. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que los uno o más genes cas o proteínas 
se usan en combinación con al menos uno o más espaciadores CRISPR y al menos dos o más repeticiones 10 
CRISPR. 

12. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que el ácido nucleico diana o producto de 
transcripción del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de ADN bacteriófago. 

13. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que el ácido nucleico diana o producto de 
transcripción del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de ADN plásmido. 15 

14. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que el ácido nucleico diana o el producto 
de transcripción del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento genético móvil. 

15. El uso de acuerdo con el párrafo 14, en el que el ácido nucleico diana o el producto de transcripción del mismo 
es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un elemento transponible o una secuencia de 
inserción. 20 

16. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que el ácido nucleico diana o producto de 
transcripción del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un gen de resistencia a 
antibiótico. 

17. El uso de acuerdo con cualquiera de los párrafos precedentes, en el que el ácido nucleico diana o producto de 
transcripción del mismo es o es derivable (preferiblemente, derivado) a partir de un ácido nucleico que codifica 25 
un factor de virulencia. 

18. El uso de acuerdo con el párrafo 17, en el que el factor de virulencia se selecciona entre el grupo que consiste 
en un ácido nucleico que codifica una toxina, una internalina y una hemolisina. 

19. El uso de una secuencia de ácido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos 
repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador CRISPR, en el que al menos un espaciador CRISPR 30 
es heterólogo a al menos un gen cas y/o al menos dos repeticiones CRISPR para modular la resistencia frente 

a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

20. Una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas. 

21. Una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas y al menos dos 
repeticiones CRISPR. 35 

22. Una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas y al menos un 
espaciador CRISPR. 

23. Una secuencia de ácido nucleico que consiste esencialmente en al menos un gen cas, al menos un espaciador 
CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR. 

24. Una secuencia de ácido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos 40 
repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador CRISPR, en la que el espaciador CRISPR es 
heterólogo al al menos un gen cas y/o al menos dos repeticiones CRISPR. 

25. La secuencia de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de los párrafos 20-24, en la que los uno o más 
genes cas y las dos o más repeticiones CRISPR están o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de 
la misma célula. 45 

26. La secuencia de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de los párrafos 20-25, en la que los uno o más 
genes cas y las dos o más repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula. 
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27. La secuencia de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de los párrafos 20-26, en la que los espaciadores 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de un organismo que es diferente a la célula 
a partir de la cual los uno o más gene cas y/o las dos o más repeticiones CRISPR son o son derivables 
(preferiblemente, derivados). 

28. Una construcción que comprende una o más de las secuencias de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de 5 
los párrafos 20-27. 

29. Un vector que comprende una o más de las secuencias de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de los 
párrafos 20-27 o una o más de las construcciones de acuerdo con el párrafo 24. 

30. Una célula que comprende la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de los párrafos 20-27, la 
construcción de acuerdo con el párrafo 28 o el vector de acuerdo con el párrafo 29. 10 

31. La célula de acuerdo con el párrafo 30, en el que la célula es una célula receptora o una célula hospedante. 

32. Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de : 

(i) identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (preferiblemente, una 
secuencia esencial a la función o supervivencia del organismo); 15 

(ii) preparar un espaciador CRISPR que sea homólogo a la secuencia identificada; 

(iii) preparar un ácido nucleico (por ejemplo, un ácido nucleico recombinante) que comprenda al menos un gen 
cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador CRISPR; e  

(iv) introducir dicho ácido nucleico en una célula para así volver a la célula resistente a dicho ácido nucleico 
diana o producto de transcripción del mismo. 20 

33. Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula frente a un ácido 
nucleico diana o un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más espaciadores CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en un organismo resistente al 
ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 

(ii) preparar un ácido nucleico recombinante que comprenda al menos un gen cas o proteína y al menos dos 25 
repeticiones CRISPR junto con dicho uno o más espaciadores identificados; e 

(iii) introducir dicho ácido nucleico recombinante en una célula para volver así a la célula resistente a dicho 
ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

34. Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula que comprende al 
menos uno o más genes cas o proteínas y dos o más repeticiones CRISPR frente a un ácido nucleico diana o 30 
un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo resistente al ácido nucleico diana o producto 
de transcripción del mismo; y  

(ii) modificar la secuencia de uno o más espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que el(los) 
espaciador(es) CRISPR tengan homología a el(los) espaciador(es) CRISPR en el organismo. 35 

35. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 32-34, en el que los uno o más genes cas o proteínas y/o 
las dos o más repeticiones CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivados) a partir de la misma 
célula. 

36. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 32-35, en el que los espaciadores son o son derivables 
(preferiblemente, derivados) a partir de un organismo que es diferente a la célula que comprende los uno o más 40 
genes cas o proteínas y/o las dos o más repeticiones CRISPR. 

37. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 32-35, en el que los uno o más genes o proteínas y las 
dos repeticiones CRISPR se dan conjuntamente de manera natural en la misma célula. 

38. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 32-37, en el que dicha modificación comprende la 
inserción de uno o más espaciadores CRISPR y/o seudo espaciadores CRISPR en la célula. 45 
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39. El método de acuerdo con el párrafo 38, en el que el espaciador de la célula tiene 100% de homología al 
espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR del organismo. 

40. El método de acuerdo con el párrafo 38 o el párrafo 39, en el que dicha modificación comprende modificar por 
ingeniería genética el espaciador CRISPR de la célula. 

41. El método de acuerdo con el párrafo 40, en el que se modifica todo o parte del espaciador en la célula. 5 

42. El método de acuerdo con el párrafo 40 o el párrafo 41, en el que dicha modificación comprende la 
modificación de un espaciador recombinante. 

43. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 40-42, en el que dicha modificación se da a través de 
mutación o mutagénesis espontánea. 

44. Un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la resistencia de una célula que comprende al 10 
menos uno o más genes cas o proteínas y dos o más repeticiones CRISPR frente a un ácido nucleico diana o 
un producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo que es sustancialmente resistente al ácido 
nucleico diana o producto de transcripción del mismo; y 

(ii) modificar la secuencia de al menos uno o más espaciador(es) CRISPR en la célula de modo que los 15 
espaciador(es) CRISPR tengan un grado reducido de homología a el(los) espaciador(es) en el organismo. 

45. El método de acuerdo con el párrafo 44, en el que se someten a deleción al menos uno o más espaciador(es) 
CRISPR en la célula. 

46. El método de acuerdo con el párrafo 44 o el párrafo 45, en el que se someten a deleción al menos una o más 
repetición(es) CRISPR en la célula. 20 

47. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 44-46, en el que se someten a deleción uno o más genes 
cas. 

48. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 44-47, en el que se someten a deleción CRISPR y/o uno 
o más genes cas. 

49. Un método para modular (por ejemplo, reducir o disminuir) la resistencia de una célula que comprende al 25 
menos uno o más genes cas o proteínas y dos o más repeticiones CRISPR frente a un ácido nucleico diana o 
un producto de transcripción del mismo que comprende la modificación de uno o más genes cas o proteínas 

y/o dos o más repeticiones CRISPR en la célula. 

50. El método de acuerdo con el párrafo 49, en el que se somete a deleción los uno o más genes cas o proteínas 
y/o dos o más repeticiones CRISPR en la célula. 30 

51. Un método para identificar un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR para usarse en la modulación 
de la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico o un producto de transcripción del mismo que 
comprende las etapas de: 

(i) preparar una célula que comprenda al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o proteína; 

(ii) identificar al menos un espaciador CRISPR o seudo espaciadores CRISPR en un organismo que es 35 
sustancialmente resistente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 

(iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula de modo que el espaciador CRISPR tenga 
homología al espaciador del organismo; y 

(iv) determinar si la célula modula resistencia frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo,  40 

donde la modulación de la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo es indicativo de que el espaciador CRISPR modula la resistencia de la célula. 

52. Un método para identificar un gen cas para usarse en la modificación de la resistencia de una célula frente a un 

ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 

(i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos dos repeticiones CRISPR; 45 
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(ii) modificar por ingeniería la célula de modo que comprenda al menos un gen cas; y  

(iii) determinar si la célula modula resistencia frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo,  

donde la modulación de la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo es indicativo de que el gen cas se puede usar para modular la resistencia de la célula. 5 

53. Un método para identificar una repetición CRISPR para usarse en la modulación de la resistencia de una célula 
frente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: 

(i) preparar una célula que comprenda al menos un espaciador CRISPR y al menos un gen cas; 

(ii) modificar por ingeniería la célula de modo que contenga la repetición CRISPR; y 

(iii) determinar si la célula modula resistencia frente al ácido nucleico o producto de transcripción del mismo,  10 

donde la modulación de la resistencia de la célula frente al ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo es indicativo de que la repetición CRISPR se puede usar para modular resistencia. 

54. Un método para identificar una combinación funcional de un gen cas y una repetición CRISPR que comprende 
las etapas de: 

(a) determinar las secuencias del gen cas y la repetición CRISPR; 15 

(b) identificar uno o más grupos de los genes cas como los determinados por el análisis de comparación de 
secuencia; 

(c) identificar uno o más grupos de repeticiones CRISPR; y 

(d) combinar aquellas secuencias de gene cas y repetición CRISPR que caen dentro del mismo grupo, 

donde la combinación de las secuencias de gen cas y repetición CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo 20 
de que la combinación es una combinación funcional. 

55. El método de acuerdo con el párrafo 54, en el que las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes cepas.  

56. El método de acuerdo con el párrafo 54, en el que las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de las mismas o diferentes especies. 25 

57. El método de acuerdo con el párrafo 54, en el que las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes géneros. 

58. El método de acuerdo con el párrafo 54, en el que las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición 
CRISPR son o son derivables (preferiblemente, derivadas) a partir de los mismos o diferentes organismos. 

59. Un método para modular el lisotipo de una célula bacteriana que comprende uno o más genes cas o proteínas 30 
y dos o más repeticiones CRISPR que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más seudo espaciadores CRISPR en la secuencia genómica de un bacteriófago frente al 
cual se modula la resistencia; y  

(ii) modificar la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR de la célula bacteriana de modo que el(los) 
espaciador(es) de la célula bacteriana tenga(n) homología a el(los) seudo espaciador(es) CRISPR del 35 
bacteriófago frente al cual se modula la resistencia. 

60. Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula bacteriana frente a 
un bacteriófago que comprende las etapas de: 

(i) identificar una secuencia (por ejemplo una secuencia conservada) en un bacteriófago (preferiblemente, una 
secuencia esencial a la función o supervivencia del bacteriófago); 40 

(ii) preparar un espaciador CRISPR el cual es homólogo a la secuencia identificada; 

(iii) preparar un ácido nucleico que comprenda al menos un gen cas y al menos dos repeticiones CRISPR junto 
con el espaciador CRISPR; e 
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(iv) introducir dicho ácido nucleico en la célula bacteriana para así volver a la célula bacteriana resistente a 
dicho ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

61. Un método para modular (por ejemplo, conferir o incrementar) la resistencia de una célula bacteriana frente a 
un ácido nucleico diana o producto de transcripción en un bacteriófago del mismo que comprende las etapas 
de: 5 

(i) identificar uno o más seudo espaciadores CRISPR en un genoma de bacteriófago que es capaz de 
proporcionar resistencia al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 

(ii) preparar un ácido nucleico recombinante que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones 
junto con dichos uno más seudo espaciadores CRISPR identificados; e 

(iii) introducir dicho ácido nucleico recombinante en dicha célula bacteriana para así volver a la célula 10 
bacteriana resistente a dicho ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

62. Un método para modular la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o más genes cas o 
proteínas y dos o más repeticiones CRISPR frente a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del 
mismo en un bacteriófago que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más seudo espaciadores CRISPR en un bacteriófago que es capaz de proporcionar 15 
resistencia a un ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 

(ii) identificar uno o más espaciadores CRISPR en una célula bacteriana en la cual se modula la resistencia; y  

(iii) modificar la secuencia de el(los) espaciador(es) en la célula bacteriana en la cual se modula la resistencia 
de modo que el(los) espaciador(es) tengan un grado mayor de homología a el(los) seudo espaciador(es) 
CRISPR del bacteriófago frente al cual se modula la resistencia. 20 

63. El método de acuerdo con el párrafo 61 o el párrafo 62, en el que el ácido nucleico diana en el bacteriófago es 
una secuencia de ácido nucleico altamente conservada. 

64. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 61-63, en el que el ácido nucleico diana en el bacteriófago 
codifica una proteína de especificidad a hospedante. 

65. El método de acuerdo con cualquiera de los párrafos 61-64, en el que el ácido nucleico diana en el bacteriófago 25 
codifica una proteína que es esencial para la supervivencia, replicación o crecimiento del bacteriófago. 

66. El método de acuerdo con el párrafo 65, en el que el ácido nucleico en el bacteriófago codifica una helicasa, 
una primasa, una proteína estructural de cabeza o cola, una proteína con un dominio conservado (por ejemplo, 
holin, lisina y otros) o una secuencia conservada entre los genes importantes de fago. 

67. Un método para determinar la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o producto de 30 
transcripción del mismo que comprende identificar una o más combinaciones funcionales repetición CRISPR-
cas y uno o más espaciadores CRISPR en la célula. 

68. El método de acuerdo con el párrafo 67, que comprende la etapa adicional de comparar la secuencia de los 
uno o más espaciadores CRISPR en la célula con la secuencia al ácido nucleico diana. 

69. El método de acuerdo con el párrafo 67 o el párrafo 68, que comprende la etapa adicional de determinar el 35 
perfil de resistencia de la célula. 

70. Una célula obtenida u obtenible mediante el método de cualquiera de los párrafos 32-69. 

71. Un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR obtenido u obtenible mediante el método del párrafo 51. 

72. Un gen cas obtenido u obtenible mediante el método del párrafo 52  

73. Una repetición CRISPR obtenida u obtenible mediante el método del párrafo 53. 40 

74. Una combinación funcional obtenida u obtenible mediante el método de cualquiera de los párrafos 54-58. 

75. Un locus CRISPR recombinante que comprende un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR de 
acuerdo con el párrafo 71, y/o un gen cas de acuerdo con el párrafo 72, y/o una repetición CRISPR de acuerdo 

con el párrafo 73 y/o una combinación funcional de acuerdo con el párrafo 74. 
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76. El uso de una célula de acuerdo con el párrafo 70, un espaciador CRISPR o seudo espaciador CRISPR de 
acuerdo con el párrafo 71, un gen cas de acuerdo con el párrafo 72, una repetición CRISPR de acuerdo con el 

párrafo 73 o una combinación funcional de acuerdo con el párrafo 74 para modular la resistencia de una célula 
frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

77. Un cultivo celular que comprende una célula de acuerdo con el párrafo 70, un espaciador CRISPR o seudo 5 
espaciador CRISPR de acuerdo con el párrafo 71, un gen cas de acuerdo con el párrafo 72, una repetición 

CRISPR de acuerdo con el párrafo 73 o una combinación funcional de acuerdo con el párrafo 74 para modular 
la resistencia de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

78. El cultivo celular de acuerdo con el párrafo 77, en el que dicho cultivo es un cultivo iniciador o un cultivo 
probiótico. 10 

79. Un producto alimenticio o comida que comprende el cultivo de acuerdo con el párrafo 77 o el párrafo 78. 

80. Un proceso para preparar un producto alimenticio o comida que comprende el uso del cultivo de acuerdo con el 
párrafo 77 o el párrafo 78. 

81. Un producto alimenticio o comida obtenido u obtenible mediante el proceso del párrafo 80. 

82. El uso del cultivo de acuerdo con el párrafo 77 o el párrafo 78 para preparar un producto alimenticio. 15 

83. Una secuencia de nucleótidos que comprende o consiste en la secuencia descrita en cualquiera de SEC. ID 
Nºs 7-10 y SEC. ID. Nºs 359 a 405 o una variante, fragmento, homólogo o derivado de la misma. 

84. Una secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos de acuerdo con el párrafo 83. 

85. Una construcción o vector que comprende uno o más de las secuencias de nucleótidos de acuerdo con el 
párrafo 83. 20 

86. Una célula hospedante en la cual se ha incorporado una o más de las secuencias de nucleótidos de acuerdo 
con el párrafo 83 o la construcción o vector de acuerdo con el párrafo 85. 
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ES 2 398 918 T3
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<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 115 

 

aattcgtgaa aaacaataaa aacaaaaaaa   30    5 

 

<210> 116 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 10 

 

<400> 116 

 

taacatttct gtccatttct tccttgatgc    30    

 15 

<210> 117 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 20 

<400> 117 

 

caaggcaact caaccaacca aattgacc    28    

 

<210> 118 25 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 118 30 

 

ctaaaatcgt aaatggtaag ttgcacgatg    30    

 

<210> 119 

<211> 30 35 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 119 

 40 

aacgtaagga gtttttttat ttctttgtta    30    

 

<210> 120 

<211> 30 

<212> ADN 45 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 120 

 

gtggaaaatt tcacacccta catatatcaa    30    50 

 

<210> 121 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 55 
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<400> 121 

 

cctctgctaa tgacttaaac ggctcgtttt    30    

 5 

<210> 122 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 122 

 

aaaatcaaag ttttgggttt gtctacgttg    30    

 

<210> 123 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 123 20 

 

atatgtacat acctaaagaa aacacgggca   30    

 

<210> 124 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 124 

 30 

cgttgtcaaa atatgtgatt actttgtatt    30    

 

<210> 125 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 125 

 

ccatagctgt aatgttgttt gtgactgctt    30    40 

 

<210> 126 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 126 

 

cgctaagttt ggctttaagt ataacaagct    30    

 50 

<210> 127 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 55 
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<400> 127 

 

aaagtacgct tcaaggcacg ttgaagacat    30    

 

<210> 128 5 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 128 10 

 

ctttttaacg tgttagcgtc tttagctttg    30    

 

<210> 129 

<211> 30 15 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 129 

 20 

ttggcttcgt gaataatttt taaaacgcat    30    

 

<210> 130 

<211> 30 

<212> ADN 25 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 130 

 

tgttgaatca atacgctgaa acacactccc    30    30 

 

<210> 131 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 35 

 

<400> 131 

 

cgttatcagt tgaaagtttc aactcgtaag    30    

 40 

<210> 132 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 45 

<400> 132 

taaactagtt ggcatctatg ctccaggaag    30    

 

<210> 133 

<211> 30 50 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 133 

 55 
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tagaccacca tagccgagtt gtctttttcg    30    

 

<210> 134 

<211> 30 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 134acatcccact ttctgggttt tttagccatg   30    

 

<210> 135 10 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 135 15 

 

agtatggcta ttgtcctgat actcatccac    30    

 

<210> 136 

<211> 30 20 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 136 

 25 

cgctcttgac gtggctggtg acatctacgc    30    

 

<210> 137 

<211> 30 

<212> ADN 30 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 137 

 

gagtacatgg agtttctgct agatacacta    30    35 

 

<210> 138 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 40 

 

<400> 138 

 

taagttatga aatataaagt tattgtcta    29    

 45 

<210> 139 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 50 

<400> 139 

 

aacgttatga catttaggag cttccaaatt    30    

 

<210> 140 55 
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<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 140 5 

 

aacacagcaa gacaaaagga tgacacttt    29    

 

<210> 141 

<211> 30 10 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 141 

 15 

caaccataac ttacgcatca ggtacatctg    30    

 

<210> 142 

<211> 29 

<212> ADN 20 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 142 

 

acacgcgctt acctcgtata tcaaattca    29    25 

 

<210> 143 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 30 

 

<400> 143 

 

tgcccgcaaa ctagcgatac acaacagcat   30    

 35 

<210> 144 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 40 

<400> 144 

 

ctcaagctct tcatctgtga taggtgtttt g    31    

 

<210> 145 45 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 145 50 

 

atcactcttt gatagtatct caaacgctgg    30    

 

<210> 146 

<211> 30 55 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 146 

 5 

gaaacagtca gaccagctaa ttcgccaatt    30    

 

<210> 147 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 147 

 

atatttcgaa agatacaagg acacttacac    30    15 

 

<210> 148 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 148 

 

gcggatgaaa cacaacttca attgtattca    30    

 25 

<210> 149 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 149 

 

taatgctaca tctcaaagga tgatcccaga    30    

 

<210> 150 35 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 150 40 

 

acgtctgtct aactggaaag tacctgctaa t    31    

 

<210> 151 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 151 

 50 

ctgttctcta atcgagaggc gcgtgattga    30    

 

<210> 152 

<211> 30 

<212> ADN 55 

ES 2 398 918 T3
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<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 152 

 

aaacctcact agtcacttag tgcggttagg    30    5 

 

<210> 153 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 10 

 

<400> 153 

 

tattaagttt agtcccaggt ttcttatcgt    30    

 15 

<210> 154 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 20 

<400> 154aaaccaataa acataccgat tgctgccaat  30    

 

<210> 155 

<211> 30 

<212> ADN 25 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 155gcaaacgtta gcccaggaaa gcatcatgaa  30    

 

<210> 156 30 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 156aagagcaaaa aataactcta gctctcgtcc  30    35 

 

<210> 157 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 40 

 

<400> 157aagaaacctc taagttgagc atttaatgat   30    

 

<210> 158 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 158 

 50 

atatagtttt aaactttctt gaccttctg    29    

 

<210> 159 

<211> 29 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 159 

 5 

acgttgatga atattgttga taaacttta    29    

 

<210> 160 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 160 

 

caagaagtga acaaagtaca cgctggaagt   30    15 

 

<210> 161 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 161 

 

gacagcaaga tacacgtagt tgatgaattg    30    

 25 

<210> 162 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 162 

 

taagaaatca acgcagattt ttagccaaca    30    

 

<210> 163 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 163 40 

 

taacccaata attacagtga agcacaatag    30    

 

<210> 164 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 164 

 50 

caggcgtaag gtatgctaat tataacgat    29    

 

<210> 165 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 165 

 5 

gctatcgaac taatagctta gaggaactca    30    

 

<210> 166 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 166 

 

gtggaatatt aagcccgaat tgttgcagca    30    15 

 

<210> 167 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 167 

 

tattgcaata tttgcgtttg ggaaaccttc    30    

 25 

<210> 168 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 168 

 

cgtctgtcta actggaaagt accggctaat    30    

 

<210> 169 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 169 40 

 

aaagagatgt acccatccat tctaacaggt    30    

 

<210> 170 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 170 

 50 

ggggagttga tttcttacat caaaacaatg    30    

 

<210> 171 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 171 

 5 

catcaaagtt gaaaaggact acaacagccc   30    

 

<210> 172 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 172 

 

cttaaattta gagcgtggga tcttgaatat    30    15 

 

<210> 173 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 173 

 

atataccgat ggcacatctg aaactggctg    30    

 25 

<210> 174 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 174 

 

taactcatat gtatcttgac caactatttt    30    

 

<210> 175 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 175 40 

 

aaatagcacc tctaagcgtt aatggtattc    30    

 

<210> 176 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 176 

 50 

aatatctaca ggtcactaca aagctacgct    30    

 

<210> 177 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 177 

 5 

gttggggtgt gtttgtaacg gcgtatgcta    30    

 

<210> 178 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 178 

 

tcaatcaggt gacggtgatg cttatattaa    30    15 

 

<210> 179 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 179 

 

catacatgat agtttgtcaa cacttttgat    30    

 25 

<210> 180 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 180 

 

tcagcatttg gtttacatga cccacgtctg    30    

 

<210> 181 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 181 40 

 

caatcaacag gtttgactga ttataacggt    30    

 

<210> 182 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 182 

 50 

tagctacaca tgaattttat tacaatggtg    30    

 

<210> 183 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 183 

 5 

cttacgtttg aaaagaatat caaatcaatg    30    

 

<210> 184 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 184 

 

ttaaaaaagg gcctttctct aaatcaagta    30    15 

 

<210> 185 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 185 

 

tgctgaacgt atctgtccac tgtgtggcca    30    

 25 

<210> 186 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 186 

 

ccgttcttca aacgttaaat tccaaggtgt    30    

 

<210> 187 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 187 40 

 

gctgcgatta tgacaatgct gtctgtaagg    30    

 

<210> 188 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 188 

 50 

gaagaattta ttaataaaga tggttctgct    30    

 

<210> 189 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 189 

 5 

aggcagaaaa gaagtatttt ggtaagtatg    30    

 

<210> 190 

<211> 29 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 190 

 

aaatggttta tcgacaagaa aatgaagct    29    15 

 

<210> 191 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 191 

 

ccaaatttgc attatacaaa acgctccttc    30    

 25 

<210> 192 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 192 

 

atcctaactg ctttgctaac tacatcatgg    30    

 

<210> 193 35 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 193 40 

 

taacaagata agattagcgt cttcaacat    29    

 

<210> 194 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 194 

 50 

aaaagcctat gtttgcccac tttgtggaag    30    

 

<210> 195 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 195 

 5 

tgtcactttc tctttctggg ttgtgccaat    30    

 

<210> 196 

<211> 31 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 196 

 

catacttttc catctgtttg ttgtttgaaa a    31    15 

 

<210> 197 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 197 

 

tgagagtgtc tgatggattt attggcagcc    30    

 25 

<210> 198 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 198 

 

ggggttattt tccattttac cgtctatcta    30    

 

<210> 199 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 199 40 

 

tatcacgccc attttcattt cgccatctgt    30    

 

<210> 200 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 200 

 50 

aacattttaa tataatttct aaatctattg    30    

 

<210> 201 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 201 

 5 

tacaaaattc cttcaaacgc tatttattga    30    

 

<210> 202 

<211> 29 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 202 

 

agagtttgaa aattattttt cagtttcta    29    15 

 

<210> 203 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 203 

 

ttcctcatct ttctccgctt ttgctagctt    30    

 25 

<210> 204 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 204 

 

ttgagcgttc tagtgtgtgg cttgtaatga a    31    

 

<210> 205 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 205 40 

 

tgaaagaaat acaatacaac gataatgacc   30    

 

<210> 206 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 206 

 50 

ctagttttaa gagatagctc tctaagtagg    30    

 

<210> 207 

<211> 29 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 207 

 5 

aaattcgaca taagcactac agttatatt    29    

 

<210> 208 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 208 

 

ctattttcga gagaacgtca gtcattttaa    30    15 

 

<210> 209 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 209 

 

gtgctaacta tatcagtcgc atcaataaca    30    

 25 

<210> 210 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 210 

 

ttagcggtga ttggaataga ataagcgaat    30    

 

<210> 211 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 211 40 

 

cttctacagc agtttaagac acattatcat    30    

 

<210> 212 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 212 

 50 

cgtatcgaaa acggcgataa tccaacagt    29    

 

<210> 213 

<211> 31 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 213 

 5 

caataccttt ttttaattca tcttgataag t    31    

 

<210> 214 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 214 

 

ttaagaacaa tatcatcaat acgactttca    30    15 

 

<210> 215 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 215 

 

catctatcaa attcaaattc ggataaacta    30    

 25 

<210> 216 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 216 

 

tgagagtgtc tgatggattt attggtaacc    30    

 

<210> 217 35 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 217 40 

 

acctcataca tggggaaaac ttgtaagta    29    

 

<210> 218 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 218 

 50 

tatttcacga atttctacac ttttcaacct    30    

 

<210> 219 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 219 

 5 

ctgaaacctt gttttgaagc gcttggaagt    30    

 

<210> 220 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 220 

 

gtcaattgat actgcaatct ctttaacatt    30    15 

 

<210> 221 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 221 

 

acttcaatat ggtcaacatc ttgatcaccg a    31    

 25 

<210> 222 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 222 

 

taaactcgac aaaagcacta catgaatatt    30    

 

<210> 223 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 223 40 

 

attttttaag gaaaggagga aaataatata    30    

 

<210> 224 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 224 

 50 

cgttcaaaac agcgaaaact taaccctaac    30    

 

<210> 225 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 225 

 5 

cattaagtcg cttgaggcag acattgaagc    30    

 

<210> 226 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 226 

 

ccaaactcaa attgtctata ataataaccg    30    15 

 

<210> 227 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 227 

 

tatctctatt tcaggtggtt taaaacattc    30    

 25 

<210> 228 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 228 

 

aaacgaagat ggaagcgttg atgtttattc    30    

 

<210> 229 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 229 40 

 

gattgcattt gccagtattt cttttgatta    30    

 

<210> 230 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 230 

 50 

tgaagacaac ggaaacaatc aacctatta    29    

 

<210> 231 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 231 

 5 

acttcttttt taatgtcatc taagacaata    30    

 

<210> 232 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 232 

 

gccaatgatg ttcaattcgt taatggaatt    30    15 

 

<210> 233 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 233 

 

tcaacatggg atatttcgtt ggtcaggatg    30    

 25 

<210> 234 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 234 

 

tatggctctc ttgttggaat aaagatgatt    30    

 

<210> 235 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 235 40 

 

ataacatagc agtctatttc tttgctgatg    30    

 

<210> 236 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 236 

 50 

gttaccacgc gccctactgt attagtggag    30    

 

<210> 237 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 237 

 5 

tacataccca aggttgtaag tcgttaaatt    30    

 

<210> 238 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 238 

 

tgtaagtagt caatattcac ttctgataac    30    15 

 

<210> 239 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 239 

 

gatagcaata gctttcttga cctaaaagac    30    

 25 

<210> 240 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 240 

 

gaggtctgta atttcattcc ctcgtaatct    30    

 

<210> 241 35 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 241 40 

 

aaaggtttct ctaaacacat gcggaatat    29    

 

<210> 242 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 242 

 50 

gtcatagtac caagcacaaa taacgttagt    30    

 

<210> 243 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 243 

 5 

gtgtatttag taatggtgat tttttaaatt    30    

 

<210> 244 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 244 

 

cattcatttt ttatatatca ataaaacttt    30    15 

 

<210> 245 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 245 

 

ggggattctt atttcactgt agttacgatg    30    

 25 

<210> 246 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 246 

 

caaaaattga tgtcacaatt aataaaggtg    30    

 

<210> 247 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 247 40 

 

ctatttctga caatggttga aattgtgttc    30    

 

<210> 248 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 248 

 50 

ctttttttaa attaatttat cgtaagcaa    29    

 

<210> 249 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 249 

 5 

aacaaactta tgagaacggt tgaacggctt    30    

 

<210> 250 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 250 

 

agcccgctta ttgcttcagt tggtttatat    30    15 

 

<210> 251 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 251 

 

tggagcaaca agaatgatta actctaatgc    30    

 25 

<210> 252 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 252 

 

tttgatggat atcattgata aactatacga    30    

 

<210> 253 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 253 40 

 

taacgaaagc aataccaatc gtgctaaagc   30    

 

<210> 254 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 254 

 50 

tattcctatg gtcgatattc gaacagtcaa    30    

 

<210> 255 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 255 

 5 

caggggacaa ggactttgac ccaacagaag   30    

 

<210> 256 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 256 

 

agaaacacct aatggtctct tagaacccga    30    15 

 

<210> 257 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 257 

 

aagaagttaa agacaacttt gttaaagact    30    

 25 

<210> 258 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 258 

 

gaaaaagcat ccatgatagt gcttagacct    30    

 

<210> 259 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 259 40 

 

cggaatggta taaagaatac aaagaaaacg   30    

 

<210> 260 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 260 

 50 

ccaagtatca cgcaaagaaa tcaacgaga   29    

 

<210> 261 

<211> 31 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 261 

 5 

ttgacctgtt tatccttgtt aactagaata g    31    

 

<210> 262 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 262 

 

agagcactag catactgttt agtccgaacg    30    15 

 

<210> 263 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 263 

 

aggcaaggta tttgatccaa cagaagccaa   30    

 25 

<210> 264 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 264 

 

catgatttac aaccacgcgc tagaccaag    29    

 

<210> 265 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 265 40 

 

acctagaagc atttgagcgt atattgattg    30    

 

<210> 266 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 266 

 50 

aattttgccc cttctttgcc ccttgactag    30    

 

<210> 267 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3

 



112 

 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 267 

 5 

taatagttta ccaaatcgtc cttgttccaa    30    

 

<210> 268 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 268 

 

accattagca atcatttgtg cccattgagt    30    15 

 

<210> 269 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 269 

 

acgtctgtct aactggaaag tacctgttaa t    31    

 25 

<210> 270 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 270 

 

tttttatact ttgggtaatt acaaaatag    29    

 

<210> 271 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 271 40 

 

aagaaagaaa tattctagat atagatataa    30    

 

<210> 272 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 272 

 50 

caacgaccaa cacaacaact aaagttactg   30    

 

<210> 273 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 273 

 5 

tgattatggg tgttaaacaa ggagcttatg    30    

 

<210> 274 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 274 

 

tgagtggtaa gtacaaatac gcaggactga    30    15 

 

<210> 275 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 275 

 

ttatttcctc ctttccttaa aaaaattaga   30    

 25 

<210> 276 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 276 

 

ggatgtatct gttgaaagag gtgtgtatat    30    

 

<210> 277 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 277 40 

 

aataggtgaa aaatatgcaa gtcacacaaa   30    

 

<210> 278 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 278 

 50 

aaaatggcat taaaaattaa cataggaata    30    

 

<210> 279 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 279 

 5 

tatcagctcg taaatgttcg atagactctt    30    

 

<210> 280 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 280 

 

attccattaa cgtatttgac ttcactagct    30    15 

 

<210> 281 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 281 

 

ctgttaccga tccaagagca gacatcatac    30    

 25 

<210> 282 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 282 

 

aagaagcggt taaatgcttc aactgaatag    30    

 

<210> 283 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 283 40 

 

aattgctaaa catctaaaag acttaacggg    30    

 

<210> 284 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 284 

 50 

gatgaagatt tgactgatga taaagagaaa    30    

 

<210> 285 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 285 

 5 

gacatcagaa agcagtttat aaatatttta    30    

 

<210> 286 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 286 

 

tttgaattta acaaccttga ttttgatatc    30    15 

 

<210> 287 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 287 

 

tgatacggtc aaagtttttc cactaatagc g    31    

 25 

<210> 288 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 288 

 

atggttttca tttcctgaac ccctaagagg    30    

 

<210> 289 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 289 40 

 

aagttattga aaaacgccaa catgatgagt    30    

 

<210> 290 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 290 

 50 

atataagtcc tcctattaat atccacaata    30    

 

<210> 291 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 291 

 5 

ttgcctcaag agatcctgct tgttgccaag    30    

 

<210> 292 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 292 

 

tcccatagtt ttaatgagtc ggttaactta    30    15 

 

<210> 293 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 293 

 

gtgtactaaa agtgtgctaa gttcataagg    30    

 25 

<210> 294 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 294 

 

atatagtgat tgtatccagc tgcggcgtag    30    

 

<210> 295 35 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 295 40 

 

aaaagcaaat cgcgagtata aaggatata    29    

 

<210> 296 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 296 

 50 

ttttaattga tctagacacc ctatgaaata    30    

 

<210> 297 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 297 

 5 

acagaggaga gaaaccatgg ctattttaga    30    

 

<210> 298 

<211> 29 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 298 

 

tggcagcagt gaattcgatg ccgagcaat    29    15 

 

<210> 299 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 299 

 

ccaaggaata ccaggtccta aaggtgccga   30    

 25 

<210> 300 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 300 

 

ctaaatgaac tacaacaaca gcttgatga    29    

 

<210> 301 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 301 40 

 

taccttaaca ttttcgatat ttttcaaatt    30    

 

<210> 302 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 302 

 50 

tttgactgct tttttatctg aattgtaatt    30    

 

<210> 303 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 303 

 5 

cagtaaccta aagctctatc aagcctattt    30    

 

<210> 304 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 304 

 

cgtcaagctg acagaccttg acaacaaatc    30    15 

 

<210> 305 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 305 

 

aggcataaat aacattgata accctaaca    29    

 25 

<210> 306 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 306 

 

gccaacgagg tcaaatatgt caacggcatt    30    

 

<210> 307 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 307 40 

 

gaaataggaa cttcaaaggt aatttcttta    30    

 

<210> 308 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 308 

 50 

atttagagca aggaaagcag tacatcatta    30    

 

<210> 309 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 309 

 5 

ctgtaatcat ttttaaatca ggattatcaa    30    

 

<210> 310 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 310 

 

ttaaatgtat cctagtattt ttgtactata    30    15 

 

<210> 311 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 311 

 

ccatcagcca actgtatcgg ctactttcta    30    

 25 

<210> 312 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 312 

 

atgctcttgg cgactatctc atggagcgtg    30    

 

<210> 313 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 313 40 

 

aggaaaaaac ccaaacaacc caaaatgtta   30    

 

<210> 314 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 314 

 50 

tctaattctg tcaccacgac tatatcgcca    30    

 

<210> 315 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 315 

 5 

aatctgtgtg ggaagtaaag attgaagatg    30    

 

<210> 316 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 316 

 

atagtttgtt aagtcatacc cattaaattg    30    15 

 

<210> 317 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 317 

 

tccacatgat tacaaagcca cgcaagacct    30    

 25 

<210> 318 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 318 

 

gaagaccaaa atttgacaat gagtcctgc    29    

 

<210> 319 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 319 40 

 

attatattta agttgtaaat gttgcttttc    30    

 

<210> 320 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 320 

 50 

gcagacattg gctcaacaag tgattatgaa    30    

 

<210> 321 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 321 

 5 

tgttctcata aattgccttt cctttttatg    30    

 

<210> 322 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 322 

 

cttatcaaac atcaaggatt gtagatgagg    30    15 

 

<210> 323 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 323 

 

atttcattag tagcttgata aatgtttcta    30    

 25 

<210> 324 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 32 

 

4gaaaatacta tactttaaaa gaaattttaa    30    

 

<210> 325 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 325 40 

 

tctcctccga cataatcttt tgtctttccg    30    

 

<210> 326 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 326 

 50 

acaaaagcac tgccacctat agaagcattt    30    

 

<210> 327 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 327 

 5 

aaaaacttta tgctatccgt gtcagtatat    30    

 

<210> 328 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 328 

 

ttttcaatga ttgaaagccc ataactaaca    30    15 

 

<210> 329 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 329 

 

ctttcatagt tgttacgaaa tgtttggcat    30    

 25 

<210> 330 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 330 

 

cgatttgcaa tatgatgata ttgatgaatt    30    

 

<210> 331 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 331 40 

 

tttagatgct agtcctaaga ctgtagagac    30    

 

<210> 332 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 332 

 50 

gtaatcaagc gtatataagt caggactatc    30    

 

<210> 333 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 333 

 5 

ataacagaag gagtagggga cgtaggcgcg   30    

 

<210> 334 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 334 

 

ttatttgata ggaatgtcag taatttttga    30    15 

 

<210> 335 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 335 

 

aacatttcag cgcttactta tcaatctaat    30    

 25 

<210> 336 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 336 

 

gtattagtag gcatacgatt atggaagta    29    

 

<210> 337 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 337 40 

 

catatatata tatatattta ttttaaatat    30    

 

<210> 338 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 338 

 50 

ttgtcataat aattaaatcc aataggactt    30    

 

<210> 339 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3

 



124 

 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 339 

 5 

gaaaatttct gttgtgttct taatattagc    30    

 

<210> 340 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 340 

 

gtacttcaaa ggttctaact acataacaca    30    15 

 

<210> 341 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 20 

 

<400> 341 

 

taaaaccaga tggtggttct tctgatacta    30    

 25 

<210> 342 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 30 

<400> 342 

 

cattttcttc agtcaattcg ttctcaagcg    30    

 

<210> 343 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 343 40 

 

aaaggacggg ggcaatgaac aaacgacaac  30    

 

<210> 344 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 344 

 50 

taatatcatt gatagcttca tcaaaggct    29    

 

<210> 345 

<211> 29 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 345 

 5 

taaattgttc cttgactccg aactgccct    29    

 

<210> 346 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 346 

 

aaacaatcgt ttatctatcc tcaaaggatg    30    15 

 

<210> 347 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 20 

 

<400> 347 

 

ataaaaaaac gcctcaaaaa ccgagacaac   30    

 25 

<210> 348 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 30 

<400> 348 

 

tggaaatccc ttatatcgac aaatacgtta    30    

 

<210> 349 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 349 40 

 

ttcccagtcg ttgattttta ttgaataccc   30    

 

<210> 350 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 350 

 50 

ggacatcgaa caagtcaatg ccgtaagctt    30    

 

<210> 351 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 351 

 5 

aatctttaac cggattgtag aaccgttcgg    30    

 

<210> 352 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 352 

 

tgcctttaaa ataactagat tttaccatca    30    15 

 

<210> 353 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 20 

 

<400> 353 

 

gagcaagcac aagcaagctt tactatcct    29    

 25 

<210> 354 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 30 

<400> 354 

 

cagattggtt tatcgaacaa ggtcgcaagt    30    

 

<210> 355 35 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 355 40 

 

caaaagctgt tggttaacgg tgctttgggc a    31    

 

<210> 356 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 356 

 50 

cttgtttttc ctctggggtc tctgcgactt    30    

 

<210> 357 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 357 

 5 

gaaataaact gcccaaacat ttttattttc    30    

 

<210> 358 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus vestibularis 

 

<400> 358 

 

tgagtaagcg acaagctaga aatcaagtca   30    15 

 

<210> 359 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 359 

 

atagctaaga tggaagaagc atcaagcacc   30    

 25 

<210> 360 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 360 

 

cagtatctca aacgctggat acaacaagat    30    

 

<210> 361 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 361 40 

 

cctactcagt ggacacctgc aattgaagac    30    

 

<210> 362 

<211> 29 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 362 

 50 

cgattggaac gggtgcttat ggccttaac    29    

 

<210> 363 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 363 

 5 

gcgaacaatt gaatttgtta gaaaatgtcg    30    

 

<210> 364 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 364 

 

gaagcattta ttaatataga tggttctgct    30    15 

 

<210> 365 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 365 

 

tgctgacgta tctgtccact gtgtgcca    28    

 25 

<210> 366 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 366 

 

tttttatact ttgggtaaat tacaaaatag    30    

 

<210> 367 35 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 367 40 

 

tcaaggtgtc gccttatgga aaagatgctt g    31    

 

<210> 368 

<211> 31 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 368 

 50 

tgtaaaaatt tctagacgtt tagacacttt a    31    

 

<210> 369 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 369 

 5 

aaatgatgat tgaatgcttg agatagcagt    30    

 

<210> 370 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 370 

 

aataagaagt tcttgacgac caaccgacat    30    15 

 

<210> 371 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 371 

 

tcgtcaacgt cgatacagaa caacgtgctt    30    

 25 

<210> 372 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 372 

 

tgattagcaa atttaaaaca ggatatttgg    30    

 

<210> 373 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 373 40 

 

aaagacaagc ccaagggatt gaactagcaa   30    

 

<210> 374 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 374 

 50 

cgaacagttg gcgagaaatc cgtctggcgt    30    

 

<210> 375 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 375 

 5 

ctacattatt gatcatgttt tttctcctgt    30    

 

<210> 376 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 376 

 

tagaaggctc tggaaataca aagcaattct    30    15 

 

<210> 377 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 377 

 

tagaaggctc tggtaaatac aaagcaattc t   31    

 25 

<210> 378 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 378 

 

tctgatggct cttggtaggg aactggatat    30    

 

<210> 379 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 379 40 

 

tttgatggct cttggtaggg aactggatat    30    

 

<210> 380 

<211> 31 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 380 

 50 

ttttgatggc tcttggtagg gaactggata t    31    

 

<210> 381 

<211> 29 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 381 

 5 

acagaacaaa atggtagaat atatcatct    29    

 

<210> 382 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 382 

 

ccctggacaa gctatcagca catatccttg    30    15 

 

<210> 383 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 383    

 

cgctgttgat gtaacccgct ttatatatat    30 

 25 

<210> 384 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 384 

 

gaatgaatgt attagagcaa gcacttgacc    30    

 

<210> 385 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 385 40 

 

tagacgaaaa ggaaggaaaa tagcatgagc   30    

 

<210> 386 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 386 

 50 

ataactcgat tgctaactta agcaagcagt    30    

 

<210> 387 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 387 

 5 

ctgcatgtgt aaccatgact tcttcgtcgt    30    

 

<210> 388 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 388 

 

cttcgctgga aacttcgtag tcatacatac    30    15 

 

<210> 389 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 389 

 

aagaccgctg tactggttgg tattcgtacc    30    

 25 

<210> 390 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 390 

 

caaccaagcg aacacagcag tagcaccgca   30    

 

<210> 391 35 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 391 40 

 

atgatgatga agtatcgtca tctactaac    29    

 

<210> 392 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 392 

 50 

cttcacctca aatcttagag atggactaaa    30    

 

<210> 393 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 393 

 5 

aaaaggtgcg tatgaaactc atcccagcgg   30    

 

<210> 394 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 394 

 

aagggtttaa gtccttcata gagtggaaaa    30    15 

 

<210> 395 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 395 

 

cctcaaagct taaaattggg ctgaagtaga    30    

 25 

<210> 396 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 396 

 

gcaatttatt cgcttgatgt actcacgttt    30    

 

<210> 397 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 397 40 

 

tatttattgc aaatggttac catattttta    30    

 

<210> 398 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 398 

 50 

tattttagca ctacggtatc agcgtatctc    30    

 

<210> 399 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 399 

 5 

tgctacgtgc tctggacggg cgctatcagc    30    

 

<210> 400 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 400 

 

aaatgaacag acaagaagca acagaaattg   30    15 

 

<210> 401 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 401 

 

aagttgatcg tatctattta gaatatcgca    30    

 25 

<210> 402 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 402 

 

attcactttg acagatacta atgctacatc    30    

 

<210> 403 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 403 40 

 

caagcagtgt aaaggtggtt tatatgttaa    30    

 

<210> 404 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 404 

 50 

catagtatag ccgtcttctt tgattgattg    30    

 

<210> 405 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 405 

 5 

ccatgggtgc taaaggtgat gactaccgct    30    

 

<210> 406 

<211> 36 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 406 

 

tttctaggaa tgggtaatta tagcgagcta gaaagc   36    15 

 

<210> 407 

<211> 38 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 407 

 

agttgggaag gtcttggaaa atctatggca aaaaacct   38    

 25 

<210> 408 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 408 

 

tatatggttc aaatgcgatt caaagactat tcaaa   35    

 

<210> 409 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 409 40 

 

taattgccaa tgcttacaat atcttcgtca    30    

 

<210> 410 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 410 

 50 

atgttctgaa ttacctttct cgacactccg    30    

 

<210> 411 

<211> 30 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 411 

 5 

accatcaagg ctcttatctg cagattgtta    30    

 

<210> 412 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 412 

 

aaatggttgc caatgacttt ctagagtgat    30    15 

 

<210> 413 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 413 

 

acaaaatctt ttgttgctcc tggacgtatt    30    

 25 

<210> 414 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 414 

 

atgtaaggta ttgtaaaact tcttcttgcg    30    

 

<210> 415 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 415 40 

 

actgttccta taattaaaat aaaagaggta    30    

 

<210> 416 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 416 

 50 

tgttccagta aaaagtaatt ttaaagcatt    30    

 

<210> 417 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 417 

 5 

cgctcgattg atgctatcaa ctatattgaa    30    

 

<210> 418 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 418 

 

ttcttcaaga gaacttgtag aacagcttca    30    15 

 

<210> 419 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 419 

 

aaggtacttt tagcttgttc ttgtggtgtt    30    

 25 

<210> 420 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 420 

 

acagctactg taaattctgc ttttacggtt    30    

 

<210> 421 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 421 40 

 

tagtgcagtt gtcaaggaga ttgtgagcga    30    

 

<210> 422 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 422 

 50 

tttaaccttt gaaaatgtga aaggctcgta    30    

 

<210> 423 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 423 

 5 

gcgatgatgg taagtcatca tggacagcgt    30    

 

<210> 424 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 424 

 

ttttacacac gatgtcagat ataatgtcaa    30    15 

 

<210> 425 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 425 

 

agtactgcac taggaattgt agagatcaaa    30    

 25 

<210> 426 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 426 

 

cgtaccatct atcaatttac cgcaagctgt    30    

 

<210> 427 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 427 40 

 

ttaaaagatt taaactatca agcgtcaatt    30    

 

<210> 428 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 428 

 50 

ttctaaatgc tggtgactgc tttgcataaa    30    

 

<210> 429 

<211> 31 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 429 

 5 

ttgctgctag acccaaacag tttattttta g    31    

 

<210> 430 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 430 

 

tcctttttta gataatgtgc gatcacggac    30    15 

 

<210> 431 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 431 

 

ttttaccaat gcttccatat cgcttatat    29    

 25 

<210> 432 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 432 

 

tggttataca tttactaatc catcagcatt    30    

 

<210> 433 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 433    40 

 

aagctaattc tcatctcacc gagatggata    30 

 

<210> 434 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 434    

 50 

aaaaactctt accacttaca tacatgtatg    30 

 

<210> 435 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 435 

 5 

gctggagatt ttacaagcag tttgaatttc    30    

 

<210> 436 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 436 

 

atcacaccag tcgttatgat ggatgactat    30    15 

 

<210> 437 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 437 

 

tgtcaacagt acgtgagacg agtgtgtagg    30    

 25 

<210> 438 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 438 

 

tgaagttgat ggatatgttg atttagagct    30    

 

<210> 439 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 439 40 

 

taatcatttt atgagagata ccgcctcaag    30    

 

<210> 440 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 440 

 50 

tttaaagaga tatctgtttc atcttgcgga    30    

 

<210> 441 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 441 

 5 

aatcacttct gcataaatat cttttacttc    30    

 

<210> 442 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 442 

 

aaacatccgc aacgggataa ataaagctag   30    15 

 

<210> 443 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 20 

 

<400> 443 

 

agtttcttgt gggttagctt gtccaccgta    30    

 25 

<210> 444 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 30 

<400> 444 

 

gaacatgaaa gattttaaaa aagaacattt    30    

 

<210> 445 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 445 40 

 

agaggggaaa atatcaatgc cgaatgctga   30    

 

<210> 446 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 446 

 50 

gatggtacaa aatcatttgt tggtactgat    30    

 

<210> 447 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3

 



142 

 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 447 

 5 

aaaaggaaac gccattaatt aatatggtga    30    

 

<210> 448 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 448 

 

gattgaacca gctagcgcag ttagtgctct    30    15 

 

<210> 449 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 20 

 

<400> 449 

 

cgctaaaagc tgttgtgtca tcatagttag    30    

 25 

<210> 450 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 30 

<400> 450 

 

taaatatttt caattagaca atagacaaac    30    

 

<210> 451 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 451 40 

 

tgcctatgta ttcggacatg acttgccaca    30    

 

<210> 452 

<211> 30 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 452 

 50 

atgtgaaaag aaagtaacta ctacatttga    30    

 

<210> 453 

<211> 30 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 453 

 5 

tgcgctggtt gatttcttct tgcgcttttt    30    

 

<210> 454 

<211> 30 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 454 

 

ttatatgaac ataactcaat ttgtaaaaaa    30    15 

 

<210> 455 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 20 

 

<400> 455 

 

aggaatatcc gcaataatta attgcgctct    30    

 25 

<210> 456 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 30 

<400> 456 

 

taaatttgtt tagcaggtaa accgtgcttt    30    

 

<210> 457 35 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 457 40 

 

ttcagcacac tgagacttgt tgagttccat    30    

 

<210> 458 

<211> 33 45 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 458 

 50 

ctgtgacatt gcgggatgta atcaaagtaa aaa   33    

 

<210> 459 

<211> 32 

ES 2 398 918 T3
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<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 459 

 5 

aaagcaaacc tagcagaagc agaaaatgac tt   32    

 

<210> 460 

<211> 34 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 460 

 

tgatgtaatt ggtgattttc gtgatatgct tttt    34    15 

 

<210> 461 

<211> 5849 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 461  

ES 2 398 918 T3
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<210> 462 

<211> 3387 5 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 462  

 10 

ES 2 398 918 T3
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150 
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<210> 463 

<211> 912 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 463  

 

 
 10 

<210> 464 

<211> 324 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 15 

<400> 464  

 

 

ES 2 398 918 T3
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<210> 465 

<211> 1053 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 465  

 

 
 10 

<210> 466 

<211> 4123 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 15 

<400> 466  

 

ES 2 398 918 T3
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ES 2 398 918 T3
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155 

 

 
 

<210> 467 

<211> 624 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

ES 2 398 918 T3
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<400> 467  

 
 

 5 
 

<210> 468 

<211> 396 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 10 

 

<400> 468  

 

 
 15 

<210> 469 

<211> 273 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 20 

<400> 469  

 

ES 2 398 918 T3
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<210> 470 

<211> 663 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 470  

 

 10 
 

<210> 471 

<211> 900 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 471  

 

ES 2 398 918 T3

 



158 

 

 
 

<210> 472 

<211> 1074 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 472  

 

ES 2 398 918 T3
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<210> 473 

<211> 5832 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 473  

 

 10 

ES 2 398 918 T3
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<210> 474 

<211> 3369 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 474  

 

ES 2 398 918 T3
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164 

 

 
 

ES 2 398 918 T3
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<210> 475 

<211> 912 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 475  

 

ES 2 398 918 T3
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<210> 476 5 

<211> 324 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 476 10 

 

  
 

<210> 477 

<211> 1053 15 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 477  

 20 

ES 2 398 918 T3
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<210> 478 5 

<211> 7900 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 478  10 

ES 2 398 918 T3
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170 

 

ES 2 398 918 T3

 



171 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



172 

 

 
 

<210> 479 

<211> 624 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 479  

 

 10 

ES 2 398 918 T3
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<210> 480 

<211> 396 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 480  

 

 
 10 

<210> 481 

<211> 330 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 15 

<400> 481  

 

 
 

<210> 482 20 

<211> 732 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 482  25 

 

ES 2 398 918 T3

 



174 

 

 
 

<210> 483 

<211> 2277 5 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

 

<400> 483  10 

 

ES 2 398 918 T3

 



175 
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176 

 

 
 

<210> 484 

<211> 381 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 484  

 

 10 
 

<210> 485 

<211> 663 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 485  

 

ES 2 398 918 T3

 



177 

 

 
 

 
 

<210> 486 5 

<211> 900 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 486  10 

 

ES 2 398 918 T3

 



178 

 

 
 

<210> 487 

<211> 1074 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 487  

 

 10 
 

ES 2 398 918 T3

 



179 

 

 
 

<210> 488 

<211> 5974 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 488  

ES 2 398 918 T3
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181 
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182 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



183 

 

 
 

<210> 489 

<211> 4113 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 489  

 

ES 2 398 918 T3
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185 
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186 

 

 
 

<210> 490 

ES 2 398 918 T3
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<211> 870 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 490  5 

 

 
 

<210> 491 

<211> 327 10 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 491  

 15 

 
 

<210> 492 

<211> 666 

<212> ADN 20 

<213> Streptococcus agalactiae 

ES 2 398 918 T3

 



188 

 

 

<400> 492  

 

 
 5 

 
 

<210> 493 

<211> 5995 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 493  

 

ES 2 398 918 T3

 



189 
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190 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



191 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



192 

 

 
 

<210> 494 

<211> 4134 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 494  

 

ES 2 398 918 T3

 



193 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



194 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



195 

 

 
 

<210> 495 

<211> 870 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 495  

 

ES 2 398 918 T3

 



196 

 

 

 
 

<210> 496 

<211> 342 5 

<212> ADN 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 496  

 10 

 
 

<210> 497 

<211> 666 

<212> ADN 15 

<213> Streptococcus agalactiae 

 

<400> 497  
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<210> 498 5 

<211> 6580 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 498  10 
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199 
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200 
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201 

 

 
 

<210> 499 

<211> 4038 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 499  

 

 10 
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<210> 500 

<211> 867 
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204 

 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 500  

 5 

 
 

<210> 501 

<211> 330 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 501  

 

 15 
 

<210> 502 

<211> 573 

<212> ADN 

<213> Streptococcus mutans 20 

ES 2 398 918 T3
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<400> 502  

 

 
 5 

 
 

<210> 503 

<211> 378 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus mutans 

 

<400> 503  

 

 15 
 

<210> 504 

<211> 5966 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 20 

 

<400> 504 
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207 
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208 
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<210> 505 

<211> 4107 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 505  
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210 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



211 
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212 
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<210> 506 

<211> 870 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 506  

 

 10 
 

<210> 507 

<211> 342 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 15 

 

<400> 507  
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<210> 508 

<211> 663 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 508  

 

 10 
 

<210> 509 

<211> 8020 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 15 

 

<400> 509  
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217 
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<210> 510 

<211> 2409 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 510  
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221 
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222 

 

 
 

<210> 511 

<211> 729 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 511 

 

  10 
 

<210> 512 

<211> 1896 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 15 

 

<400> 512  
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224 

 

 
 

<210> 513 

<211> 849 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 513 
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<210> 514 5 

<211> 675 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 514  10 
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<210> 515 

<211> 1026 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 5 

 

<400> 515  

 
 

 10 
 

<210> 516 

<211> 294 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 15 

 

<400> 516  
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<210> 517 

<211> 5966 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 517  

 

 10 
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229 
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230 

 

 

ES 2 398 918 T3

 



231 

 

 

<210> 518 

<211> 4107 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 5 

 

<400> 518  
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233 

 

 
 

<210> 519 

<211> 870 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus pyogenes 

 

<400> 519  

 

 10 
 

<210> 520 

<211> 327 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 15 

 

<400> 520  
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 5 

<210> 521 

<211> 663 

<212> ADN 

<213> Streptococcus pyogenes 

 10 

<400> 521  

 

 
 

<210> 522 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 522 20 

 

caacacattc aacagattaa tgaagaatac    30    

 

<210> 523 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 523 

 

tccactcacg tacaaatagt gagtgtactc    30    

 5 

<210> 524 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 524 

 

gcccttctaa ttggattacc ttccgaggtg    30    

 

<210> 525 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 525 20 

 

ctcagtcgtt actggtgaac cagtttcaat    30    

 

<210> 526 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 526 

 30 

attgtctatt acgacaacat ggaagatgat    30    

 

<210> 527 

<211> 31 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 527 

 

gagtttcttt gtcagactct aacacagccg c    31    40 

 

<210> 528 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 528 

 

ttactagagc gtgtcgttaa ccactttaaa    30    

 50 

<210> 529 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 529 

 

ttcgttaaag tcacctcgtg ctagcgttgc    30    

 5 

<210> 530 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 530 

 

ataacggtag caaatataaa cctgttactg    30    

 

<210> 531 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 531 20 

 

gaagtagcca tacaagaaga tggatcagca   30    

 

<210> 532 

<211> 29 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 532 

 30 

atgtcactga gtgtctaagc attgcgtac    29    

 

<210> 533 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 533 

 

tgaataagca gttcttgacg accaaccgac    30    40 

 

<210> 534 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 534 

 

tcaacaattg caacatctta taacccactt    30    

 50 

<210> 535 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 535 

 

ttacgtttga aaagaatatc aaatcaatga    30    

 5 

<210> 536 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 536 

 

gctctacgac ttcttccacg agttcctgcc    30    

 

<210> 537 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 537 20 

 

aacacagcaa gacaagagga tgatgctatg   30    

 

<210> 538 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 538 

 30 

aagtagttga tgacctctac aatggtttat    30    

 

<210> 539 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 539 

 

aataatttat ggtatagctt aatatcattg    30    40 

 

<210> 540 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 540 

 

aatcaatacg acaagagtta aaatggtctt    30    

 50 

<210> 541 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 541 

 

 

aatcgttcaa attctgtttt aggtacattt    30    5 

 

<210> 542 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 10 

 

<400> 542 

 

aatgacgagg agctattggc acaacttaca    30    

 15 

<210> 543 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 20 

<400> 543 

 

aattaagggc atagaaaggg agacaacatg   30    

 

<210> 544 25 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 544 30 

 

acaattcttc atccggtaac tgctcaagtg    30    

 

<210> 545 

<211> 30 35 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 545 

 40 

acacttggca ggcttattac tcaacagcga    30    

 

<210> 546 

<211> 30 

<212> ADN 45 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 546 

 

ataaactatg aaattttata atttttaaga    30    50 

 

<210> 547 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 55 
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<400> 547 

 

ataactgaag gataggagct tgtaaagtct    30    

 5 

<210> 548 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 548 

 

ataatgccgt tgaattacac ggcaagtca    29    

 

<210> 549 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 549 20 

 

caaccaacgg taacagctac tttttacagt    30    

 

<210> 550 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 550 

 30 

catagagtgg aaaactagaa acagattcaa   30    

 

<210> 551 

<211> 29 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 551 

 

cgacacaaga acgtatgcaa gagttcaag    29    40 

 

<210> 552 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 552 

 

cgatatttaa aatcattttc ataacttcat    30    

 50 

<210> 553 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 553 

 

cgatttgaca atctgctgac cactgttatc    30    

 5 

<210> 554 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 554 

 

ctgttccttg ttcttttgtt gtatcttttc    30    

 

<210> 555 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 555 20 

 

gagcgagctc gaaataatct taattacaag    30    

 

<210> 556 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 556 

 30 

gcagtatcag caagcaagct gttagttact    30    

 

<210> 557 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 557 

 

gctggcgagg aaacgaacaa ggcctcaaca   30    40 

 

<210> 558 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 558 

 

gcttagctgt ccaatccacg aacgtggatg    30    

 50 

<210> 559 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 559 

 

ggcgtcccaa tcctgattaa tacttactcg    30    

 5 

<210> 560 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 560 

 

gttcgctagc gtcatgtggt aacgtattta    30    

 

<210> 561 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 561 20 

 

tctatatcga ggtcaactaa caattatgct    30    

 

<210> 562 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 562 

 30 

tgcatcgagc acgttcgagt ttaccgtttc    30    

 

<210> 563 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 563 

 

tgtttgacag caaatcaaga ttcgaattgt    30    40 

 

<210> 564 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 564 

 

ttcattcttc cgtttttgtt tgcgaatcct    30    

 50 

<210> 565 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 565 

 

tgacttagcg aatttaatcg ctaagatatc    30    

 5 

<210> 566 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 566 

 

tttatacttt atctttttaa agaatgtatt    30    

 

<210> 567 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 567 20 

 

cctaaaatca ttttcaacga gttgcgatac    30    

 

<210> 568 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 568 

 30 

aataaattgc tatgatacag cgtaccgata    30    

 

<210> 569 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 569 

 

tgctctctat gcgattggac gtctgtctaa    30    40 

 

<210> 570 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 570 

 

aagaaagata agaaaaaagt aacactactt   30    

 50 

<210> 571 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 571 

 

tctctttcca tcggtactgg tatatctcat    30    

 5 

<210> 572 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 572 

 

attggtagcc aagtaaatat caccattgat    30    

 

<210> 573 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 573 20 

 

ttcttcaaat tcaccgactg caaaattaca    30    

 

<210> 574 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 574 

 30 

gcttcctaag tgcatgaaaa tcgcaaacgg    30    

 

<210> 575 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 575 

 

tatacctgtc tatgtaaggg aatttaactc    30    40 

 

<210> 576 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 576 

 

ggtgtaggtg ctgttggtaa gttgtttaat    30    

 50 

<210> 577 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 577 

 

gtgaaacagg ttatcaaaaa acgtatattg    30    

 5 

<210> 578 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 578 

 

ttattcttgg aattattaca gaccctacta    30    

 

<210> 579 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 579 20 

 

gctttcatta tatcacttac tcataaatct    30    

 

<210> 580 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 580 

 30 

taatcacccc tttttctagc tcttgattga    30    

 

<210> 581 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 581 

 

caagcagtgt aaaggtggtt taaatgttaa    30    40 

 

<210> 582 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 582 

 

aacccgcgtg gttatgggct tgaggagtgt    30    

 50 

<210> 583 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 583 

 

atattaatag cgattctatg ctacaacgtg    30    

 5 

<210> 584 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 584 

 

tcatcttcta agtaaatacc actgtcaggg    30    

 

<210> 585 15 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 585 20 

 

ttttcgcaaa gtaagcgaag ctctacgtg    29    

 

<210> 586 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 586 

 30 

ttctgtagcc actccgtgga tgccttcagc    30    

 

<210> 587 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 587 

 

ttctttagtt cggacaccct caacacctat    30    40 

 

<210> 588 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 588 

 

gctttgattg gacggaaaat ggtatccctg    30    

 50 

<210> 589 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 589 

 

ttcctcatct ttctccgctt ttgctagact t    31    

 5 

<210> 590 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 590 

 

ttagaccaga tggacagata ttcttcatcg    30    

 

<210> 591 15 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 591 20 

 

tcatcagagt caacaatcac gggaaagacc t   31    

 

<210> 592 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 592 

 30 

acactcatcc ttatcctgta gttcaaaaca    30    

 

<210> 593 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 593 

 

cagcactagc cgcaagccct tgtatattaa    30    40 

 

<210> 594 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 594 

 

tagaaatcaa ggaacttgga tgaaaagtaa   30    

 50 

<210> 595 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 595 

 

atatgaaagg gaaatgatat gaagaatgaa   30    

 5 

<210> 596 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 596 

 

ttttgggata caacacgcag tcgttgactt g    31    

 

<210> 597 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 597 20 

 

gtttgagatg ccaatgtttt tcaatccttg    30    

 

<210> 598 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 598 

 30 

gtatcaaaag acgcattcat gaagcgagct    30    

 

<210> 599 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 599 

 

aaaaacaatt gaaattcata atcagcgctt    30    40 

 

<210> 600 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 600 

 

gcttttaacg ttttaagaga ataccctct    29    

 50 

<210> 601 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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248 

 

 

<400> 601 

 

gtgacgctgc aatgacttgc catagtaatt    30    

 5 

<210> 602 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 602 

 

atactggtat atagtaattc atacttcatc    30    

 

<210> 603 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 603 20 

 

ttggtttcat atttactcct ttgtgttttg    30    

 

<210> 604 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 604 

 30 

ctgatttggt cttgttcttt tgtccctttt    30    

 

<210> 605 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 605 

 

gcagcagttg agaactttag cgtccagtgg    30    40 

 

<210> 606 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 606 

 

tgctactatg aaggacgctg ttgatacttt    30    

 50 

<210> 607 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 607 

 

tcttctttaa tcttttttaa cgtcaacgtt    30    

 5 

<210> 608 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 608 

 

gtatccatta atatagtagc atttctatca    30    

 

<210> 609 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 609 20 

 

attcattaat atctgcaagg atgtcttgtt    30    

 

<210> 610 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 610 

 30 

gagaaagtag cccattcggc ccattcgggg    30    

 

<210> 611 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 611 

 

tacttgagtt agctctggaa gtcatttatc    30    40 

 

<210> 612 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 612 

 

ctgcatttgt aaccatgact tcttcgtcgt    30    

 50 

<210> 613 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 613 

 

aatttgtcat cgacatctac caacgcccag    30    

 5 

<210> 614 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 614 

 

ataaaattat gccacgtttt ggcactagat    30    

 

<210> 615 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 615 20 

 

atgtctctga ggctgtagta atttacttgt    30    

 

<210> 616 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 616 

 30 

ctttaaagag ttgattaagt gcgttactgt    30    

 

<210> 617 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 617 

 

aaatgggtta tgctgttcaa tatgcgtccc    30    40 

 

<210> 618 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 618 

 

aaactgaaaa caacacagac aattcaacaa   30    

 50 

<210> 619 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 619 

 

gcccaaaatg ctagacgttt gaatgacggc    30    

 5 

<210> 620 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 620 

 

atgaagaacg tgattcacct acggtatgct    30    

 

<210> 621 15 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 621 20 

 

gcttttgcag aattgtctcc agtgccgatt t    31    

 

<210> 622 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 622 

 30 

tgtactctat tgattgcttc atctttatta    30    

 

<210> 623 

<211> 31 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 623 

 

ctttcaagat actcatcaac cattgatgtc a    31    40 

 

<210> 624 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 624 

 

ctatgtcttt actgttcttc caaaaccacc    30    

 50 

<210> 625 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 625 

 

tgctacgtgc tctgtacggg cgctatcagc    30    

 5 

<210> 626 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 626 

 

cgtggcagcg tggtcgggtt taatagcccg    30    

 

<210> 627 15 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 627 20 

 

aagcccaagt cagagcatcc gtccaagcc    29    

 

<210> 628 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 628 

 30 

attgggtttc ggtaagaact aaacatacca    30    

 

<210> 629 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 629 

 

cacaaaataa ttcggtagtt tttactaact    30    40 

 

<210> 630 

<211> 29 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 630 

 

tttgaccgtt tatttagacg tgctaaagt    29    

 50 

<210> 631 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 631 

 

cttcacctca aatcttagag ctggactaaa    30    

 5 

<210> 632 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 632 

 

atgtctgaaa aataaccgac catcattact    30    

 

<210> 633 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 633 20 

 

gaagctcatc atgttaaggc taaaacctat    30    

 

<210> 634 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 634 

 30 

tagtctaaat agatttcttg caccattgta    30    

 

<210> 635 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 635 

 

attcgtgaaa aaatatcgtg aaataggcaa    30    40 

 

<210> 636 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 636 

 

tctaggctca tctaaagata aatcagtagc    30    

 50 

<210> 637 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 637 

 

taaaaacatg gggcggcggt aatagtgtaa g   31    

 5 

<210> 638 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 638 

 

acaaccagca aagagagcgc cgacaacatt   30    

 

<210> 639 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 639 20 

 

tataacacag gtttagagga tgttatactt    30    

 

<210> 640 

<211> 31 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 640 

 30 

ctagaagctc aagcggtaaa agttgatggc g   31    

 

<210> 641 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 641 

 

ctttgagggc aagccctcgc cgttccattt    30    40 

 

<210> 642 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 642 

 

aactaccaag caaatcagca atcaataagt   30    

 50 

<210> 643 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

ES 2 398 918 T3

 



255 

 

 

<400> 643 

 

ctataagtga caatcagcgt agggaatacg    30    

 5 

<210> 644 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 644 

 

atcagtgcgg tatatttacc ctagacgcta    30    

 

<210> 645 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 645 20 

 

aacagttact attaatcacg attccaacgg    30    

 

<210> 646 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 646 

 30 

aattagggcg tcttccttta ttccgtggtt    30    

 

<210> 647 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 647 

 

atagcttcat tgcgcttttt aatttgacct    30    40 

 

<210> 648 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 648 

 

aacaacaaag caaatacaac agtaacaacc   30    

 50 

<210> 649 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 649 

 

ctaaactacg tttgaaggtc tcaactccgt    30    

 5 

<210> 650 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 650 

 

gaggttgaat agtgagtgca ccatgtttgt    30    

 

<210> 651 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 651 20 

 

agtagagaga ccagcacact actgtactac    30    

 

<210> 652 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 652 

 30 

cttcgcacga aagtttatta gacaactcgc    30    

 

<210> 653 

<211> 30 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 653 

 

tgatagagct agaattgtct tttttaccga    30    40 

 

<210> 654 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 654 

 

agatactctt gctcgcctct gaacaaccag    30    

 50 

<210> 655 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 655 

 

ggtgaaaaag gttcactgta cgagtactta    30    

 5 

<210> 656 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 656 

 

tcaatgagtg gtatccaaga cgaaaactta    30    

 

<210> 657 15 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 657 20 

 

ccttgtcgtg gctctccata cgcccatata    30    

 

<210> 658 

<211> 30 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 658 

 30 

tgtttgggaa accgcagtag ccatgattaa    30    

 

<210> 659 

<211> 32 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 659 

 

acagagtaca atattgtcct cattggagac ac   32    40 

 

<210> 660 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 660 

 

ctcatattcg ttagttgctt ttgtcataaa    30    

 50 

<210> 661 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 
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<400> 661 

 

agaactttat caagataaaa ctactttaaa    30    

 5 

<210> 662 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 10 

<400> 662 

 

atagtattaa tttcattgaa aaataattgt    30    

 

<210> 663 15 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 663 20 

 

gctttctagc tcgctataat tacccattcc tagaaa   36    

 

<210> 664 

<211> 40 25 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 664 

 30 

tcaaaatatg ttattacctt gtatttcata attcaattaa   40    

 

<210> 665 

<211> 39 

<212> ADN 35 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 665 

 

ccacttgctg tgtacatcct accagttccg cctatgatg   39     40 

 

<210> 666 

<211> 63 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 45 

 

<400> 666  

 

 
 50 

 
 

<210> 667 

<211> 41 
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<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 667 

 5 

ttgattcaac ataaaaagcc agttcaattg aacttggctt t  41     

 

<210> 668 

<211> 2317 

<212> ADN 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 668  

 

 15 

ES 2 398 918 T3

 



260 

 

 
 

<210> 669 

<211> 30 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 669 

 

tcaacaattg caacatctta taacccactt    30    10 

 

<210> 670 

<211> 2317 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 670  
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<210> 671 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 671 

 

ttacgtttga aaagaatatc aaatcaatga    30    

 10 

<210> 672 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 15 

<220> 

<223> Cebador Sintético 

 

<400> 672 

 20 

caaatggata gagaaacgc     19    

 

<210> 673 

<211> 21 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador Sintético 

 30 

<400> 673 

 

ctgataaggt gttcgttgtc c     21    

 

<210> 674 35 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 40 

<223> Cebador Sintético 

 

<400> 674 

 

ggagcagatg gaatacaaga aagg    24    45 

 

<210> 675 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 50 

 

<220> 

<223> Cebador Sintético 

 

<400> 675 55 
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gagagactag gttgtctcag ca     22    

 

<210> 676 

<211> 26 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador Sintético 10 

 

<400> 676 

 

acaaacaaca gagaagtatc tcattg    26    

 15 

<210> 677 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 20 

<220> 

<223> Cebador Sintético 

 

<400> 677 

 25 

aacgagtaca ctcactattt gtacg    25    

 

<210> 678 

<211> 24 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador Sintético 

 35 

<400> 678 

 

ctttccttca tcctcgcttt ggtt     24    

 

<210> 679 40 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 679 45 

 

ttctggtagt ggttttagtc aaacagatgt    30    

 

<210> 680 

<211> 30 50 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 680 

 55 
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ttctggtagt ggttttagtc aaacagatgt    30    

 

<210> 681 

<211> 30 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 681 

 

ttctggtagt ggatttagtc aaacagatgt    30    10 

 

<210> 682 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 682 

 

ttctggtagt ggttttagtc aaacagatgt    30    

 20 

<210> 683 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 25 

<400> 683 

 

ttctggtagt ggttttagtc aaacagatgt    30    

 

<210> 684 30 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 684 35 

 

tctggtagtg gatttagtca aac     23    

 

<210> 685 

<211> 23 40 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 685 

 45 

tctggtagtg gatttagtca aac     23    

 

<210> 686 

<211> 26 

<212> ADN 50 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 686 

 

ggtagtggat ttagtcaaac agatgt    26    55 
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<210> 687 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 687 

 

ggtagtggct ttagtcaaac agatgt    26    

 10 

<210> 688 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 15 

<400> 688 

 

ttctggtagt ggatttagtc aaacagat    28    

 

<210> 689 20 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 689 25 

 

ttctggcagt ggttttagtc aaacagat    28    

 

<210> 690 

<211> 36 30 

<212> ARN 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 690 

 35 

guuuuagagc uguguuguuu cgaaugguuc caaaac 36        

 

<210> 691 

<211> 222 

<212> ADN 40 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 

<223> Constructo nucleótido sintético 

 45 

<400> 691  

 

 
 

<210> 692 50 

ES 2 398 918 T3

 



267 

 

<211> 84 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

 

<220> 5 

<223> Cebador Sintético 

 

<400> 692  

 

 10 
 

<210> 693 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 693  

 

 
 20 

<210> 694 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 25 

<400> 694 

 

  
 

<210> 695 30 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 695  35 

 

 
 

<210> 696 

<211> 10 40 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 696  

 45 
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<210> 697 

<211> 4 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 5 

 

<400> 697  

 

 
 10 

<210> 698 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 15 

<400> 698  

 

 
 

<210> 699 20 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 699  25 

 

 
 

<210> 700 

<211> 22 30 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 700  

 35 

 
 

<210> 701 

<211> 22 

<212> PRT 40 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 701 
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<210> 702 

<211> 143 

<212> ADN 5 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 702  

 

 10 
 

<210> 703 

<211> 143 

<212> ADN 

<213> Streptococcus thermophilus 15 

 

<400> 703  

 

 
 20 

<210> 704 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 25 

<400> 704  

 

 
 

<210> 705 30 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 705  35 

 

 
 

<210> 706 

<211> 5 40 
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<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 706  

 5 

 
 

<210> 707 

<211> 16 

<212> PRT 10 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 707  

 

 15 
 

<210> 708 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 20 

 

<400> 708  

 

 
 25 

<210> 709 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 30 

<400> 709  

 

 
 

<210> 710 35 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 710  40 

 

 
 

<210> 711 
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<211> 14 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 711 5 

 

  
 

<210> 712 

<211> 29 10 

<212> PRT 

<213> Streptococcus thermophilus 

 

<400> 712  

 15 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para modular la resistencia de una célula bacteriana frente a un ácido nucleico diana o producto 
de transcripción de un bacteriófago del mismo que comprende las etapas de: 

(i) identificar uno o más seudo espaciadores CRISPR en un genoma de bacteriófago que sea capaz de 
proporcionar resistencia al ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo; 5 

(ii) preparar un ácido nucleico recombinante que comprenda un gen casI y al menos dos repeticiones CRISPR 

junto con dichos uno o más seudo espaciadores CRISPR identificados; e 

(iii) introducir dicho ácido nucleico recombinante en dicha célula bacteriana para así volver a la célula 
bacteriana resistente a dicho ácido nucleico diana o producto de transcripción del mismo. 

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el ácido nucleico diana en el bacteriófago es una 10 
secuencia de ácido nucleico altamente conservada. 

3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 ó reivindicación 2, en el que el ácido nucleico diana en el 
bacteriófago codifica un proteína de especificidad a hospedante. 

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ácido nucleico diana 
en el bacteriófago codifica una proteína que es esencial para la supervivencia, la replicación o el crecimiento del 15 
bacteriófago. 

5. El método de acuerdo con la reivindicación 4, en el que el ácido nucleico diana en el bacteriófago codifica 
una helicasa, una primasa, una proteína estructural de cabeza o cola, una proteína con un dominio conservado (por 
ejemplo, holin, lisina y otras) o una secuencia conservada entre genes importantes de fago. 

6. Una célula obtenida u obtenible mediante un método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes. 20 

7. El uso de una célula de acuerdo con la reivindicación 6, para modular la resistencia de una célula frente a 
un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

8. Un cultivo celular que comprende una célula de acuerdo con la reivindicación 6, para modular la resistencia 
de una célula frente a un ácido nucleico diana o un producto de transcripción del mismo. 

9. El cultivo celular de acuerdo con la reivindicación 8, en el que dicho cultivo es un cultivo iniciador o un 25 
cultivo probiótico. 

10. Un producto alimenticio o comida que comprende el cultivo de acuerdo con la reivindicación 8 o 
reivindicación 9. 

11. Un proceso para preparar un producto alimenticio o comida que comprende el uso del cultivo de acuerdo 
con la reivindicación 8 o reivindicación 9. 30 

12. El uso del cultivo de acuerdo con la reivindicación 8 o reivindicación 9 para preparar un producto 
alimenticio. 
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