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DESCRIPCIÓN 
 
Cultivos con resistencia mejorada a fagos 
 
Campo de la Invención 5 
 
La presente invención proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de 
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio. 
 
Antecedentes de la Invención 10 
 
Cultivos, y cultivos de inicio, en particular, se utilizan ampliamente en la industria alimentaria en la fabricación de 
productos fermentados incluidos los productos lácteos (por ejemplo, yogur, mantequilla y queso), productos cárnicos, 
productos de panadería, vino y productos vegetales. La preparación de los cultivos es una labor intensiva, que ocupa 
mucho espacio y equipo, y existe un riesgo considerable de contaminación con bacterias de putrefacción y/o fagos 15 
durante las etapas de propagación. El fracaso de los cultivos bacterianos, debido a la infección por un bacteriófago 
(fago) y a la multiplicación es un problema importante con el uso industrial de cultivos bacterianos. Hay muchos tipos 
diferentes de fagos y nuevas cepas siguen apareciendo. Además, existe la necesidad de métodos y composiciones 
para el seguimiento de las bacterias utilizadas en dichos cultivos. De hecho, a pesar de los avances en el desarrollo 
de cultivos, existe una continua necesidad de mejorar los cultivos para su uso en la industria. 20 
 
Breve Descripción de la Invención 
 
La presente invención proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de 
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio. 25 
 
De acuerdo con un aspecto, la presente invención proporciona un método para la generación de un cultivo de inicio 
que comprende al menos dos variantes de una cepa resistente a bacteriófagos, que comprende las etapas de: (a) la 
exposición de una cepa bacteriana precursora, que comprende al menos una porción de una ubicación CRISPR, a 
un bacteriófago para producir una mezcla de bacterias que comprende una variante de la cepa resistente a 30 
bacteriófagos que comprende una ubicación CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador adicional 
en dicha ubicación CRISPR modificada; (b) la exposición independiente de la misma cepa bacteriana precursora que 
en el paso (a) que comprende al menos una porción de una ubicación CRISPR al mismo bacteriófago que en el paso 
(a) para producir una mezcla de bacterias que comprende otra variante de la cepa resistente a bacteriófagos que 
comprende una ubicación CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador adicional en dicha ubicación 35 
CRISPR modificada; (c) la selección de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos de dichas mezclas 
de bacterias; (d) la selección de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos que comprenden un 
espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada de dichas cepas resistentes a bacteriófagos 
seleccionadas en el paso (c); y (e) el aislamiento de dichas variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos, donde 
dichas cepas comprenden un espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada; donde la secuencia de al 40 
menos un espaciador adicional en la variante de la cepa resistente a bacteriófagos es diferente de la secuencia de al 
menos un espaciador adicional en la otra cepa resistente a bacteriófagos. 
 
De acuerdo con un segundo aspecto, la invención proporciona un cultivo de inicio obtenido mediante el método de la 
presente invención. 45 
 
De acuerdo con un tercer aspecto, la invención proporciona un método de fermentación que comprende la adición 
del cultivo de inicio de la invención a un medio de fermentación, en condiciones tales que tenga lugar la fermentación 
de los componentes de dicho medio de fermentación. 
 50 
En algunas modalidades preferidas, el bacteriófago se selecciona de un grupo de familias de virus que consiste en: 
Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, y 
Tectiviridae. En algunas modalidades preferidas adicionales, el bacteriófago es un bacteriófago natural, mientras que 
en otras modalidades preferidas, el bacteriófago es un bacteriófago mutado obtenido mediante presión selectiva 
utilizando una cepa bacteriana resistente a bacteriófagos. Aún en otras modalidades, la cepa resistente a 55 
bacteriófagos es una mutante insensible a bacteriófagos. Todavía en otras modalidades, la cepa bacteriana 
precursora es una mutante insensible a bacteriófagos. En algunas otras modalidades, las porciones terminales 5’ y/o 
3’ de la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana precursora se comparan con la ubicación CRISPR modificada de la 
variante de la cepa resistente a bacteriófagos. En algunas modalidades adicionales más, las porciones terminales 5’ 
y/o 3’ del primer espaciador CRISPR de la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana precursora se comparan con la 60 
ubicación CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriófagos. En algunas modalidades 
adicionales, por lo menos una parte de la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana precursora y, por lo menos una 
parte de la ubicación CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriófagos, se comparan 
amplificando por lo menos una parte de la ubicación CRISPR y al menos, una parte de la ubicación CRISPR 
modificada, para producir una secuencia amplificada de la ubicación CRISPR y una amplificación de la secuencia de 65 
la ubicación CRISPR modificada. En aún más modalidades, la amplificación se realiza mediante la reacción en 
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cadena de la polimerasa. En algunas modalidades preferidas, por lo menos una parte de la ubicación CRISPR de la 
cepa bacteriana precursora y por lo menos una parte de la ubicación CRISPR modificada de la variante de la cepa 
resistente a bacteriófagos, se comparan secuenciando por lo menos una parte de la ubicación CRISPR y al menos 
un parte de la ubicación CRISPR modificada. En algunas modalidades preferidas en particular, los métodos además 
comprenden la etapa de secuenciar la secuencia amplificada de la ubicación CRISPR y la secuencia amplificada de 5 
la ubicación CRISPR modificada. En algunas modalidades adicionales, el espaciador adicional en la ubicación 
CRISPR modificada, forma una unidad de espaciador repetido adicional. En algunas modalidades preferidas, la 
unidad de espaciador repetido adicional comprende al menos alrededor de 44 nucleótidos. En algunas modalidades 
alternativas preferidas, la unidad de espaciador repetido adicional está compuesta por alrededor de entre 44 y 
alrededor de 119 nucleótidos. Sin embargo, no es la intención que la presente invención se limite a estos intervalos 10 
de tamaño específicos, ya que se ha encontrado uso para otros tamaños en la presente invención, tal como se 
describe en este documento. En algunas modalidades, la unidad de espaciador repetido adicional, comprende al 
menos una secuencia de nucleótidos que tiene por lo menos alrededor del 95% de identidad de una repetición 
CRISPR en la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana precursora. En algunas otras modalidades, la unidad 
espaciador repetido adicional, comprende al menos una secuencia de nucleótidos que tiene por lo menos alrededor 15 
del 95% de identidad de una secuencia de nucleótidos en el genoma de al menos un bacteriófago. En algunas 
modalidades preferidas en particular, la cepa bacteriana precursora, es una cepa industrialmente útil. En algunas 
modalidades adicionales preferidas, la cepa bacteriana precursora es susceptible a la infección por lo menos por un 
bacteriófago. En algunas modalidades preferidas adicionales, la cepa bacteriana precursora, comprende un cultivo 
seleccionado de cultivos de inicio, cultivos probióticos y cultivos de suplemento dietético. En algunas modalidades 20 
preferidas, la cepa bacteriana precursora comprende una cepa obtenida de un cultivo. En algunas modalidades 
preferidas en particular, el cultivo es un cultivo de inicio, un cultivo probiótico, y/o un cultivo de suplemento dietético. 
Más aún en modalidades adicionales, la cepa bacteriana precursora se selecciona de Escherichia, Shigella, 
Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, 
Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, 25 
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Campylobacter, Klebsiella, Frankia, Bartonella, 
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium, 
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus. 
 
Se describe al menos una variante de la cepa resistente a bacteriófagos obtenida mediante los métodos 30 
establecidos en el presente. Se describen variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos, en las que la variante 
de la cepa resistente a bacteriófagos es una cepa industrialmente útil. En algunas modalidades preferidas, la 
variante de la cepa resistente a bacteriófagos comprende una cepa industrialmente útil que es al menos un 
componente de un cultivo de inicio, cultivos probióticos, cultivos de suplemento dietético, y/u otros cultivos útiles. 
 35 
La presente invención también proporciona composiciones que comprenden una variante de la cepa resistente a 
bacteriófagos producida utilizando los métodos establecidos en el presente. La presente invención proporciona 
composiciones que comprenden al menos dos variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos producidas 
utilizando los métodos establecidos en el presente. Se proporcionan los alimentos y/o piensos que comprenden al 
menos una de estas composiciones. Se proporcionan métodos para la preparación de alimentos y/o piensos que 40 
comprenden la adición de al menos una de estas composiciones para el alimento o el pienso. La presente invención 
también proporciona cultivos de inicio, cultivos probióticos, cultivos de suplemento dietético y otros cultivos útiles que 
componen por lo menos una de estas composiciones. La presente invención también proporciona métodos de 
fermentación que comprenden la adición de al menos una de estas composiciones a un cultivo de inicio. La presente 
invención proporciona métodos de fermentación que comprenden la adición de al menos una de estas 45 
composiciones a un medio de fermentación, en condiciones tales que la fermentación de los componentes del medio 
de fermentación ocurra. En algunas modalidades, la fermentación no se ve afectada por la presencia de 
bacteriófagos. En algunas modalidades, el medio de fermentación es un producto alimenticio. En algunas 
modalidades preferidas, el producto alimenticio es un producto lácteo. En algunas modalidades preferidas en 
particular, el producto lácteo es la leche. En algunas modalidades adicionales, al menos dos composiciones 50 
diferentes compuestas de dos o más variantes de las cepas resistentes a bacteriófagos son secuencialmente 
expuestas al medio de fermentación. 
 
Se proporcionan métodos para reducir la población de bacteriófagos perjudiciales en un medio de fermentación que 
comprende la exposición de un medio de fermentación a al menos una variante de la cepa resistente a 55 
bacteriófagos, producida utilizando los métodos establecidos en el presente, en condiciones tales que la población 
de bacteriófagos se reduce. 
 
Se proporcionan métodos para la generación de al menos una variante de la cepa resistente a bacteriófagos, que 
comprenden las etapas de: (a) la exposición de una cepa bacteriana precursora que comprende por lo menos una 60 
porción de una ubicación CRISPR a por lo menos una secuencia de ácido nucleico para producir una mezcla de 
bacterias que comprenda al menos una variante de la cepa resistente a bacteriófagos que comprenda una ubicación 
CRISPR modificada; (b) la selección de una variante de la cepa resistente a bacteriófagos de una mezcla de 
bacterias; (c) la comparación de la ubicación CRISPR o una parte de la misma de la cepa bacteriana precursora y la 
ubicación CRISPR modificada de la variante de la cepa resistente a bacteriófagos para identificar variantes de las 65 
cepas resistentes a bacteriófagos que comprendan al menos otro fragmento de ácido nucleico en la ubicación 
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CRISPR modificada, que no se encuentre en la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana precursora; (d) la selección 
de la variante de cepas resistentes a bacteriófagos que comprendan un fragmento de ácido nucleico adicional en la 
ubicación CRISPR modificada; (e) el análisis de por lo menos un fragmento de ácido nucléico adicional en la 
ubicación CRISPR modificada, para identificar al menos una variante de la cepa resistente a bacteriófagos; y (f) el 
aislamiento de al menos una variante de la cepa resistente a bacteriófagos. 5 
 
Se proporcionan métodos para la generación de fagos mutantes de escape a CRISPR, que comprenden: (a) la 
obtención de: al menos uno de los fagos precursores y una cepa bacteriana resistente a fagos que comprenda al 
menos una ubicación CRISPR, donde la ubicación CRISPR comprenda una secuencia de ácidos nucléicos que sea 
por lo menos alrededor del 95% idéntica a al menos una secuencia proto-espaciadora en el genoma de por lo menos 10 
uno de los fagos precursores; (b) la exposición de al menos uno de los fagos precursores a una cepa bacteriana 
resistente a fagos, en condiciones tales que por lo menos una variante de fagos se produzca; y (c) la selección de al 
menos una variante de fagos, en la que por lo menos una variante de fagos exhiba la capacidad de infectar las 
cepas de bacterias resistentes a fagos y sea un fago mutante de escape a CRISPR. La cepa de bacterias resistentes 
a fagos, puede ser una variante de la cepa resistente a bacteriófagos obtenida mediante los métodos establecidos 15 
en el presente. Los métodos además pueden comprender la etapa de la comparación de al menos una parte de por 
lo menos una secuencia proto-espaciadora y una porción CRISPR posicionada cerca de al menos una secuencia 
proto-espaciadora en la variante del fago con la al menos una secuencia proto-espaciadora y una porción CRISPR 
del fago precursor. Los métodos pueden además comprender la etapa de la selección de la variante de fagos que 
infectan la cepa de bacterias resistentes a fagos, en la que la variante de fagos comprende los fagos mutantes de 20 
escape a CRISPR, y donde los fagos de escape a CRISPR comprenden al menos una mutación en la al menos una 
secuencia proto-espaciadora y/o en la porción CRISPR de los fagos mutantes de escape a CRISPR. Los métodos 
pueden ser iterativamente repetidos una o más veces mediante los fagos mutantes de escape a CRISPR y 
diferentes cepas de bacterias resistentes a fagos CRISPR que incluyen al menos una ubicación CRISPR, en la que 
la ubicación CRISPR comprende una secuencia de ácidos nucléicos que sea por lo menos alrededor del 95% 25 
idéntica a al menos una secuencia proto-espaciadora en el genoma de fagos mutantes de escape a CRISPR. 
Todavía en modalidades adicionales, por lo menos un bacteriófago se selecciona del grupo de familias de virus que 
consiste en: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, 
y Tectiviridae. En algunas modalidades preferidas, la cepa de bacterias resistentes a fagos se selecciona de 
Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, 30 
Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Enterococcus, Clostridium, Camplyobacter, 
Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Klebsiella, Frankia, Bartonella, 
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium, 
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, y Oenococcus.  
 35 
Se proporcionan fagos mutantes de escape a CRISPR obtenidos mediante los métodos establecidos en el presente. 
Los fagos mutantes de escape a CRISPR pueden comprender dos o más mutaciones presentes en al menos dos 
secuencias proto-espaciadoras y/o en la porción CRISPR. 
 
Se proporcionan fagos mutantes de escape a CRISPR, en los que el genoma de los fagos mutantes de escape a 40 
CRISPR es genéticamente modificado para incluir mutaciones en al menos un proto-espaciador y/o una porción 
CRISPR. Por lo menos una porción CRISPR puede ser mutada en los fagos mutantes de escape a CRISPR, 
mientras que en algunas modalidades alternativas, al menos una porción CRISPR, se suprime en los fagos mutantes 
de escape a CRISPR. También se proporcionan composiciones que comprenden al menos un fago mutante de 
escape a CRISPR. 45 
 
La presente invención también proporciona métodos para el control de las poblaciones de bacterias en un producto 
que comprende la exposición de composiciones que incluyen al menos un fago mutante de escape a CRISPR en un 
medio de fermentación, donde el medio de fermentación contiene al menos una población de bacterias indeseables, 
en condiciones tales que la población de estas bacterias no deseadas se reduce, y el medio de fermentación se 50 
utiliza para generar el producto. En algunas modalidades, el producto se selecciona de los alimentos, los aditivos, 
cosméticos, productos para el cuidado personal, productos sanitarios, productos veterinarios y suplementos 
alimenticios. En algunas otras modalidades, los métodos se repiten por lo menos una vez y las diferentes 
composiciones y/o composiciones que comprenden diferentes fagos mutantes de escape a CRISPR, se utilizan en 
rotación. 55 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o más 
genes o proteínas cas para la modulación de la resistencia en una célula contra un ácido nucléico objetivo o un 
producto de transcripción del mismo. En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona 
composiciones y métodos para el uso de una secuencia recombinante de ácidos nucléicos recombinantes que 60 
comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR junto con al menos un espaciador de 
CRISPR, donde al menos un espaciador de CRISPR es heterólogo a por lo menos un gen cas y/o por lo menos dos 
repeticiones CRISPR para modular la resistencia contra un ácido nucléico objetivo o de un producto de la 
transcripción del mismo. Todavía en modalidades adicionales, la presente invención proporciona al menos una 
secuencia de ácidos nucléicos que comprende al menos un gen cas.  65 
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Todavía en modalidades adicionales, la presente invención proporciona al menos una secuencia de ácido nucléico 
que comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR. En algunas modalidades, la presente 
invención proporciona una secuencia de ácido nucléico que comprende al menos un gen cas y por lo menos un 
espaciador de CRISPR. Todavía en modalidades adicionales, la presente invención proporciona una secuencia de 
ácido nucléico que comprende al menos un gen cas, por lo menos un espaciador de CRISPR y al menos dos 5 
repeticiones CRISPR. En otras modalidades, la presente invención proporciona una secuencia recombinante de 
ácido nucléico que comprende al menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR junto con al menos un 
espaciador de CRISPR, en el que el espaciador de CRISPR es heterólogo para al menos un gen cas y/o por lo 
menos dos repeticiones CRISPR. 
 10 
La presente invención también proporciona constructos que comprenden una o varias de las secuencias de ácidos 
nucleicos que se describen en este documento. Todavía en modalidades adicionales, la presente invención 
proporciona vectores que comprenden una o varias de las secuencias de ácidos nucléicos o una o varias de las 
construcciones descritas en este documento. Todavía en modalidades adicionales, la presente invención 
proporciona células que incluyen la secuencia de ácido nucléico o el constructo o el vector descritos en el presente. 15 
 
La presente invención también proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o aumentar) la resistencia 
de una célula en contra de un ácido nucléico objetivo o un producto de la transcripción del mismo que comprende las 
etapas de: (i) la identificación de una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo (en 
algunas modalidades, se trata de una secuencia que es esencial para la función o la supervivencia del organismo); 20 
(ii) la preparación de un espaciador de CRISPR que es homóloga a la secuencia identificada; (iii) la preparación de 
un ácido nucléico (por ejemplo, un ácido nucléico recombinante) que comprenda al menos un gen cas y por lo 
menos dos repeticiones CRISPR junto con el espaciador de CRISPR.  
 
La presente invención también proporciona métodos para la identificación de un espaciador de CRISPR o un 25 
pseudoespaciador de CRISPR para su uso en la modulación de la resistencia de una célula en contra de un ácido 
nucléico objetivo o un producto de la transcripción del mismo que comprende las etapas de: (i) la elaboración de una 
célula compuesta por al menos dos repeticiones CRISPR y al menos un gen cas o una proteína; (ii) la identificación 
de al menos un espaciador de CRISPR o pseudoespaciadores de CRISPR en un organismo que es 
considerablemente resistente al ácido nucleico objetivo o al producto de la transcripción del mismo; (iii) la 30 
modificación de la secuencia del espaciador de CRISPR en la célula de tal modo que el espaciador de CRISPR 
tenga homología con el espaciador del organismo; y (iv) determinar si la célula modula la resistencia contra el ácido 
nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo, en donde la modulación de la resistencia de la célula 
contra el ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo, es indicativo de que el espaciador de 
CRISPR modula la resistencia de la célula. 35 
 
Se proporcionan métodos para la identificación de un gen cas para su uso en la modulación de la resistencia de una 
célula en contra de un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo, que comprende las 
etapas de: (i) la elaboración de una célula compuesta por al menos un espaciador de CRISPR y al menos dos 
repeticiones CRISPR; (ii) la ingeniería de la célula de manera que incluya al menos un gen cas; y (iii) determinar si la 40 
célula modula la resistencia contra el ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo, en donde la 
modulación de la resistencia de la célula en contra del ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del 
mismo es indicativo de que el gen cas puede ser utilizado para modular la resistencia de la célula.  
 
Se proporcionan métodos para la identificación de una repetición de CRISPR para su uso en la modulación de la 45 
resistencia de una célula contra un ácido nucléico objetivo o un producto de la transcripción del mismo que 
comprende las etapas de: (i) la elaboración de una célula compuesta por al menos un espaciador de CRISPR y al 
menos un gen cas; (ii) la ingeniería de una célula de forma que contenga la repetición CRISPR; y (iii) determinar si la 
célula modula la resistencia contra el ácido nucleico objetivo o el producto de la transcripción del mismo, en el que la 
modulación de la resistencia de la célula contra el ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo es 50 
indicativo de que la repetición de CRISPR se puede utilizar para modular la resistencia. 
 
Se proporcionan métodos para la identificación de 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; (b) la 
identificación de uno o más grupos de genes cas según lo determinado por el análisis de comparación de 55 
secuencias; (c) la identificación de uno o más grupos de repeticiones CRISPR; y (d) la combinación de aquellos 
genes cas y secuencias repetidas de CRISPR que caigan dentro del mismo grupo, donde la combinación del gen 
cas y las secuencias repetidas de CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinación es una 
combinación funcional. 
 60 
Se proporcionan métodos para modular el lisotipo de una célula bacteriana que comprende uno o más genes o 
proteínas cas y dos o más repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) la identificación de uno o varios 
pseudoespaciadores CRISPR en la secuencia genómica de un bacteriófago contra el que la resistencia debe ser 
modulada; y (ii) modificar la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR de la célula bacteriana de tal manera 
que el espaciador o espaciadores de CRISPR de la célula bacteriana tenga(n) homología con el pseudoespaciador o 65 
espaciadores de CRISPR del bacteriófago contra el que la resistencia debe ser modulada. 
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Se proporcionan métodos para modular (por ejemplo, conferir o aumentar) la resistencia de una célula bacteriana 
contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) la identificación de una secuencia (por ejemplo, una 
secuencia conservada) en un bacteriófago (preferiblemente, una secuencia esencial para la función o la 
supervivencia del bacteriófago); (ii) la preparación de un espaciador de CRISPR que sea homólogo a la secuencia 5 
identificada; (iii) la preparación de un ácido nucleico que comprenda al menos un gen cas y por lo menos dos 
repeticiones CRISPR junto con el espaciador de CRISPR; y (iv) la introducción de un ácido nucléico en la célula 
bacteriana, para hacer a la célula bacteriana resistente al ácido nucléico objetivo o producto de la transcripción del 
mismo.  
 10 
Se proporcionan métodos para modular (por ejemplo, conferir o aumentar) la resistencia de una célula bacteriana 
contra un ácido nucléico objetivo o producto de la transcripción, en un bacteriófago del mismo que comprende las 
etapas de: (i) la identificación de uno o varios pseudoespaciadores CRISPR en el genoma de un bacteriófago, que 
sea capaz de proporcionar resistencia a un ácido nucléico objetivo o a un producto de la transcripción del mismo; (ii) 
la preparación de un ácido nucléico recombinante, que comprenda al menos un gen cas y por lo menos dos 15 
repeticiones CRISPR junto con uno o más pseudoespaciadores de CRISPR identificados; y (iii) la introducción del 
ácido nucleico recombinante en la célula bacteriana, para hacer así que la célula bacteriana sea resistente al ácido 
nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo. 
 
Se proporcionan métodos para modular la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o más genes o 20 
proteínas cas y dos o más repeticiones CRISPR, contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción 
del mismo en un bacteriófago, que comprende las etapas de: (i) la identificación de uno o más pseudoespaciadores 
CRISPR en un bacteriófago que es capaz de proporcionar resistencia a un ácido nucleico objetivo o producto de la 
transcripción del mismo; (ii) la identificación de uno o más espaciadores CRISPR en una célula bacteriana, en la que 
la resistencia debe ser modulada; y (iii) la modificación de la secuencia del espaciador o espaciadores de CRISPR 25 
en la célula bacteriana en la que la resistencia debe ser modulada de tal manera que el espaciador o espaciadores 
de CRISPR tengan un mayor grado de homología a los pseudoespaciadores de CRISPR del bacteriófago contra los 
cuales la resistencia debe de ser modulada. 
 
Se proporcionan métodos para la determinación de la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o 30 
un producto de la transcripción del mismo, que comprende la identificación de una o más combinaciones funcionales 
de repeticiones CRISPR-cas y uno o más espaciadores CRISPR en la célula. 
 
Se proporcionan células obtenidas u obtenibles mediante el método o los métodos proporcionados en el presente. 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR 35 
obtenidos u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente. 
 
Se proporcionan genes cas obtenidos u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente. Se 
proporcionan repeticiones CRISPR obtenidas u obtenibles por el método o los métodos descritos en el presente. Se 
proporcionan combinaciones funcionales obtenidas por el método o los métodos descritos en el presente. Se 40 
proporciona una ubicación recombinante de CRISPR que comprende al menos un espaciador de CRISPR o un 
pseudoespaciador de CRISPR, y/o por lo menos un gen cas y/o por lo menos una repetición CRISPR y/o una 
combinación funcional. 
 
Se proporcionan métodos para el uso de células, por lo menos un espaciador de CRISPR o pseudoespaciador de 45 
CRISPR, al menos un gen cas, por lo menos una repetición de CRISPR, o una combinación funcional del mismo, 
para modular la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del 
mismo. 
 
Se proporcionan cultivos celulares que incluyen por lo menos una célula, al menos un espaciador de CRISPR o 50 
pseudoespaciador de CRISPR, por lo menos un gen cas, por lo menos una repetición de CRISPR o una 
combinación funcional para la modulación de la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o un 
producto de la transcripción del mismo.  
 
Se proporcionan productos alimenticios y/o aditivos que comprenden cultivos proporcionados en el presente. Se 55 
proporcionan procedimientos para la preparación de productos alimenticios y/o aditivos que incluyen cultivos 
proporcionados en la presente. En aún modalidades adicionales, la presente invención proporciona productos 
alimenticios y/o alimentos obtenidos u obtenibles por los métodos proporcionados en la presente. En algunas 
modalidades preferidas, la presente invención proporciona métodos para el uso de los cultivos proporcionados en la 
presente para la elaboración de productos alimenticios y/o alimentos. 60 
 
Además, la presente invención proporciona las secuencias de nucleótidos que comprenden o que consisten en las 
secuencias establecidas en cualquiera de SEQ ID NOS: 7-10 y SEQ ID NOS: 359-405, así como variantes, 
fragmentos, homólogos y sus derivados. La presente invención también proporciona los aminoácidos codificados por 
las secuencias de nucleótidos establecidas en la presente. Se proporcionan constructos y/o vectores que 65 
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comprenden una o más de las secuencias de nucleótidos del presente. Se proporcionan células hospedadoras que 
comprenden al menos uno de los constructos y/o secuencias de nucleótidos proporcionados en la presente. 
 
En algunas modalidades, uno o más genes cas o proteínas, se utilizan en combinación con dos o más repeticiones 
CRISPR. En algunas otras modalidades, uno o más genes o proteínas cas y/o las dos o más repeticiones de 5 
CRISPR se derivan de la misma célula. En algunas modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas cas, y las 
dos o más repeticiones de CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma célula. Todavía en algunas 
modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas cas, son utilizados en combinación con uno o más 
espaciadores de CRISPR. 
 10 
En algunas modalidades, el espaciador o los espaciadores de CRISPR se derivan de un organismo diferente a la 
célula de la que uno o más genes o proteínas cas y/o las dos o más repeticiones CRISPR se derivan. 
 
En algunas modalidades, el espaciador se obtiene a partir de una célula que es resistente a un ácido nucleico 
objetivo. En algunas modalidades, el espaciador de CRISPR es una secuencia de ácido nucleico sintética. En 15 
algunas otras modalidades, el espaciador o los espaciadores CRISPR tienen homología con el ácido nucleico 
objetivo. En algunas modalidades, el espaciador o los espaciadores CRISPR tienen el 100% de identidad con el 
ácido nucleico objetivo o por lo menos la longitud del núcleo espaciador de CRISPR. 
 
En algunas modalidades, uno o más genes o proteínas cas se utilizan en combinación con al menos uno o más 20 
espaciadores CRISPR y por lo menos dos o más repeticiones CRISPR. El ácido nucleico objetivo o el producto de la 
transcripción del mismo, se obtienen a partir de ADN de un bacteriófago. En algunas modalidades alternativas, el 
ácido nucleico objetivo o el producto de la transcripción del mismo se derivan de un gen de resistencia a 
antibiótico/antimicrobiano. En algunas otras modalidades, el ácido nucleico objetivo o el producto de la transcripción 
del mismo se derivan de un ácido nucleico que codifica al menos un factor de virulencia. En algunas modalidades 25 
preferidas, el factor de virulencia incluye toxinas, internalinas, hemolisinas, y/u otros factores de virulencia. 
 
En algunas modalidades de la presente invención, uno o más genes cas y las dos o más repeticiones CRISPR se 
derivan de la misma célula. En algunas modalidades alternativas, uno o más genes cas y las dos o más repeticiones 
de CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma célula. Aún en más modalidades, los espaciadores de 30 
CRISPR se derivan de un organismo diferente a célula de la que uno o más genes cas y/o las dos o más 
repeticiones CRISPR se derivan. En algunas modalidades, la célula es una célula receptora o una célula 
hospedadora. 
 
En algunas modalidades, uno o más genes cas o las proteínas y las dos o más repeticiones de CRISPR se co-35 
presentan naturalmente en la misma célula. 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende la inserción de uno o más espaciadores CRISPR y/o 
pseudoespaciadores CRISPR en la célula. En algunas modalidades, la modificación comprende producir por 
ingeniería genética un espaciador de CRISPR de la célula. En algunas modalidades, el espaciador de la célula tiene 40 
100% de homología al espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo. En algunas modalidades, la 
totalidad o parte del espaciador en la célula se modifica. En algunas modalidades, la modificación comprende la 
modificación de un espaciador recombinante. En algunas modalidades, la modificación se produce a través de 
mutación espontánea o mutagénesis. En algunas modalidades, por lo menos uno o más espaciadores CRISPR en la 
célula se eliminan. En algunas modalidades, por lo menos una o más repeticiones CRISPR en la célula, se eliminan. 45 
En algunas modalidades, uno o más genes cas se eliminan. En algunas modalidades, CRISPR y/o uno o más genes 
cas se eliminan. En algunas modalidades, una o más proteínas o genes cas y/o dos o más repeticiones CRISPR en 
la célula se eliminan. En algunas modalidades, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR se 
derivan de la misma o de diferentes cepas. En algunas modalidades, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la 
repetición CRISPR se derivan de la misma o de diferentes especies. 50 
 
En algunas modalidades, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR se derivan del mismo o 
de diferentes géneros. En algunas modalidades, las secuencias de nucleótidos del gen cas y la repetición CRISPR 
se derivan del mismo o de diferentes organismos. 
 55 
En algunas modalidades de la presente invención, el ácido nucleico objetivo en el bacteriófago, es una secuencia de 
ácido nucleico altamente conservada. En algunas modalidades, el ácido nucleico objetivo en el bacteriófago codifica 
una proteína de la especificidad de la hospedadora. En algunas otras modalidades, el ácido nucleico objetivo en el 
bacteriófago, codifica una proteína que es esencial para la supervivencia, la reproducción o el crecimiento del 
bacteriófago. En algunas modalidades, el ácido nucleico objetivo en el bacteriófago codifica una helicasa, una 60 
primasa, una cabeza o una cola de proteínas estructurales, una proteína con un dominio conservado (por ejemplo, 
holina, lisina, etc) o por lo menos una secuencia conservada entre importantes genes de fagos. 
 
El método para determinar la resistencia de una célula a un ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del 
mismo, puede comprender la etapa adicional de la comparación de la secuencia de uno o más espaciadores de 65 
CRISPR en la célula, con la secuencia de ácido nucleico objetivo. El método para determinar la resistencia de una 
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célula a un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo, puede comprender la etapa adicional 
de la determinación del perfil de resistencia de la célula. 
 
El cultivo de la invención es un cultivo de inicio. Se describe un cultivo probiótico. 
 5 
También se proporcionan “bacterias etiquetadas” que son resistentes a fagos (es decir, “mutantes insensibles a 
bacteriófagos”, “BIMS”). Se proporcionan bacterias que comprenden una o varias secuencias procedentes de al 
menos un bacteriófago del genoma, que son integradas en la ubicación CRISPR de la bacteria. Esta secuencia 
derivada del fago proporciona una etiqueta, que es identificable por su ubicación y/o secuencia y/o secuencia 
adyacente.  10 
 
En algunas modalidades alternativas, la presente invención proporciona la duplicación de secuencias (por ejemplo, 
duplicar repeticiones de CRISPR) que se originan a partir de una bacteria precursora y que también están integradas 
iterativamente, secuencialmente, simultáneamente o casi simultáneamente junto con la secuencia procedente del 
genoma del bacteriófago. 15 
 
Además, la presente invención utiliza métodos que facilitan la integración de una o varias secuencias de 
bacteriófagos diferentes en la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana. La integración de las secuencias diferentes 
del bacteriófago en la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana es un acontecimiento aleatorio. La integración de las 
diferentes secuencias del bacteriófago en la ubicación CRISPR de la cepa bacteriana puede no ser un 20 
acontecimiento aleatorio. Por lo tanto, no es siempre la misma ubicación del genoma del bacteriófago la que se 
integra en la ubicación CRISPR de la bacteria. Sin embargo, una vez que se integra y se mantiene se convierte por 
lo tanto en una potente marca o etiqueta y/o seguimiento de la bacteria. En consecuencia, la secuencia o secuencias 
procedentes del genoma del bacteriófago, no solo son nuevas para la ubicación CRISPR de la bacteria precursora, 
sino que también son una etiqueta que es única para cada bacteria. En el presente se incluyen por tanto métodos de 25 
etiquetado (por ejemplo, marcado) y/o la identificación de bacterias. 
 
En algunas modalidades, los métodos de la presente invención son “naturales” y no resultan en la producción de 
organismos modificados genéticamente. Se proporcionan métodos para el etiquetado de bacterias que comprenden 
las etapas de: (a) la exposición de una bacteria precursora a un bacteriófago; (b) la selección de una mutante 30 
insensible a bacteriófagos; (c) la comparación de una ubicación CRISPR o una parte de la misma de una bacteria 
precursora y el mutante insensible a bacteriófagos; y (d) la selección de una bacteria etiquetada que incluya un 
fragmento de ADN adicional en la ubicación CRISPR que no está presente en la bacteria precursora. 
 
También se proporcionan bacterias etiquetadas obtenidas mediante los métodos de la presente invención. En 35 
algunas modalidades, la presente invención proporciona cultivos celulares que comprenden al menos una cepa 
bacteriana etiquetada. Aún en más modalidades, la presente invención proporciona alimentos y/o piensos que 
comprenden bacterias etiquetadas, incluyendo pero no limitado a cultivos de células que comprenden dichas 
bacterias etiquetadas. La presente invención también proporciona métodos para la preparación de alimentos y/o 
piensos que comprenden al menos una cepa bacteriana etiquetada. En algunas modalidades, los métodos incluyen 40 
la adición de al menos una cepa bacteriana etiquetada o cultivos celulares al alimento y/o pienso. 
 
La presente invención también proporciona métodos para la generación de variantes de CRISPR que comprenden 
las etapas de: (a) la exposición de una bacteria precursora a un bacteriófago; (b) la selección de una bacteria 
resistente a bacteriófagos (es decir, una “mutante insensible a bacteriófagos”); (c) comparar la ubicación CRISPR o 45 
una parte de la misma, de una bacteria precursora y una mutante insensible a bacteriófagos; (d) la selección de una 
bacteria etiquetada que comprenda un fragmento adicional de ADN en la ubicación CRISPR, que no esté presente 
en la bacteria precursora; y (e) el aislamiento y/o la clonación y/o la secuenciación del fragmento de ADN adicional. 
Se proporcionan variantes de CRISPR producidas utilizando los métodos establecidos en el presente. Las variantes 
de CRISPR son cepas mutantes resistentes a fagos que tienen una ubicación CRISPR modificada con un 50 
espaciador adicional. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona bacterias precursoras que son aptas para su uso como 
iniciadoras de cultivos, cultivos probióticos y/o suplementos dietéticos. En algunas modalidades, la bacteria 
precursora se selecciona de cualquier género adecuado, incluyendo pero no limitado a Escherichia, Shigella, 55 
Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, 
Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, 
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium, 
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus. En algunas modalidades, el bacteriófago es 
seleccionado de una familia de virus adecuada, incluyendo pero no limitado a Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, 60 
Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, y Tectiviridae. En algunas modalidades, la presente 
invención proporciona cultivos celulares que son seleccionados de cultivos de inicio, cultivos probióticos y/o 
suplementos dietéticos. Se proporcionan métodos para la identificación de bacterias etiquetadas, que comprenden la 
etapa de la comparación de al menos un fragmento adicional de ADN, con una secuencia de la base de datos de 
bacteriófagos y/o una secuencia de la base de datos bacteriana.  65 
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La presente invención también proporciona cepas de S. thermophilus que comprenden una secuencia que se haya 
obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, en donde la secuencia comprenda un espaciador de CRISPR de la 
cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7778, referida aquí en lo sucesivo como SEQ ID NO: 680 
(caacacattcaacagattaatgaagaatac; SEQ ID NO: 680). 
 5 
En aún más modalidades, la presente invención puede proporcionar cepas de S. thermophiles que incluyen una 
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia comprende la SEQ ID 
NO: 680 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repetición CRISPR en al menos 
una ubicación CRISPR. 
 10 
En otras modalidades, la presente invención puede proporcionar cepas de S. thermophiles que incluyen una 
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia incluye el espaciador de 
CRISPR (5’-3’) de la cepa Streptococcus thermophilus DGCC7778 (tccactcacgtacaaatagtgagtgtactc; SEQ ID NO: 
681). Aún en modalidades adicionales, la presente invención puede proporcionar cepas de S. thermophiles que 
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia 15 
comprende la SEQ ID NO: 681 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repetición 
CRISPR en al menos una ubicación CRISPR. 
 
Todavía en modalidades adicionales, la presente invención puede proporcionar cepas de S. thermophiles que 
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia incluye 20 
la SEQ ID NO: 683:  
 
Secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7710-RH1  
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Aún en modalidades adicionales, la presente invención puede proporcionar cepas de S. thermophiles que 5 
comprenden una secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia incluye 
la SEQ ID NO: 683 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repetición de CRISPR 
en por lo menos una ubicación CRISPR. Las cepas de S. thermophilus incluyen una secuencia que se haya obtenido 
o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia incluye la SEQ ID NO: 685 (es decir, 5’-
TACGTTTGAAAAGAATATCAAATCAATGA-3’). 10 
 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención proporciona cepas de S. thermophiles que comprenden una 
secuencia que se haya obtenido o pueda obtenerse de un bacteriófago, donde la secuencia incluye la SEQ ID NO: 
685 corriente abajo (por ejemplo, directamente corriente abajo) de la primera repetición CRISPR en al menos una 
ubicación CRISPR.  15 
 
Se proporcionan métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de combinaciones de cepas 
y rotaciones de cultivo de inicio. En algunas modalidades, se proporciona el uso de uno o más CRISPR BIMS 
simultáneamente en un cultivo de inicio (es decir, una combinación de BIMS). En algunas otras modalidades, se 
proporciona el uso de uno o más CRISPR BIMS en un esquema de rotación. En algunas otras modalidades, se 20 
proporciona el uso de una o más combinaciones CRISPR BIMS en un esquema de rotación. 
 
La presente invención también proporciona métodos y composiciones para utilizar CRISPR-cas (es decir, 
mutagénesis natural, en algunas modalidades preferidas) para construir al menos una variante resistente a fagos 
CRISPR, de al menos un microorganismo objetivo, que luego es utilizada para generar fagos mutantes que eludan la 25 
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resistencia a CRISPR-cas a través de la mutación en el fago que corresponde a una secuencia seleccionada de las 
secuencias espaciadoras, las secuencias pseudoespaciadoras, las secuencias proximales, las porciones de 
reconocimiento, etc., para aumentar la virulencia de los fagos. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona composiciones y métodos adecuados para la producción 5 
de fagos que tengan una mayor virulencia, en comparación con el fago precursor. En algunas modalidades, por lo 
menos un espaciador de clonado se introduce en una ubicación activa CRISPR-cas, para producir una variante de la 
célula resistente a fagos para su uso en la generación de fagos mutantes. En algunas modalidades preferidas, los 
métodos comprenden la introducción de una secuencia que sirve como objetivo específico de una secuencia del 
genoma del fago (por ejemplo, una región que es altamente susceptible a un objetivo espaciador o una secuencia de 10 
reconocimiento para la incorporación de un hospedador espaciador). En algunas modalidades adicionales, la 
presente invención proporciona métodos y composiciones para la producción por ingeniería directa de fagos, de 
modo que la secuencia del genoma correspondiente al espaciador es mutada en consecuencia. 
 
La presente invención también proporciona métodos para dirigir la evolución de un determinado fago, utilizando la 15 
resistencia a fagos CRISPR adquirida de una cepa hospedadora correspondiente, para crear un agente de biocontrol 
más virulento y, por tanto, más efectivo. 
 
Descripción de los dibujos 
 20 
La Figura 1 proporciona un esquema que muestra que la integración de un espaciador CRISPR en la ubicación 
CRISPR del S. thermophilus proporciona resistencia contra un bacteriófago al cual el espaciador CRISPR muestra 
identidad. El DGCC7710 precursor es sensible al fago, y el BIM DGCC7710RH1 es resistente al fago. El BIM 
DGCC7710RH1 tiene un espaciador nuevo (Sn) en la ubicación CRISPR, el cual muestra identidad al 100% para la 
secuencia de fago. Como se muestra en la etapa (B), la cepa se estimula con el fago 858 y se selecciona un fago 25 
mutante resistente. Como se muestra en la etapa (C), la ubicación CRISPR I del mutante tiene un espaciador 
adicional el cual comparte identidad al 100% con la región 31.921-31.950bp del fago. 
 
La Figura 2 proporciona un esquema que muestra que la integración de un espaciador CRISPR en la ubicación 
CRISPR de S. thermophilus proporciona resistencia contra un bacteriófago para el cual el espaciador CRISPR 30 
muestra identidad. El DGCC7710 precursor es sensible al fago, y el BIM DGCC7710RH2 es resistente al fago. El 
BIM DGCC7710RH2 tiene un espaciador nuevo (Sn) en la ubicación CRISPR, el cual muestra identidad al 100% 
para la secuencia de fago. Como se muestra en la etapa (B), la cepa se estimula con el fago 858 y un fago mutante 
resistente se selecciona. Como se muestra en la etapa (C), el experimento se repitió independientemente y se 
seleccionó otro mutante. La ubicación CRISPRI del mutante tiene un espaciador adicional (diferente de aquel en 35 
RH1) el cual comparte identidad al 100% con la región 17.125-17.244bp del fago. 
 
La Figura 3 proporciona una representación gráfica que ilustra la preparación del constructo CAS1KO en el cual el 
gen cas1 se fracciona por la recombinación homóloga. 
 40 
La Figura 4 proporciona una representación gráfica de la preparación del constructo RT usando una enzima de 
restricción para generar el constructo RT del constructo S1S2. Existen sitios de restricción BglI dentro de las 
repeticiones que permiten que la parte “media” del constructo sea cortada. Después de la digestión enzimática, se 
usó una ligasa para unir las dos piezas de los extremos, generando así un nuevo constructo que tiene RT, pero no 
espaciadores. 45 
 
La Figura 5 proporciona una representación gráfica de la integración del constructo RT. 
 
La Figura 6 proporciona una representación gráfica que ilustra el constructo S1S2 producido por ingeniería usando 
cebadores específicos y reacciones PCR iterativas. El primer panel ilustra todos los cebadores usados y el inicio de 50 
las dos primeras reacciones PCR (reacción #1 con los cebadores P1 y P2 y la reacción #2 con los cebadores P2 y 
P3). El segundo panel muestra los productos PCR obtenidos de las dos primeras reacciones PCR, con el producto 
de reacción #1 en el lado izquierdo y el producto de reacción #2 en el lado derecho. El tercer panel muestra la 
tercera reacción PCR, usando una combinación de los productos de los dos primeros PCRs como la plantilla para la 
tercera reacción PCR, y el cebador P1 de la primera reacción junto con el cebador P4 de la segunda reacción. El 55 
cuarto panel muestra el producto de PCR#3, el cual genera técnicamente el constructo S1S2. 
 
La Figura 7 proporciona una representación gráfica de los detalles para el diseño del cebador para los cebadores 2 y 
3, los cuales contienen secuencias claves para el experimento, derivadas de los espaciadores idénticos a las 
secuencias de fago (los productos PCR derivados de estos cebadores PCR generarán los espaciadores que al final 60 
proporcionarán resistencia a los fagos). 
 
La Figura 8 proporciona una representació gráfica de la integración del constructo S1S2.  
 
La Figura 9 proporciona una representación gráfica que muestra una vista general de la ubicación CRISPR1 de S. 65 
thermophilus, los espaciadores recientemente adquiridos en las mutantes resistentes al fago, y sensibilidad de fago 
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correspondiente. La ubicación CRISPR1 del DGCC7710 (WT) está en la parte superior. La región 
repetición/espaciador del WT está a la mitad: repeticiones (diamante negro), espaciadores (recuadros grises 
enumerados), líder (recuadro blanco L) y repetición terminal (diamante negro T). En el fondo, el contenido de 
espaciador en el lado líder de la ubicación en mutantes resistentes al fago se detalla en el lado izquierdo, con 
espaciadores recientemente adquiridos (recuadros blancos, S1-S14). En el lado derecho, la sensibilidad de cada 5 
cepa a los fagos 858 y 2972 se representa como un histograma de la eficiencia de plaqueo (EOP), la cual es la 
relación de cuentas de placa de una cepa mutante a aquella de tipo natural. 
 
La Figura 10 proporciona el espaciador CRISPR producido por ingeniería, inactivación del gen cas y la sensibilidad 
de fago correspondiente. I, WTΦ858

+S1S2 mutante; II, WTΦ858
+S1S2∆CRISPR1 mutante donde CRISPR1 se eliminó; III, 10 

WTΦ858
+S1S2::pR mutante donde CRISPR1 se colocó y reemplazó con una repetición única; IV, WT02972+

S4::pS1S2, 
mutante de la cepa WTΦ2972+

S4 donde el CRISPR1 se colocó y reemplazó con una versión que contenía S1 y S2; V, 
WTΦ858

+S1S2::pcas5- con el cas5 inactivado; VI, WTΦ858
+S1S2::pcas7- con el cas7 inactivado. El pORI indica el 

plásmido integrado (12). La sensibilidad del fago de cada cepa a los fagos 858 y 2972 se representa en el fondo 
como un histograma de la eficiencia de plaqueo (EOP). 15 
 
La Figura 11 proporciona un esquema que muestra la construcción del constructo S1S2. 
 
La Figura 12 proporciona un esquema que muestra la construcción del WTΦ858

+S1S2∆CRISPR1. 
 20 
La Figura 13 proporciona una alineación del espaciador CRISPR S1 con la región genómica correspondiente del 
fago 858 y los dos fagos mutantes que sortean la resistencia CRISPR de la cepa WTΦ858

+S1S2. 
 
La Figura 14 proporciona una representación esquemática de la construcción de un primer nivel de la variante 
resistente al fago. Cada variante tiene un espaciador adicional sencillo dentro de su CRISPR. Los espaciadores 25 
adicionales no se relacionan cada uno con los otros (por ejemplo, cada uno tiene una secuencia diferente). Todos 
los espaciadores se originan del fago P. 
 
La Figura 15 proporciona una representación esquemática del segundo nivel de variantes resistentes al fago que 
presentan un incremento en la resistencia a los fagos. Las variantes finales (A1.n y A2.n) son originadas de la cepa 30 
A y tienen una integración secuencial de los espaciadores adicionales dentro de su CRISPR, con todos los 
espaciadores siendo diferentes unos de otros y originados del fago P. 
 
La Figura 16 proporciona una representación esquemática del segundo nivel de variantes resistentes al fago que 
presentan resistencia ampliada a los fagos. La variante final (A1pqr) es originada de la cepa A y tiene una integración 35 
secuencial de espaciadores adicionales dentro de su CRISPR originado de 3 fagos diferentes (esto es, del fago P, Q 
y R). 
 
La Figura 17 proporciona una representación esquemática de la ubicación CRISPR1 (sección A) y de la ubicación 
CRISPR3 (sección B) de las cepas S. thermophilus descritas en los Ejemplos 7 hasta Ejemplo 16. Los nombres de 40 
las cepas se dan en el lado izquierdo de la Figura. Las flechas negras representan las CRISPR repetidas, “R” se 
establece para Repetición y “RT” se etablece para Repetición de Terminal. Las flechas grises numeradas desde 1 
hasta 32 en la sección A y desde 1 hasta 12 en la sección B representan los espaciadores CRISPR1 y espaciadores 
CRISPR3, respectivamente, como están en DGCC7710. Las flechas blancas numeradas desde S4 hasta S35 
representan los espaciadores CRISPR adicionales específicos para describir las cepas. 45 
 
La Figura 18 proporciona un esquema que muestra una modalidad de la presente invención, en la cual se indican 
una secuencia de marcado y una repetición CRISPR se integra en un extremo de la ubicación CRISPR. En la 
sección A, la ubicación y elementos CRISPR, incluyendo las repeticiones (R), espaciadores (S), el líder corriente 
arriba y el remolque corriente abajo, con la repetición de terminal (RT) adyacente al remolque, y se indican los genes 50 
cas en la vecindad (los 4 genes cas nombrados cas1 hasta cas4 en la presente, no se muestran a escala). Los 
genes cas pueden estar en cualquier extremo, o dividirse y presentarse en ambos extremos. Además, los genes cas 
pueden localizarse en cualquiera de las dos hebras de ADN. La sección B muestra la secuencia del fago, con un 
fragmento de la secuencia (Sn) siendo usado como un espaciador adicional (esto es, secuencia de marcado). La 
figura 18C muestra la inserción de un nuevo espaciador (Sn) (esto es, secuencia de marcado) en un extremo de la 55 
ubicación CRISPR (cerca del líder en este ejemplo en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR), entre las dos 
repeticiones. La figura 18D proporciona una comparación de la ubicación CRISPR contenida entre el precursor y la 
bacteria mutante (esto es, bacteria etiquetada), con un espaciador nuevo (Sn) (esto es, secuencia de marcado) 
integrada en un extremo de la ubicación CRISPR (cerca al líder en este ejemplo), entre las repeticiones. El 
espaciador nuevo (Sn) constituye la secuencia de marcado la cual es específica para la bacteria mutante (esto es, 60 
bacteria etiquetada). En algunas modalidades, el uso de este método resulta en la adición de uno o más 
espaciadores de la secuencia fago. 
 
La Figura 19 proporciona un esquema que muestra una modalidad de la presente invención, en la cual dos 
secuencias de marcado y dos repeticiones CRISPR se integran en un extremo de la ubicación CRISPR. En la 65 
sección A, se indican la ubicación CRISPR (A) y los elementos, incluyendo las repeticiones (R), espaciadores (S), el 
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líder corriente arriba y el remolque corriente abajo, con la terminal repetida (RT) adyacente al remolque, y los genes 
cas en la vecindad (4 genes cas nombrados como cas1 hasta cas4 en la presente, no se muestran a escala). Los 
genes cas pueden estar en cualquier extremo o dividirse y presentarse en ambos extremos. Los genes cas pueden 
localizarse en cualquiera de las dos hebras de ADN. La sección B muestra la secuencia fago en negro, con dos 
fragmentos de la secuencia (Sn y Sn’) siendo usados como espaciadores adicionales (esto es, secuencias de 5 
marcado). La sección C muestra la inserción de los nuevos espaciadores (esto es, secuencias de marcado) (Sn y 
Sn’) en el mismo extremo de la ubicación CRISPR (cercano al líder en este ejemplo en la terminal 5’), cada uno de 
los cuales está entre dos repeticiones. La sección B proporciona una comparación de la ubicación CRISPR 
contenida entre el precursor y la bacteria mutante (esto es, bacteria etiquetada), con dos espaciadores nuevos (Sn y 
Sn’) integrados en el mismo extremo de la ubicación CRISPR (cercano al líder en este ejemplo en la terminal 5’), con 10 
cada uno localizado entre las repeticiones. Los espaciadores nuevos Sn y Sn’ constituyen la secuencia de marcado 
la cual es específica del mutante. En algunas modalidades, este método resulta en la adición de uno o más 
espaciadores de la secuencia fago. 
 
La Figura 20 proporciona una gráfica que muestra la evolución del conteo de fago en leche que contiene 107 pfu/ml 15 
de D2972 durante la fermentación con DGCC7710 (diamantes negros) o con DGCC9836 (cuadros abiertos). La 
leche fue leche en polvo al 10% (p/v) en agua. La temperatura de incubación fue 42°C. 
 
La Figura 21 proporciona una gráfica que muestra la evolución del conteo de fago acumulado en WTphi2972

+S20 y 
WTphi2972

+S21 en leche que contiene 107 pfu/ml de D2972 durante la fermentación inoculada con WTphi2972
+S20 20 

(punteado) o con WTphi2972
+S21 (gris claro) o con ambos WTphi2972

+S20 y WTphi2972
+S21 (gris oscuro). La leche fue leche 

en polvo al 10% (p/v) en agua. La temperatura de incubación fue 42°C. 
 
La Figura 22 proporciona un Logo Web para la porción CRISPR1 NNAGAAW (SEQ ID NO:696). 
 25 
La Figura 23 proporciona una alineación de los protoespaciadores CRISPR3 seleccionados y las regiones de 
flanqueo y el logo Web para la porción CRISPR3 NGGNG (SEQ ID NO:723). En esta figura, se proporcionan S42 
DGCC7710phi2972

+S40
phi3821

+S41S42 (SEQ ID NO:724), S41 DGCC7710phi2972
+S40

phi3821
+S41S42, (SEQ ID NO:699) S41 

DGCC7710phi858
+S1S2deltaCRISPR1

phi848
+S43 (SEQ ID NO:700), y S78 LMD-9phi4241

+S78 (SEQ ID NO:701). 
 30 
Descripción Detallada de la Invención 
 
La presente invención proporciona métodos y composiciones que encuentran uso en el desarrollo y el uso de 
combinaciones de cepas y rotaciones de cultivo de inicio. 
 35 
La streptococcus thermophilus es una especie de bacteria Gram positiva G+C baja que es una especie clave 
explotada en la formulación de sistemas de cultivos lácteos para la producción de yogur y queso. Los análisis 
genómicos comparativos de las cepas S. thermophilus cercanamente relacionadas revelan previamente que 
principalmente el polimorfismo genético se presenta en las ubicaciones hipervariables, tales como los operones eps 
y rps, así como dos repeticiones palindrómicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas en las ubicaciones 40 
(CRISPR) (Ver, por ejemplo, Jansen et al., Mol. Microbiol., 43: 1565 [2002]; Bolotin et al., Microbiol., 151:2551 
[2005]; y Bolotin et al., Nat. Biotechnol., 22: 1554 [2004]). Como se describe en la presente en mayor detalle, las 
ubicaciones CRISPR consisten típicamente de diversas repeticiones directas no contiguas separadas por 
extensiones de las secuencias variables llamadas espaciadores, y son muchas veces adyacentes a los genes cas 
(CRISPR asociados). Aunque la función de las ubicaciones CRISPR no se ha establecido biológicamente, en los 45 
análisis in silico de los espaciadores se revela la homología de secuencia con los elementos externos, incluyendo el 
bacteriófago y secuencias de plásmido (ver por ejemplo, Bolotin et al., Microbiol., supra; Mojica et al., supra; y 
Pourcel et al., supra). Con base exclusivamente en análisis in silico, diversas hipótesis se han presentado por 
adelantado que proponen el papel del CRISPR y los genes cas, que incluyen proporcionar inmunidad contra los 
elementos genéticos externos por medio de un mecanismo basado en la interferencia del ARN (ver, Makarova et al., 50 
Biol. Direct., 1:7 [2006]). Sin embargo, no se intenta que la presente invención se limite a ningún mecanismo 
particular y/o medios de acción. 
 
Las estrategias actuales usadas en la industria para minimizar la infección del bacteriófago y la falla resultante de los 
cultivos de la bacteria, incluyen el uso de: (i) cultivos de inicio mezclados; y (ii) el uso de cepas alternas que tienen 55 
diferentes perfiles de susceptibilidad al fago (esto es, rotación de cepa). Tradicionalmente, los cultivos de inicio 
usados en la industria láctea son mezclas de cepas de bacterias de ácido láctico. La composición compleja de los 
cultivos de inicio mezclados asegura que se proporciona un cierto nivel de resistencia al ataque del fago. Sin 
embargo, los sub-cultivos repetidos de los cultivos de cepas mezclados llevan a cambios imprevisibles en la 
distribución de las cepas individuales y eventualmente a dominios de cepas no deseadas. Esto a su vez puede llevar 60 
a incrementar la susceptibilidad al ataque del fago y riesgo de fallas en la fermentación. 
 
La rotación de las cepas bacterianas seleccionadas las cuales son sensibles a diferentes fagos es otro enfoque 
actualmente usado para limitar el desarrollo del fago. Sin embargo, es difícil e incómodo identificar y seleccionar un 
número suficiente de las cepas que tienen diferentes tipos de perfiles para proporcionar un programa de rotación 65 
eficiente y confiable. Además, el uso continúo de la cepas requiere el monitoreo cuidadoso para los nuevos fagos 

E08726285
25-06-2015ES 2 541 693 T3

 



 
14 

infecciosos y la necesidad de substituir rápidamente una cepa infectada con una cepa bacteriana resistente. En las 
plantas de fabricación donde se preparan grandes cantidades de cultivos de inicio en volumen antes de usarse, 
usualmente no es posible tal respuesta rápida. Así, diversos intentos se han hecho para mejorar la resistencia de los 
cultivos para uso en la industria. 
 5 
Además, aunque sería útil tener cultivos de inicio que estén etiquetados de tal manera que su origen pudiera 
determinarse, esto no se ha hecho. Efectivamente, aunque es posible insertar un oligonucleótido sintético en una 
cepa para etiquetarla o marcarla, usando tecnologías de ADN recombinante, la cepa etiquetada podría considerarse 
que es un organismo genéticamente modificado y por lo tanto se enfrentan a cuestiones reglamentarias en 
aplicaciones comerciales. Así, existe una necesidad en el arte para los métodos naturales y composiciones 10 
adecuadas para introducir una secuencia única en la bacteria que pudiera usarse para identificar y/o rastrear la 
bacteria. 
 
Los bacteriófagos posiblemente son la entidad biológica más abundante en el planeta (Ver, Breitbart y Rohwer, 
Trends Microbiol., 13:278 [2005]). Su distribución y abundancia ubicua tienen un impacto importante en la ecología 15 
microbiana y la evolución de los genomas bacterianos (ver, Chibani-Chennoufi et al, J. Bacteriol., 186:3677 [2004]). 
En consecuencia, la bacteria ha desarrollado una variedad de mecanismos de defensa naturales que dirigen 
diversas etapas objetivo del ciclo de vida fago, absorción del bloqueo notablemente, prevención de la inyección de 
ADN, restricción de la entrada de ADN y sistemas de infección abortivos. Estas barreras antivíricas pueden también 
producirse por ingeniería y manipularse para mejorar el control de las poblaciones fago (ver por ejemplo, Chibani-20 
Chennoufi et al., supra; y Sturino y Klaenhammer, Nat. Rev. Microbiol., 4:395 [2006]). 
 
Númerosas bacterias se han seleccionado por los humanos y usado ampliamente para la fermentación y procesos 
de biotecnología. Desafortunadamente, las bacterias domesticadas usadas en las aplicaciones industriales son 
frecuentemente susceptibles al ataque de fago, incluyendo aquellos generos y especies ampliamente usados como 25 
cultivos lácteos (ver, Brussow, Ann. Rev. Microbiol., 55:283 [2001]). En consecuencia, la industria ha ideado diversas 
estrategias para combatir al fago basadas en la diversidad en la cepa, mutantes insensibles al bacteriófago, y 
plásmidos que portan mecanismos de resistencia al fago. 
 
Definiciones 30 
 
A menos de que se defina de otra manera en la presente, todos los térmicos técnicos y científicos usados en la 
presente tienen el mismo significado como se entiende comúnmente por alguien de habilidad ordinaria en el arte 
para la cual esta invención concierne. Aunque ninguno de los métodos y materiales similares o equivalentes a 
aquellos descritos en la presente encuentran uso en la práctica de lo que se describe en la presente, se describen 35 
en la presente métodos y materiales ilustrativos. Como se usa en la presente, los términos singulares “un”, “una,” y 
“el” “la” incluyen la referencia plural a menos de que el contexto indique claramente lo contrario. A menos de que se 
indique de otra manera, los ácidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientación 5’ hasta 3’; las 
secuencias de aminoácidos se escriben de izquierda a derecha en la orientación de amino a carboxi, 
respectivamente. Se entiende que esta invención no se limita a la metodología, protocolos y reactivos particulares 40 
descritos, ya que estos pueden variar, dependiendo del contexto en que se usan por aquellos de habilidad en el arte. 
 
Se intenta que cada limitación numérica máxima dada a través de esta especificación incluya cada limitación 
numérica inferior, como si tales limitaciones numéricas inferiores se expresaron por escrito en la presente. Cada 
limitación numérica mínima dada a través de esta especificación incluirá cada limitación numérica más alta, como si 45 
tales limitaciones numéricas más altas se escribieron expresamente en la presente. Cada intervalo numérico dado a 
través de esta especificación incluye cada intervalo numérico más estrecho que cae dentro de tal intervalo numérico 
más amplio, como si tales intervalos numéricos más estrechos fueron todos escritos expresamente en la presente. 
 
Como se usa en la presente, el término “que se presenta naturalmente” se refiere a elementos y/o procesos que se 50 
presentan en la naturaleza. 
 
Como se usa en la presente, los términos “constructo,” “conjugado,” “casete,” e “híbrido,” incluyen una secuencia de 
nucleótido directa o indirectamente enlazada a otra secuencia (por ejemplo, una secuencia reguladora, tal como un 
promotor). En algunas modalidades, la presente invención proporciona constructos que comprenden una secuencia 55 
de nucleótido ligada operablemente a tal secuencia reguladora. El término “ligado operablemente” se refiere a una 
yuxtaposición en donde los componentes descritos están en una relación que les permite funcionar en su manera 
pretendida. Una secuencia reguladora “ligada operablemente” a una secuencia codificadora se liga de tal manera 
que la expresión de la secuencia codificadora se realiza bajo condición compatible con las secuencias de control. 
Como se usa en la presente, el término “secuencias reguladoras” incluyen promotores y aumentadores y otras 60 
señales de regulación de expresión. Como se usa en la presente, el término “promotor” se usa en el sentido normal 
del arte, por ejemplo, un sitio de enlace de la polimerasa de ARN. En algunas modalidades, los constructos 
comprenden o expresan un marcador, el cual permite la selección del constructo de la secuencia de nucleótido en, 
por ejemplo, una bacteria. Existen diversos marcadores que pueden usarse, por ejemplo, aquellos marcadores que 
proporcionan resistencia antibiótica/antimicrobiana. 65 
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En algunas modalidades, el constructo comprende un vector (por ejemplo, un plásmido). En algunas modalidades 
adicionales, la presente invención proporciona vectores que comprenden uno o más de los constructos o secuencias 
descritos en la presente. Como se usa en la presente, el término “vector” incluye los vectores de expresión, vectores 
de transformación, y vectores de transferencia. El término “vector de transformación” se refiere a un constructo 
capaz de transferirse de una entidad a otra entidad, la cual puede ser de la misma especie o puede ser de especies 5 
diferentes. Los constructos que son capaces de transferirse de una especie a otra se refieren algunas veces a 
“vectores de transferencia”. En algunas modalidades, los vectores se transforman en una célula hospedadora 
adecuada como se describe en la presente. En algunas modalidades, los vectores son vectores de plásmido o fago 
proporcionados con un origen de replicación, opcionalmente un promotor para la expresión del polinucleótido, y 
opcionalmente un regulador del promotor. En algunas modalidades, los vectores que contienen una o más 10 
secuencias de nucleótidos marcadas seleccionadas. Los sistemas de selección más adecuados para los 
microorganismos industriales son aquellos formados por el grupo de marcadores de selección los cuales no 
requieren una mutación en el organismo hospedador. En algunas modalidades, los vectores se usan in vitro (por 
ejemplo, para la producción del ARN o usado para transfecta o transformar una célula hospedadora). En algunas 
modalidades, los polinucleótidos se incorporan en un vector recombinante (típicamente un vector replicable), tal 15 
como un vector de clonación o expresión. El vector encuentra uso en la replicación del ácido nucleico en una célula 
hospedadora compatible. 
 
La introducción de un ácido nucleico (por ejemplo, un fago, constructo o vector) en una célula puede efectuarse por 
diversos métodos. Por ejemplo, en algunas modalidades, la transducción, transformación, transfección de fosfato de 20 
calcio, transfección mediada por DEAE-dextrano, transfección mediada por lípidos catiónicos, electroporación, 
transducción o infección pueden encontrar uso. Efectivamente, cualquier método adecuado conocido en el arte 
encuentra uso en la presente invención. En algunas modalidades, las células que contienen ácido nucleico exogéno 
(introducidas por medio de fago, constructo, o un vector) se seleccionan para usar cualquier método adecuado 
conocido en el arte. 25 
 
Las enseñanzas sobre la transformación de las células están bien documentadas en el arte, por ejemplo, ver 
Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y 
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc. 
 30 
En el contexto de introducir un ácido nucleico en una célula, en algunas modalidades, se prefiere que el término 
“introducir” signifique uno o más de entre transformar, transfectar, conjugar o transducir. En algunas modalidades 
partícularmente preferidas, las cepas bacterianas (por ejemplo, cepas bacterianas precursoras, cepas bacterianas 
variantes, etc.) se “exponen” a al menos un fago, de tal manera que el ácido nucleico del fago se introduce en las 
células de la cepa bacteriana. 35 
 
Como se usa en la presente, los términos “secuencia de ácido nucleico,” “secuencia de nucleótido,” y “ácido 
nucleico,” se refieren a cualquier secuencia de ácido nucleico, que incluye ADN, ARN, genómico, sintético, 
recombinante (por ejemplo, cADN). Se pretende que los términos abarquen las secuencias de hebra doble y/o hebra 
sencilla, ya sea que representen la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de 40 
ácidos nucleicos recombinantes se preparan por el uso de cualquier técnica de ADN recombinante adecuada. En 
algunas modalidades, como se describe en la presente, las secuencias de ácido nucleico proporcionandas incluyen 
secuencias de gen que codifican CRISPR, Cas, y otras secuencias. Efectivamente, como se usa en el contexto, la 
presente invención abarca secuencias de ácidos nucleicos que codifican diversas secuencias CRISPR, que incluyen 
pero no se limitan a espaciadores, pseudoespaciadores, líderes, etc., así como secuencias cas, y otras secuencias 45 
de ácidos nucleicos bacterianas y de fago (“bacteriófago”). 
 
Los términos “molécula de ácido nucleico codificada”, “secuencia de ácido nucleico codificada”, “Secuencia de ADN 
codificada”, y “ADN codificado”, se refieren al orden o secuencia de desoxirribonucleótidos a lo largo de una hebra 
de ácido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucleótidos determina el orden de los aminoácidos a lo 50 
largo de la cadena del polipéptido (proteína). La secuencia de ADN codifica de esta manera la secuencia de 
áminoácido. 
 
Como se usa en la presente en el contexto de introducir una secuencia de ácido nucleico en una célula, el término 
“introducido” se refiere a cualquier método adecuado para transferir la secuencia de ácido nucleico en la célula. 55 
Tales métodos para la introducción incluyen pero no se limitan a fusión de protoplastos, transfección, transformación, 
conjugación, y transducción. En algunas modalidades particularmente preferidas, el ácido nucleico se introduce en 
las células receptoras durante la infección de las células por el o los bacteriófagos. 
 
En algunas modalidades, las secuencias de ácidos nucleicos y los ácidos nucleicos proporcionados en la presente 60 
se aíslan o purifican substancialmente. Por “aislado” o “purificado substancialmente” se pretende que las moléculas 
de ácido nucleico, o fragmentos biológicamente activos o variantes, homólogos, o derivados de los mismos estén 
substancialmente o esencialmente libres de componentes normalmente encontrados en asociación con el ácido 
nucleico en su estado natural. Tales componentes incluyen, pero no se limitan a otro material celular, medios de 
cultivo, materiales de producción recombinante, y diversos productos químicos usados en sintetizar químicamente 65 
los ácidos nucleicos. 
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En algunas modalidades, una secuencia de ácido nucleico o ácido nucleico “aislado” está típicamente libre de 
secuencias de ácidos nucleicos que flanquean el ácido nucleico de interés en el ADN genómico del organismo a 
partir del cual el ácido nucleico se derivó (por ejemplo, secuencias codificadoras presentes en los extremos 5’ o 3’). 
Sin embargo, la molécula puede incluir algunas bases o restos adicionales que no afectan perjudicialmente las 5 
características básicas de la composición. 
 
Como se usa en la presente, el término “modificación” se refiere a cambios hechos dentro del ácido nucleico y/o 
secuencias de aminoácidos. En algunas modalidades, las modificaciones se logran usando métodos producidos por 
ingeniería genética (por ejemplo, recombinante), mientras en otras modalidades, las modificaciones se hacen 10 
usando mecanismos genéticos que se presentan naturalmente. Se entiende que la totalidad o parte de una 
secuencia se modificará usando los métodos de la presente invención. En algunas modalidades preferidas, los 
ácidos nucleicos modificados incluyen uno o más espaciadores CRISPR producidos recombinantemente o que se 
presentan naturalmente, genes o proteínas cas, repeticiones CRISPR, ubicaciones CRISPR, así como ácido 
nucleicos de bacteriófagos. Cualquier método adecuado conocido en el arte encuentra uso en la presente invención, 15 
incluyendo pero no limitando al uso del PCR, clonación, mutagénesis dirigida al sitio, etc. Efectivamente, los kits 
comercialmente disponibles encuentran uso en la presente invención. En algunas modalidades, los oligonucleótidos 
sintéticos se usan. En algunas modalidades, los métodos tales como recombinación homóloga encuentran uso (por 
ejemplo, para la inserción o eliminación de los espaciadores CRISPR). En algunas modalidades, la producción por 
ingeniería genética incluye la activación de una o más secuencias de ácidos nucleicos (por ejemplo, ubicaciones 20 
CRISPR, repeticiones CRISPR, espaciadores CRISPR, genes o proteínas cas, combinaciones funcionales de los 
genes o proteínas cas y repeticiones CRISPR, o combinaciones de los mismos). 
 
En algunas modalidades, uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan en al menos 
una ubicación CRISPR. En algunas modalidades adicionales, la modificación no interrumpe uno o más genes cas de 25 
al menos una ubicación CRISPR. En otras modalidades, uno o más genes cas permanecen intactos. En algunas 
modalidades adicionales, la modificación no interrumpe una o más repeticiones CRISPR de al menos una ubicación 
CRISPR. En algunas modalidades, una o más repeticiones CRISPR permanecen intactas. En algunas modalidades 
adicionales, uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan en o dentro de al menos 
una ubicación CRISPR. En algunas modalidades adicionales, uno o más espaciadores CRISPR o 30 
pseudoespaciadores CRISPR se insertan en la terminal 5’ de al menos una ubicación CRISPR. 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR en una célula (por ejemplo, una célula receptora). En algunas otras modalidades, la 
modificación comprende insertar uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR en (por ejemplo, 35 
para modificar o reemplazar) uno o más espaciadores CRISPR de una célula receptora. En algunas modalidades, 
los espaciadores CRISPR de la célula son los mismos, mientras en otras modalidades, son diferentes. En algunas 
modalidades, la modificación comprende insertar al menos un espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR de 
un organismo donador en una célula receptora. En algunas modalidades adicionales, la modificación comprende 
insertar uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador en una célula 40 
receptora bajo condiciones adecuadas para modificar o reemplazar uno o más espaciadores CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR de la célula receptora. En algunas modalidades, uno o más espaciadores CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador se insertan en uno o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones CRISPR de la célula. En algunas modalidades preferidas, al menos una combinación cas repetida 
CRISPR funcional permanece intacta en la célula. 45 
 
En algunas modalidades adicionales, la inserción se presenta adyacente a uno o más (preferiblemente dos o más) 
espaciadores o pseudoespaciadores CRISPR. Como se usa en la presente, el término “adyacente” significa “próximo 
a” en su sentido más amplio e incluye “directamente adyacente.” Así, en algunas modalidades, uno o más 
espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo se insertan “directamente adyacente” a uno 50 
o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de la célula receptora, (esto es, el o los espaciadores 
CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan de manera que no hay intervención de nucleótidos entre los 
espaciadores). 
 
En algunas modalidades adicionales, el o los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se insertan de 55 
manera que existen al menos alrededor de 2, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de 6, 
alrededor de 7, alrededor de 8, alrededor de 9, alrededor de 10, alrededor de 15, alrededor de 20, alrededor de 25, 
alrededor de 30, alrededor de 35, alrededor de 40, alrededor de 45, alrededor de 50, alrededor de 55, alrededor de 
60, alrededor de 65, alrededor de 70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, alrededor de 90, alrededor 
de 95, alrededor de 100, alrededor de 200, alrededor de 300, alrededor de 400, alrededor de 500, alrededor de 600, 60 
alrededor de 700, alrededor de 800, alrededor de 900, alrededor de 1000, alrededor de 10.000, 1 alrededor de 
00.000, o alrededor de 1.000.000 o más nucleótidos que intervienen entre los espaciadores. 
 
En algunas modalidades adicionales, el nucleótido que interviene hace referencia a una “secuencia líder”. Estos 
términos se usan intercambiablemente en la presente. La secuencia líder puede ser de una longitud diferente en 65 
bacterias diferentes. En algunas modalidades, la secuencia líder es de al menos alrededor de 20, alrededor de 25, 
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alrededor de 30, alrededor de 35, alrededor de 40, alrededor de 45, alrededor de 50, alrededor de 55, alrededor de 
60, alrededor de 65, alrededor de 70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, alrededor de 90, alrededor 
de 95, alrededor de 100, alrededor de 200, alrededor de 300, alrededor de 400, o alrededor de 500 o más 
nucleótidos en longitud. En algunas modalidades preferidas, la secuencia líder está entre el último gen cas (en el 
extremo 3’) y la primera repetición CRISPR (en el extremo 5’) de la ubicación CRISPR. En algunas modalidades, la 5 
secuencia líder está entre alrededor de 20-500 nucleótidos en longitud. 
 
En algunas modalidades, uno o más de los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo 
donador se insertan adyacentes a uno o más genes cas de una célula receptora, en donde los genes cas son los 
mismos o diferentes. En algunas modalidades adicionales, uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores 10 
CRISPR de un organismo donador se insertan adyacentes al mismo o diferentes espaciadores de la célula 
receptora. 
 
En otra modalidad, uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR tales como uno o más 
espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador, cada uno se inserta adyacente a 15 
las mismas o diferentes repeticiones CRISPR de la célula. En otra modalidad, uno o más espaciadores CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR, tales como uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR de un 
organismo donador, son cada uno insertados adyacentes a los mismos o diferentes genes cas de la célula 
receptora. 
 20 
En algunas modalidades adicionales, la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR de un organismo donador se 
proporcionan bajo condiciones en las que la célula receptora se modifica de tal manera que el espaciador CRISPR 
tiene homología al espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo donador. En algunas 
modalidades, el espaciador CRISPR tiene homología al 100% al espaciador CRISPR del organismo donador. 
 25 
En algunas modalidades, el o los espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR comprenden un ADN o 
ARN de origen genómico, sintético o recombinante. En algunas modalidades, el o los espaciadores CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR son de hebra doble, mientras en otras modalidades, son de hebra sencilla, si 
representan la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Se contempla que el o los espaciadores 
CRISPR o pseudoespaciadores CRISPR se preparen por el uso de las técnicas de ADN recombinantes (por 30 
ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente. 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende insertar uno o más espaciadores CRISPR o 
pseudoespaciadores CRISPR de un organismo donador que son substancialmente resistentes a un ácido nucleico 
objetivo o un producto de transcripción del mismo en una o más ubicaciones CRISPR de una célula 35 
substancialmente sensible. En algunas modalidades, la inserción se presenta en o entre una combinación funcional 
de al menos dos repeticiones de CRISPR y al menos un gen cas en una célula substancialmente sensible. En 
algunas modalidades, la modificación comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora (por 
ejemplo, ADN plásmido o ADN genómico), de tal manera que uno o más genes cas se crean en el ADN de la célula. 
En algunas modalidades, los genes cas se clonan en un constructo, un plásmido o un vector, etc., el cual luego se 40 
transforma en la célula, usando cualquier método adecuado. 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora 
(por ejemplo, tal como ADN plásmido o ADN genómico), de tal manera que uno o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones de CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, las repeticiones de CRISPR se 45 
clonan en un constructo, un plásmido o un vector, etc., el cual luego se transforma en la célula, usando cualquier 
método adecuado. 
 
En algunas modalidades adicionales, la modificación comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula 
receptora (por ejemplo, ADN plásmido o ADN genómico), de tal manera que una o más combinaciones funcionales 50 
repetidas del cas-CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, las combinaciones funcionales 
repetidas del cas-CRISPR pueden clonarse en un constructo, un plásmido o un vector, el cual luego se transforma 
en la célula, usando cualquier método adecuado. 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende modificar (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula receptora 55 
(por ejemplo, ADN plásmido o ADN genómico), de tal manera que uno o más espaciadores CRISPR se crean en el 
ADN de la célula. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR pueden clonarse en un constructo, un 
plásmido o un vector, el cual luego se transforma en la célula, usando cualquier método adecuado. En algunas 
modalidades preferidas, un espaciador CRISPR se flanquea por dos repeticiones de CRISPR (esto es, un 
espaciador CRISPR que tiene al menos una repetición CRISPR en cada lado).  60 
 
En algunas modalidades, la modificación comprende insertar uno o más espaciadores CRISPR (por ejemplo, 
espaciadores CRISPR heterólogos) en la vecindad de (por ejemplo, adyacente a/directamente adyacente a) uno o 
más genes cas y/o la secuencia líder. Así, en algunas modalidades, la organización de la ubicación del CRISPR que 
se presenta naturalmente se mantiene siguiendo la inserción de uno o más espaciadores CRISPR. 65 
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Como se usa en la presente, el término “ácido nucleico objetivo” se refiere a cualquier secuencia de ácido nucleico o 
producto de transcripción del mismo, contra cuya resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) se 
modula. En algunas modalidades, la resistencia se dirige contra la secuencia de ácido nucleico objetivo per se. 
Ventajosamente, esto confiere resistencia a una célula contra un organismo donador a partir del cual el o los ácidos 
nucleicos objetivos se derivan. Así, en algunas modalidades, la inserción de un pseudo-espaciador CRISPR 5 
derivado de un bacteriófago o un o unos espaciadores CRISPR los cuales son complementarios u homólogos a uno 
o más pseudoespaciadores CRISPR en una célula receptora que confiere resistencia al bacteriófago. Así, en 
algunas modalidades preferidas, la inserción entre dos repeticiones de CRISPR de un pseudo-espaciador CRISPR 
derivado de un bacteriófago o un o unos espaciadores CRISPR son complementarios u homólogos a uno o más 
pseudoespaciadores CRISPR en una célula receptora que confiere resistencia al bacteriófago. En un aspecto 10 
adicional, se proporciona un método para modular la resistencia de una célula receptora contra un ácido nucleico 
objetivo o un producto de transcripción del mismo. 
 
La presente invención también proporciona métodos para determinar el perfil de resistencia de una célula contra un 
ácido nucleico objetivo. Como se usa en la presente, el término “perfil de resistencia” significa una o más entidades 15 
contra las cuales la célula es sensible o resistente. En consecuencia, en algunas modalidades, el perfil de resistencia 
de una célula refleja que la célula es resistente a un primer bacteriófago, sensible a un segundo bacteriófago, 
resistente a un primer elemento genético móvil y sensible a un primer gen de resistencia al antibiótico, etc. 
 
En algunas modalidades, uno o más genes o proteínas cas, una o más repeticiones de CRISPR, uno o más genes 20 
cas, una o más combinaciones funcionales repetidas del cas-CRISPR, uno o más espaciadores CRISPR, y/o uno o 
más espaciadores CRISPR etc., dentro de una célula se detectan y/o se procesan por secuenciado con el fin de 
predecir/determinar el perfil de resistencia probable de una célula particular. En algunas otras modalidades, uno o 
más espaciadores CRISPR dentro de una célula se detectan o se procesan por secuenciado con el fin de 
predecir/determinar el perfil de resistencia probable de una célula particular. Los métodos de detección adecuados 25 
incluyen, pero no se limitan a PCR, hibridización de ADN-ADN, hibridización de ADN-ARN, microconfiguraciones de 
ADN, etc. Efectivamente, se pretende que cualquier método adecuado encuentre uso en la presente invención. En 
las modalidades adicionales, el perfil de resistencia probable de una célula bacteriana particular a uno o más 
bacteriófagos se usa como un predictor de lisotipo para selección microbiana. En algunas modalidades adicionales, 
uno o más genes cas y/o una o más repeticiones CRISPR se procesan en secuencia además de uno o más 30 
espaciadores CRISPR, con objeto de verificar la compatibilidad de la combinación repetida del gen cas-CRISPR o 
para identificar nuevos pares de combinaciones cas/repetición compatibles. 
 
Como se usa en la presente, el término “resistencia modulada” se refiere a suprimir, reducir, disminuir, inducir, 
conferir, restaurar, elevar, incrementar o de otra manera afectar la resistencia de una célula a un ácido nucleico 35 
objetivo, como se toma en el contexto. 
 
Como se usa en la presente, el término “resistencia” no está destinado a implicar que una célula es resistente al 
100% a un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo, pero incluye células que son tolerantes 
al ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo. 40 
 
Como se usa en la presente el término “resistencia al ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo” 
significa que se confiere resistencia contra una célula o un organismo (por ejemplo, fago) que comprende o produce 
el ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. En algunas modalidades, el componente mínimo 
requerido para conferir inmunidad o resistencia contra un ácido nucleico objetivo o producto de expresión del mismo 45 
es al menos un gen cas (o una proteína Cas) y al menos dos repeticiones de CRISPR que flanquean un espaciador. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o 
incrementar) la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo 
que comprende las etapas de: identificar una secuencia (por ejemplo, una secuencia conservada) en un organismo 50 
(preferiblemente, una secuencia esencial para la función o supervivencia del organismo); preparar un espaciador 
CRISPR el cual comprende una secuencia homóloga (por ejemplo, idéntica al 100%), a la secuencia identificada; 
preparar un ácido nucleico que comprende al menos un gen cas y al menos dos repeticiones de CRISPR junto con 
el espaciador CRISPR; y (iv) transformar una célula con el ácido nucleico para de esta manera volver a la célula 
resistente al ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. 55 
 
Como se usa en la presente, el término “secuencia conservada” en el contexto de identificar una secuencia 
conservada en un organismo no necesariamente tiene que ser conservada en su sentido estricto, como el 
conocimiento de una secuencia de un organismo dado es suficiente. Además, la secuencia no es necesariamente 
parte de una entidad esencial. Sin embargo, en algunas modalidades, la secuencia conservada es una secuencia 60 
que es esencial para la función y/o supervivencia y/o replicación e/o infectividad y similares de un organismo o una 
célula. En algunas modalidades, la secuencia conservada comprende una helicasa, una proteína estructural de 
cabeza o cola de primasa, una proteína con un dominio conservado (por ejemplo, holina, lisina, y otros), o 
secuencias conservadas entre los genes fago importantes. 
 65 
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En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir 
o incrementar) la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del 
mismo que comprende las etapas de: identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo resistente al 
ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo; preparar un ácido nucleico recombinante que 
comprende al menos un gen o proteína cas y al menos dos repeticiones de CRISPR junto con uno o más 5 
espaciadores identificados; y transformar una célula con el ácido nucleico recombinante de esta manera haciendo a 
la célula receptora resistente al ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos para modular (por ejemplo, conferir o 
incrementar) la resistencia de una célula que comprende al menos uno o más genes o proteínas cas y una o más, 10 
preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción 
del mismo que comprende las etapas de: identificar uno o más espaciadores CRISPR en un organismo resistente al 
ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo; y modificar la secuencia de uno o más espaciadores 
CRISPR en la célula de tal manera que el o los espaciadores CRISPR tienen homología al o los espaciadores 
CRISPR en el organismo. En algunas modalidades, uno o más espaciadores CRISPR en una célula receptora se 15 
modifican (por ejemplo, producidos por ingeniería genéticamente) de tal manera que el o los espaciadores CRISPR 
tienen homología a uno o más espaciadores CRISPR en un organismo donador que es substancialmente resistente 
a un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo, con el fin de hacer a la célula resistente al 
ácido nucleico objetivo. En algunas modalidades preferidas, uno o más genes o proteínas cas y una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR en la célula son una combinación funcional como se describe 20 
en la presente. 
 
Los métodos producidos por ingeniería genética incluyen cualquiera de los métodos adecuados conocidos en el arte, 
que incluyen pero no se limitan a, agregar (por ejemplo, insertar), eliminar (por ejemplo, remover) o modificar (por 
ejemplo, mutar) la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR y/o uno o más pseudoespaciadores CRISPR en 25 
una célula, de tal manera que el espaciador CRISPR tiene homología (por ejemplo, incremento de la homología 
después de producirse por ingeniería genética) a uno o más espaciadores CRISPR de un organismo donador. Esta 
etapa producida por ingeniería resulta en una célula que fue substancialmente sensible a un ácido nucleico objetivo 
o un producto de transcripción del mismo que es substancialmente resistente al ácido nucleico objetivo o un 
producto de transcripción del mismo. 30 
 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para disminuir o reducir la 
resistencia de una célula receptora que comprende al menos uno o más genes o proteínas cas y una o más, 
preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción 
del mismo. 35 
 
En algunas modalidades, los métodos comprenden las etapas de: identificar uno o más espaciadores CRISPR en un 
organismo que es substancialmente resistente al ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo; y 
modificar la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR en la célula de tal manera que el o los espaciadores 
CRISPR tienen un grado reducido de homología al o los espaciadores CRISPR en el organismo. 40 
 
En otras modalidades, los métodos para modular (por ejemplo, disminuir) la resistencia de una célula que 
comprende uno o más genes o proteínas cas y una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR 
contra un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: identificar un 
espaciador CRISPR o un pseudoespaciador CRISPR en un organismo que comprende un ácido nucleico objetivo o 45 
producto de transcripción del mismo contra el cual la resistencia se modula; e identificar el espaciador CRISPR en el 
organismo en el cual la resistencia se modula; y (iii) adaptar la secuencia del espaciador CRISPR en el organismo 
en el cual la resistencia se modula de tal manera que el espaciador CRISPR tiene un grado inferior de homología al 
espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR del organismo que comprende el ácido nucleico objetivo o 
producto de transcripción del mismo contra el cual la resistencia se modula. 50 
 
Uno o más espaciadores CRISPR en una célula substancialmente resistente se producen por ingeniería con el fin de 
hacer la célula sensible a un ácido nucleico objetivo. Los métodos producidos por ingeniería genética que 
encuentran uso incluyen, pero no se limitan a, la adición (por ejemplo, inserción), eliminación (por ejemplo, 
remoción) o modificación de una o más combinaciones repetición CRISPR-cas o porciones o fragmentos funcionales 55 
de los mismos en la célula substancialmente resistente y/o la adición (por ejemplo, inserción), eliminación (por 
ejemplo, remoción) o modificación de uno o más espaciadores CRISPR o porciones o fragmentos de los mismos en 
la célula substancialmente resistente. Esta etapa producida por ingeniería resulta en una célula que fue 
substancialmente resistente a un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo que llega a ser 
substancialmente sensible a un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo. 60 
 
En algunas modalidades, con objeto de conferir sensibilidad a una célula, se contempla que uno o más espaciadores 
CRISPR, uno o más genes o proteínas cas, una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR, y/o una 
o más combinaciones repeticiones CRISPR-cas funcionales de una célula substancialmente resistente se 
removerán, eliminarán o modificarán de tal manera que la resistencia no se confiere más. En algunas modalidades, 65 
las células que son sensibles a un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo se preparan de 
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tal manera que sus niveles dentro de un cultivo dado (por ejemplo, un cultivo de inicio) pueden modularse (por 
ejemplo, disminuirse) como se desee. Así, en algunas modalidades, los cultivos de inicio que comprenden dos o más 
cepas bacterianas se desarrollan de tal manera que todos los miembros del cultivo son sensibles al mismo agente 
(por ejemplo, el mismo bacteriófago). Así, cuando el tiempo ya no es el deseado para el cultivo vivo, el cultivo se 
pone en contacto con el mismo agente sencillo con el fin de eliminar todos los miembros del cultivo. En algunas 5 
modalidades, la sensibilidad de las células se modula para uno o más agentes (por ejemplo, fagos), de tal manera 
que el agente elimina solamente una cierta proporción de las células en un cultivo dado (por ejemplo, alrededor de 
10, alrededor de 20, alrededor de 30, alrededor de 40, alrededor de 50, alrededor de 60, alrededor de 70, alrededor 
de 80, alrededor de 90, o alrededor de 95% de las células en el cultivo). 
 10 
En algunas modalidades, una célula receptora se produce por ingeniería de tal manera que comprende un 
espaciador CRISPR o una secuencia correspondiente a un pseudoespaciador CRISPR, por ello la célula se hace 
resistente a un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. Adecuadamente, la célula se produce 
por ingeniería de tal manera que el espaciador CRISPR o secuencia correspondiente al pseudoespaciador CRISPR 
se usa junto con una combinación gen cas-repetición CRISPR funcional, como se describe en la presente. 15 
 
En algunas modalidades, una célula que es resistente a un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del 
mismo se produce por ingeniería de tal manera que el espaciador CRISPR confiere la inmunidad contra el ácido 
nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo insertado en una célula que comprende una combinación 
gen cas-repetición CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente al ácido nucleico objetivo o producto de 20 
transcripción del mismo. 
 
En algunas modalidades adicionales, la secuencia de uno o más espaciadores CRISPR o pseudoespaciadores 
CRISPR de una célula que es resistente a un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo se 
determina. Una célula receptora luego se produce por ingeniería de tal manera que comprende la secuencia del 25 
espaciador CRISPR y una combinación gen cas-repetición CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente al 
ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. 
 
En algunas modalidades adicionales, un espaciador CRISPR de una célula receptora y una combinación gen cas-
repetición CRISPR funcional de la misma o diferente célula (por ejemplo, la misma o diferente célula receptora) se 30 
preparan. Una célula receptora adicional luego se produce por ingeniería de tal manera que comprende la secuencia 
del espaciador CRISPR y la combinación gen cas-repetición CRISPR funcional, por ello la célula se hace resistente 
al ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo. 
 
En algunas modalidades, la resistencia se dirige contra un producto de transcripción de la secuencia de ácido 35 
nucleico objetivo (por ejemplo, un transcripto de la secuencia de ácido nucleico objetivo, en particular un ARN o 
mARN), un transcripto (por ejemplo, un transcripto de ARN sentido o antisentido), o un producto de transcripción del 
polipéptido. En algunas modalidades, esto concede resistencia a una célula contra un organismo donador a partir del 
cual el producto de transcripción se deriva. 
 40 
En algunas modalidades, la secuencia del nucleótido objetivo comprende ADN o ARN de origen genómico, sintético 
o recombinante. En algunas modalidades adicionales, la secuencia de nucleótido es de hebra doble, mientras en 
otra modalidad es de hebra sencilla, si se presenta la hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. 
Aún en modalidades adicionales, la secuencia de nucleótido se prepara por el uso de técnicas de ADN recombinante 
(por ejemplo, ADN recombinante). En todavía modalidades adicionales, la secuencia de nucleótido es la misma que 45 
una forma que se presenta naturalmente, mientras en otras modalidades se deriva de los mismos. Aún en 
modalidades adicionales, la secuencia de ácido nucleico objetivo se deriva de un gen. En algunas otras 
modalidades, la secuencia de ácido nucleico objetivo se deriva de una variante, homólogo, fragmento o derivado de 
un gen. En algunas modalidades preferidas, la secuencia nucleica objetivo es o se deriva del bacteriófago. En 
algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo se deriva del ADN plásmido. En algunas modalidades, la 50 
secuencia nucleica objetivo se deriva de un elemento genético móvil. En algunas modalidades adicionales, la 
secuencia nucleica objetivo se deriva de un elemento transponible o una secuencia de inserción. Aún en 
modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un gen que concede resistencia. En algunas 
modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un gen que concede resistencia a un antibiótico 
o antimicrobial. En algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo se deriva de un factor de virulencia. En 55 
algunas modalidades adicionales, la secuencia nucleica objetivo se deriva de una toxina, una internalina o una 
hemolisina. 
 
En algunas modalidades, la secuencia nucleica objetivo o un producto de transcripción de la misma se deriva de una 
o más bacterias. Así, en algunas modalidades preferidas la resistencia de las células bacterianas se modula usando 60 
los métodos y composiciones de la presente invención. En algunas modalidades preferidas, la secuencia del 
nucleótido objetivo se deriva de un gen asociado con la resistencia al plásmido transferido en la bacteria. En algunas 
modalidades, uno o más espaciadores CRISPR en la célula se modifican de tal manera que el espaciador CRISPR 
de la célula tiene homología al espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR contenido en el ADN plásmido de 
la célula bacteriana, por ello se proporciona resistencia contra el o los plásmidos particulares. Así, la transferencia 65 
del ADN externo en la célula se previene. En algunas modalidades preferidas, las regiones particulares dentro del 
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ADN plásmido se dirigen, de manera que proporcionan inmunidad contra el ADN plásmido. Por ejemplo, en algunas 
modalidades, se dirigen las secuencias dentro del origen plásmido de replicación o secuencias dentro de los genes 
que se codifican para las proteínas de replicación. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar un 5 
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado del ADN plásmido de una célula bacteriana contra la 
cual la resistencia se modula; y modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en la célula en la cual la 
resistencia se modula, de tal manera que el espaciador CRISPR de la célula tiene homología al espaciador CRISPR 
y/o pseudoespaciador CRISPR contenido en el ADN plásmido de la célula bacteriana. 
 10 
En todavía modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para conceder resistencia a una 
célula contra la transferencia del plásmido, que comprende las etapas de: identificar un espaciador, CRISPR y/o 
pseudoespaciador CRISPR derivado del ADN plásmido; identificar una a más combinaciones gen cas-repetición 
CRISPR funcional en una célula que es sustancialmente sensible al plásmido; y producir por ingeniería una o más 
ubicaciones CRISPR en la célula sustancialmente sensible de tal manera que comprendan uno o más espaciadores 15 
CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR del plásmido, por ello la célula se hace resistente. 
 
En algunas modalidades, la secuencia del nucleótido objetivo se deriva de un gen asociado con resistencia a uno o 
más elementos genéticos móviles. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o 
pseudoespaciadores CRISPR derivados de uno o más elementos genéticos móviles se agregan dentro de una 20 
ubicación CRISPR de una célula de manera que proporcionan resistencia contra los elementos genéticos móviles 
(por ejemplo, elementos de transposición y secuencias de inserción), previniendo de esta manera la transferencia 
del ADN externo y la desviación genética. En algunas modalidades, las regiones particulares dentro de los 
transposones y las secuencias de inserción se dirigen de manera que proporcionan inmunidad contra los elementos 
genéticos móviles. Por ejemplo, en algunas modalidades objetivo incluyen, pero no se limitan a transposones 25 
conjugados (Tn916), transposones de clase II (Tn501), secuencias de inserción (IS26), y genes de transposasa. 
 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar un 
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o más elementos genéticos móviles de una 
célula contra la resistencia a ser modulada; y modificar la secuencia de un espaciador CRISPR en una célula en la 30 
cual la resistencia se modula de manera que el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR de la célula 
tiene homología al espaciador CRISPR contenido en los elementos genéticos móviles de la célula. 
 
En todavía modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para conceder resistencia a una 
célula contra uno o más elementos genéticos móviles que comprenden las etapas de: identificar un espaciador 35 
CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o más elementos genéticos móviles; identificar una o más 
combinaciones cas-repetición CRISPR funcionales en una célula que es substancialmente sensible a uno o más 
elementos genéticos móviles; y producir por ingeniería una o más las ubicaciones CRISPR en la célula 
substancialmente sensible de tal manera que comprende o tiene homología a uno o más espaciadores CRISPR y/o 
pseudoespaciadores CRISPR de uno o más elementos genéticos móviles para volver a la célula resistente. 40 
 
En algunas modalidades, la secuencia del nucleótido objetivo se deriva de un gen asociado con resistencia a 
antibióticos y/o antimicrobianos. Como se usa en la presente, el término “antimicrobiano” se refiere a cualquier 
composición que elimina o inhibe el crecimiento o reproducción de los microorganismos. Se entiende que el término 
abarca los antibióticos (esto es, composiciones producidas por otros microoganismos), así como composiciones 45 
sintéticamente producidas. Los genes de resistencia antimicrobiana 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 antimicrobiana incluyen aquellos que se obtienen de especies bacterianas que incluyen pero no 
se limitan al género Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, 
Haemophilus, y Moraxella. Los genes de resistencia antimicrobiana también incluyen aquellos que se obtienen de 50 
especies bacterianas que incluyen pero no se limitan a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Proteus mirabilis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, y 
Moraxella catarrhalis. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o pseudoespaciadores 
CRISPR derivados de genes que codifican resistencia antimicrobiana se agregan dentro de una ubicación CRISPR 55 
de una célula receptora, bajo condiciones tales que se previene la transferencia de los genes de resistencia. Así, el 
riesgo de adquirir genes de resistencia antimicrobiana (esto es, marcadores) se reduce. En algunas modalidades, los 
objetivos también incluyen vanR, (esto es, resistencia a la vancomicina), tetR (esto es, resistencia a la tetraciclina), 
y/o factores de resistencia que proporcionan resistencia a la beta-lactamasa. 
 60 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar uno 
o más espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o más 
genes de resistencia antimicrobiana o marcadores; y modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula 
que no comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o marcadores de tal manera que el 
espaciador CRISPR de la célula tiene homología a uno o más espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores 65 
CRISPR contenidos en la célula que comprende uno o más genes de resistencia antimicrobianos o marcadores. 
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En todavía modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para modular la adquisición de los 
marcadores de resistencia antimicrobianos en una célula que comprende las etapas de: identificar uno o más 
espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o más genes 
de resistencia antimicrobianos o marcadores; identificar una o más ubicaciones CRISPR en una célula que no 5 
comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o marcadores; y modificar la secuencia del 
espaciador CRISPR en la célula que no comprende o no expresa los genes de resistencia antimicrobianos o 
marcadores de tal manera que el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR tienen homología al 
espaciador CRISPR contenido en la célula resistente a la transferencia de genes que conceden resistencia a uno o 
más antimicrobianos. 10 
 
En algunas modalidades, la secuencia del nucleótido objetivo se deriva de al menos un gen asociado con los 
factores de virulencia. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR particulares y/o pseudoespaciadores 
CRISPR derivados de los genes que codifican los factores de virulencias se agregan dentro de una ubicación 
CRISPR bacteriana para proporcionar resistencia contra la transferencia de genes que conceden virulencia en la 15 
bacteria. En algunas modalidades, se dirigen los factores que comúnmente contribuyen a la virulencia microbiana 
(por ejemplo, en los patógenos), tales como toxinas, internalinas, hemolisinas y otros factores de virulencias. 
 
La presente invención también proporciona métodos que comprenden las etapas de: identificar uno o más 
espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR derivados de una célula que comprende uno o más 20 
factores de virulencia; y modificar la secuencia del espaciador CRISPR en una célula que no comprende o no 
expresa los factores de virulencia o marcadores de tal manera que el espaciador CRISPR de la célula tiene 
homología a uno o más espaciadores CRISPR y/o pseudoespaciadores CRISPR contenidos en la célula que 
comprende uno o más factores de virulencia. 
 25 
En todavía modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para conceder resistencia a una 
célula contra uno o más factores de virulencia o marcadores que comprenden las etapas de: identificar un 
espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR derivado de uno o más factores de virulencia o marcadores; 
identificar una o más combinaciones cas-repetición CRISPR funcionales en una célula que es substancialmente 
sensible a uno o más factores de virulencia o marcadores; y producir por ingeniería una o más las ubicaciones 30 
CRISPR en la célula substancialmente sensible de tal manera que comprenden uno o más espaciadores CRISPR 
y/o pseudoespaciadores CRISPR de uno o más factores de virulencia o marcadores para volver a la célula 
resistente. 
 
La presente invención abarca el uso de variantes, homólogos, derivados y fragmentos de los mismos, incluyendo 35 
variantes, homólogos, derivados y fragmentos de las ubicaciones CRISPR, espaciadores CRISPR, 
pseudoespaciadores CRISPR, genes o proteínas cas, repeticiones de CRISPR, combinaciones gen cas-repetición 
CRISPR funcionales y secuencias de ácido nucleico objetivo o productos de transcripción de los mismos.  
 
El término “variante” se usa para significar un polipéptido que se presenta naturalmente o secuencias de nucleótidos 40 
las cuales difieren de una secuencia tipo natural. 
 
El término “fragmento” indica que un polipéptido o secuencia de nucleótido comprende una fracción de una 
secuencia tipo natural. Puede comprender una o más secciones grandes contiguas de la secuencia o una pluralidad 
de las secciones pequeñas. La secuencia también puede comprender otros elementos de la secuencia, por ejemplo, 45 
puede ser cualquier proteína de fusión con otra proteína. Preferiblemente la secuencia comprende al menos 50%, 
más preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más 
preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más 
preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la 
secuencia tipo natural. 50 
 
Preferiblemente, el fragmento conserva 50%, más preferiblemente 60%, más preferiblemente 70%, más 
preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más 
preferiblemente 96%, más preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más preferiblemente 99% de actividad 
del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleótido. 55 
 
Preferiblemente, un espaciador CRISPR o pseudoespaciador CRISPR comprende al menos 50%, más 
preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más 
preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más 
preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la 60 
secuencia tipo natural. Preferiblemente, un espaciador CRISPR conserva 50%, más preferiblemente 60%, más 
preferiblemente 70%, más preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más 
preferiblemente 95%, más preferiblemente 96%, más preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más 
preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleótido. 
 65 

E08726285
25-06-2015ES 2 541 693 T3

 



 
23 

Preferiblemente, un gen cas comprende al menos 50%, más preferiblemente al menos 65%, más preferiblemente al 
menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más preferiblemente al menos 
95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más preferiblemente al menos 98%, 
más preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente, un gen cas conserva 50%, más 
preferiblemente 60%, más preferiblemente 70%, más preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más 5 
preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más preferiblemente 96%, más preferiblemente 97%, más 
preferiblemente 98%, o más preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleótido. 
 
Preferiblemente, una proteína cas comprende al menos 50%, más preferiblemente al menos 65%, más 
preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más 10 
preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más 
preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente, 
una proteína cas conserva 50%, más preferiblemente 60%, más preferiblemente 70%, más preferiblemente 80%, 
más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más preferiblemente 96%, más 
preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más preferiblemente 99% de actividad del polipéptido tipo natural 15 
o secuencia de nucleótido. 
 
Preferiblemente, una repetición CRISPR comprende al menos 50%, más preferiblemente al menos 65%, más 
preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, más 
preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más 20 
preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente, 
una repetición CRISPR conserva 50%, más preferiblemente 60%, más preferiblemente 70%, más preferiblemente 
80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más preferiblemente 96%, 
más preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más preferiblemente 99% de la actividad del polipéptido tipo 
natural o secuencia de nucleótido. 25 
 
Preferiblemente, una combinación cas-repetición CRISPR funcional comprende al menos 50%, más preferiblemente 
al menos 65%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al 
menos 90%, más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 
97%, más preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. 30 
Preferiblemente, la combinación cas-repetición CRISPR funcional conserva 50%, más preferiblemente 60%, más 
preferiblemente 70%, más preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más 
preferiblemente 95%, más preferiblemente 96%, más preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más 
preferiblemente 99% de la actividad del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleótido. 
 35 
Preferiblemente, una secuencia de ácido nucleico objetivo comprende al menos 50%, más preferiblemente al menos 
65%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90%, 
más preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 96%, más preferiblemente al menos 97%, más 
preferiblemente al menos 98%, más preferiblemente al menos 99% de la secuencia tipo natural. Preferiblemente, 
una secuencia de ácido nucleico objetivo conserva 50%, más preferiblemente 60%, más preferiblemente 70%, más 40 
preferiblemente 80%, más preferiblemente 85%, más preferiblemente 90%, más preferiblemente 95%, más 
preferiblemente 96%, más preferiblemente 97%, más preferiblemente 98%, o más preferiblemente 99% de actividad 
del polipéptido tipo natural o secuencia de nucleótido. 
 
En algunas modalidades, el fragmento es un fragmento funcional. Por “fragmento funcional” de una molécula se 45 
entiende que un fragmento que retiene o posee sustancialmente la misma actividad biológica que la molécula 
intacta. En todos los casos, un fragmento funcional de una molécula conserva al menos 10% y al menos alrededor 
de 25%, alrededor de 50%, alrededor de 75%, alrededor de 80%, alrededor de 85%, alrededor de 90%, alrededor de 
95%, alrededor de 96%, alrededor de 97%, alrededor de 98%, o alrededor de 99% de la actividad biológica de la 
molécula intacta. 50 
 
El término “homólogo” significa una entidad que tiene cierta homología con las secuencias de aminoácidos objeto y 
las secuencias de nucleótidos objeto. En la presente, el término “homología” puede equipararse con la “identidad”. 
 
En el contexto presente, una secuencia homóloga se toma para incluir una secuencia de aminoácido, la cual puede 55 
ser al menos idéntica al 75, 85 ó 90%, preferiblemente al menos idéntica al 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% a la 
secuencia objeto. Aunque la homología puede también considerarse en los términos de la similitud (esto es, residuos 
de aminoácidos que tienen propiedades químicas/funciones similares), en el contexto de la presente invención se 
prefiere para expresar la homología en los términos de la identidad de secuencia. 
 60 
En el contexto presente, una secuencia homóloga se toma para incluir una secuencia de nucleótido, la cual puede 
ser al menos idéntica al 75, 85 ó 90%, preferiblemente al menos idéntica al 95%, 96%, 97%, 98% ó 99% a la 
secuencia objeto. Aunque la homología puede también considerarse en los términos de la similitud (esto es, residuos 
de aminoácidos que tienen propiedades químicas/funciones similares), en el contexto de la presente invención se 
prefieren para expresar homología en los términos de la identidad de secuencia. 65 
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Las comparaciones de homología pueden realizarse por el ojo, o más usualmente, con la ayuda de programas de 
comparación de secuencia comercialmente disponibles. Estos programas de ordenador comercialmente disponibles 
pueden calcular el % de homología entre dos o más secuencias. 
 
El porcentaje (%) de homología puede calcularse sobre las secuencias contiguas (esto es, una secuencia se liga con 5 
otra secuencia y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente en 
la otra secuencia, un residuo cada vez). Esto se llama una alineación “sin espacios”. Típicamente, tales alineaciones 
sin espacios se realizan solamente sobre un número relativamente corto de residuos. 
 
Aunque este es un método muy simple y consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias 10 
que de otro modo sería idéntico, una inserción o eliminación causará que se pongan los siguientes residuos de 
aminoácidos fuera de alineación, así potencialmente resultando en una reducción grande en el % de homología 
cuando una alineación global se realiza. Posteriormente, más métodos de comparación de secuencia se diseñaron 
para producir las alineaciones óptimas que se toman en las inserciones y eliminaciones posibles en consideración 
sin penalizar indebidamente el registro de homología general. Esto se realiza por insertar los “espacios” en la 15 
alineación de secuencia para intentar de maximizar la homología local. 
 
Sin embargo, estos métodos más complejos asignan “penalizaciones del espacio” a cada espacio que se presenta 
en la alineación de manera que, para el mismo número de aminoácidos idénticos, una secuencia se alinea con el 
menos número de espacios posible, reflejando mayor relación entre las dos secuencias comparadas, que lograrán 20 
un mayor registro que uno con muchos espacios. “Costos de espacios continuos” se usa típicamente de manera que 
carga un costo relativamente alto para la existencia de un espacio y una penalización más pequeña para cada 
residuo posterior en el espacio. Este es el sistema de registro de espacio más comúnmente usado. La alta 
penalización de espacios naturalmente producirá alineaciones optimizadas con un número menor de espacios. La 
mayoría de los programas de alineación permiten que las penalizaciones del espacio se modifiquen. Sin embargo, 25 
se prefieren usar los valores por omisión cuando se usa un software de este tipo para las comparaciones de 
secuencia. Por ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin Bestfit, la penalización del espacio por omisión 
para las secuencias de aminoácidos es -12 para un espacio y -4 para cada extensión. 
 
El cálculo del % de homología máximo, por lo tanto, en primer lugar requiere la producción de una alineación óptima, 30 
tomando en cuenta las penalizaciones del espacio. Un programa de ordenador adecuado para realizar tal alineación 
es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al., 1984, Nucleic Acids 
Research 12:387). Los ejemplos de otros softwares que pueden realizar comparaciones de secuencia incluyen pero 
no se limitan a, el paquete BLAST (ver Ausubel et al., 1999 ibid - 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 35 
están disponibles para búsqueda en línea y fuera de línea (ver Ausubel et al., 1999 ibid, páginas 7-58 hasta 7-60). 
Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, llamada 
Secuencias BLAST 2 también está disponible para comparar secuencias de proteínas y nucleótidos (ver FEMS 
Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8). 
 40 
Aunque el % de homología final puede medirse en los términos de identidad, los procesos de alineación en sí no se 
basan típicamente en una comparación de pares todo o nada. Al contrario, una matriz de registro de similitud en 
escala se usa generalmente de modo que asigna registro a cada comparación de pares basándose en la similitud 
química o distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz comúnmente usado es la matriz BLOSUM62, la matriz de 
omisión para la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan ya sea los valores 45 
de omisión públicos o una tabla de comparación de símbolo personalizado si se suministra (ver manual de usuario 
para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere el uso de los valores de omisión públicos para el 
paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz de omisión tal como BLOSUM62. 
 
Una vez que el software ha producido una alineación óptima, es posible calcular el % de homología, preferiblemente 50 
el % de identidad de secuencia. El software típicamente lo hace como parte de la comparación de secuencia y 
genera un resultado numérico. 
 
Las penalizaciones del espacio deberán usarse cuando se determina la identidad de secuencia, a continuación se 
usan adecuadamente los siguientes parámetros: 55 
 

Para BLAST  
Abertura del espacio 0 
Extensión del espacio 0 
Para CLUSTAL ADN PROTEÍNA  
Tamaño de la palabra 2 1 Triple K 
Penalización del espacio 10 10  
Extensión del espacio 0.1 0.1  
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Para la comparación de secuencia del polipéptido, los siguientes ajustes pueden usarse: la penalización de la 
creacción del ESPACIO de 3.0 y la penalización de la extensión del ESPACIO de 0.1. Adecuadamente, el grado de 
identidad con respecto a una secuencia de aminoácido 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 contiguos, sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, sobre al menos 40 aminoácidos contiguos, sobre 5 
al menos 50 aminoácidos contiguos, o sobre al menos 60 aminoácidos contiguos. 
 
Las secuencias pueden también tener eliminaciones, inserciones o substituciones de los residuos de aminoácidos, 
los cuales producen un cambio silencioso y resultan en una substancia funcionalmente equivalente. Las 
substituciones de aminoácidos deliberadas pueden hacerse con base a la similitud en la polaridad, carga, 10 
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipática de los residuos siempre y cuando la actividad de 
enlace secundaria de la substancia se mantenga. Por ejemplo, los aminoácidos cargados negativamente incluyen el 
ácido aspártico y ácido glutámico; los aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los 
aminoácidos con grupos de cadena polar no cargados tienen valores de hidrofilicidad similares que incluyen leucina, 
isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina, y tirosina. 15 
 
Las substituciones conservadoras pueden hacerse, por ejemplo, de acuerdo a la tabla a continuación. Los 
aminoácidos en el mismo bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma línea en la tercera columna 
pueden substituirse cada uno por el otro 
 20 

ALIFÁTICO No polar ESPACIO 
I L V 

Polar-no cargado C S T M 
N Q 

Polar-cargado D E 
K R 

AROMÁTICO  H F W Y 
 
La presente invención también abarca la sustitución homóloga (sustitución y reemplazo se usan ambos en la 
presente para significar el intercambio de un residuo de aminoácido existente, con un residuo alternativo) que puede 
presentarse, esto es, la sustitución bajo condiciones iguales tales como básica para básica, ácida para ácida, polar 
para polar, etc. La sustitución no homóloga también puede presentarse esto es, de una clase del residuo a otro o 25 
involucrando alternativamente la inclusión de los aminoácidos no naturales tales como ornitina (en la presente de 
aquí en adelante se refiere como Z), ornitina de ácido diaminobutírico (en la presente de aquí en adelante se refiere 
como B), ornitina de norleucina (en la presente de aquí en adelante se refiere como O), piriilalanina, tienilalanina, 
naftilalanina y fenilglicina. 
 30 
Los reemplazos pueden también hacerse por los aminoácidos no naturales que incluyen; aminoácidos alfa* y alfa-
disustituidos*, aminoácidos N-alquilo*, ácido láctico*, haluros derivados de aminoácidos naturales tales como 
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I-fenilalanina*, L-alil-glicina*, β-alanina*, ácido L-α-amino 
butírico*, ácido L-γ-amino butírico*, 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-35 
tioprolina*, derivados de metilo de la fenilalanina (Fe) - tales como 4-metil-Fe*, pentametil-Fe*, L-Fe (4-amino)#, L-
Tyr (metilo)*, L-Fe (4-isopropilo)*, ácido L-Tic (1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxílico)*, ácido L-
diaminopropionico # y L-Fe (4-bencilo)*. La anotación * se utiliza para el propósito de la discusión de arriba 
(refiriéndose a la sustitución homóloga o no homóloga), para indicar la naturaleza hidrofóbica del derivado mientras 
que # se utiliza para indica la naturaleza hidrofílica del derivado, #* indica las características anfipáticas. 40 
 
Las secuencias de aminoácidos variantes incluyen los grupos espaciadores adecuados que son adecuados para la 
inserción insertada entre cualquiera de dos residuos de aminoácidos de la secuencia que incluye los grupos alquilo 
tales como los grupos metilo, etilo o propilo en adición a los aminoácidos espaciadores tales como los residuos de 
glicina o β-alanina. Una forma adicional de la variación involucra la presencia de uno o más residuos de aminoácidos 45 
en la forma de peptoide, que se entenderá por aquellos de habilidad en el arte. Para evitar dudas, “la forma de 
peptoide” se usa para referirse a residuos de aminoácidos variantes en donde el grupo substituyente de -carbono 
está en los residuos del átomo de nitrógeno en lugar del -carbono. Los procesos para preparar los péptidos en la 
forma de peptoide son bien conocidos en el arte. 
 50 
Las secuencias de nucleótidos para uso en la presente invención pueden incluirse dentro de los nucleótidos 
sintéticos o modificados. Un número de diferentes tipos de modificación a los oligonucleótidos es conocido en el arte. 
Estos incluyen estructuras de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adición de acridina o cadenas de polilisina en las 
terminales 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los propósitos de la presente invención, se entenderá que las secuencias de 
nucleótidos pueden modificarse por cualquiera de los métodos disponibles en el arte. Tales modificaciones pueden 55 
realizarse para aumentar la actividad in vivo o vida útil de las secuencias de nucleótidos útiles en la presente 
invención. 
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CRISPRs 
 
Los CRISPR (Repeticiones palindrómicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas); también conocidas como 
SPIDR (Repeticiones directas intercaladas del espaciador) constituyen una familia de las ubicaciones de ADN 
recientemente descritas que son usualmente específicas para una especie bacteriana particular. La ubicación 5 
CRISPR es una clase distinta de las repeticiones de las secuencias cortas intercaladas (SSRs) que se reconocieron 
primero en E. coli (Ishino et al, J. Bacteriol., 169:5429-5433 [1987]; y Nakata et al., J. Bacteriol., 171:3553-3556 
[1989]). Las SSR intercaladas similares se identifican en Haloferax mediterranei, Streptococcus pyogenes, 
Anabaena, y Mycobacterium tuberculosis (ver, Groenen et al., Mol. Microbiol., 10: 1057-1065 [1993]; Hoe et al, 
Emerg. Infect. Dis., 5:254-263 [1999]; Masepohl et al, Biochim. Biophys. Acta 1307:26-30 [1996]; y Mojica et al, Mol. 10 
Microbiol., 17:85-93 [1995]). Las ubicaciones CRISPR difieren de otras SSRs por la estructura de las repeticiones, la 
cuales se denominan repeticiones cortas regularmente espaciadas (SRSRs) (Janssen et al., OMICS J. Integ. Biol., 
6:23-33 [2002]; y Mojica et al, Mol. Microbiol., 36:244-246 [2000]). Las repeticiones son elementos cortos que se 
presentan en las agrupaciones que son siempre regularmente espaciadas por secuencias de intervención únicas con 
una longitud constante (Mojica et al, [2000], supra). Aunque las secuencias repetidas se conservan altamente entre 15 
las cepas, el número de las repeticiones interespaciadas y las secuencias de las regiones del espaciador difieren de 
cepa a cepa (van Embden et al, J. Bacteriol., 182:2393-2401 [2000]). 
 
Las ubicaciones CRISPR consisten en repeticiones de ADN parcialmente palindrómicas altamente conservadas 
típicamente de 24 a 40 pb, que contienen repeticiones invertidas terminales e interiores de hasta 11 pb. Se ha 20 
reportado que estas repeticiones se presentan desde 1 hasta 140 veces. Aunque los elementos aislados se han 
detectado, estos generalmente se configuran en grupos (hasta alrededor de 20 o más por genoma) de unidades 
repetidas especiadas por una intervención única de secuencias de 20-58 pb. Hasta la fecha, hasta 20 distintas 
ubicaciones CRISPR se han encontrado dentro de un cromosoma sencillo. 
 25 
Las CRISPRs son generalmente homogéneas dentro de un genoma dado siendo la mayoría de ellos idénticos. Sin 
embargo, hay ejemplos de heterogeneicidad en, por ejemplo, las arqueobacterias (Mojica et al, [2000], supra). 
 
Como se usa en la presente, el término “ubicación CRISPR” se refiere al segmento de ADN el cual incluye todas las 
repeticiones de CRISPR, partiendo con el primer nucleótido de la primera repetición CRISPR y que termina con el 30 
último nucleótido de la última repetición CRISPR (terminal). 
 
Aunque la función biológica de las ubicaciones CRISPR es desconocida, algunas hipótesis se han propuesto. Por 
ejemplo, se propone que estas pueden estar involucradas en el enlace del cromosoma a una estructura celular, o en 
la replicación del cromosoma y división del replicón (Jansen et al., OMICS 6:23-33 [2002]; Jansen et al, Mol. 35 
Microbiol., 43: 1565-1575 [2002]; y Pourcel et al., Microbiol., 151:653-663 [2005]). Mojica et al. (Mojica et al., J. Mol. 
Evol., 60: 174-182 [2005]) tiene la hipótesis de que CRISPR puede involucrarse en conceder la inmunidad específica 
contra el ADN externo y Pourcel et al. (supra), la hipótesis de que las CRISPR son estructuras que son capaces de 
ocuparse de las piezas del ADN externo como parte de un mecanismo de defensa. Bolotin et al. (supra) sugiere que 
los elementos del espaciador CRISPR son los rastros de las invasiones pasadas por los elementos 40 
extracromosomales, y tiene la hipótesis de que se proporciona una célula con inmunidad contra la infección fago y 
más generalmente la expresión de ADN exterior, al codificar un ARN anti-sentido. Bolotin et al. (supra) también 
sugiere que los genes cas son necesarios para la formación de CRISPR. Sin embargo, no se pretende que la 
presente invención se limite por cualquier mecanismo, función, teoría, ni medios de acción particulares. 
 45 
El genoma de Streptococcus thermophilus LMG18311 contiene 3 ubicaciones CRISPR; los 36 pb de las secuencias 
repetidas son diferentes en el CRISPR1 (34 repeticiones), CRISPR2 (5 repeticiones), y CRISPR3 (una secuencia 
sencilla). Sin embargo, están perfectamente conservadas dentro de cada ubicación. Las repeticiones de CRISPR1 y 
CRISPR2 son respectivamente interespaciadas por 33 y 4 secuencias de 30 pb en longitud. Todas estas secuencias 
interespaciadoras son diferentes una de la otra. Estas también son diferentes de aquellas encontradas en la cepa 50 
CNRZ1066 (41 secuencias interespaciadoras dentro de CRISPR1) y en la cepa LMD-9 (16 dentro del CRISPR1 y 8 
dentro del CRISPR3), que ambos son S. thermophilus. 
 
Diversos métodos para identificar las ubicaciones CRISPR se conocen en el arte. Por ejemplo, Jensen et al. (Jensen 
et al., [2002], supra) describen un enfoque basado en el ordenador en el cual las secuencias de nucleótidos se 55 
buscan para las porciones CRISPR usando el programa PATSCAN en el servidor de Mathematics and Computer 
Science Division en el Argonne National Laboratory, Argonne, IL, EE.UU. El algoritmo que se usó para identificar las 
porciones CRISPR fue pl = a...b c...d plc... d plc...dpl, donde a y b fueron el límite de tamaño inferior y superior de la 
repetición y pl y c y d fueron el límite del tamaño inferior y superior de las secuencias del espaciador. Los valores de 
a, b, c y d pueden variar desde alrededor de 15 hasta alrededor de 70 pb en incrementos desde alrededor de 5 pb. 60 
En algunas modalidades preferidas, las ubicaciones CRISPR se identifican usando el dotplots (por ejemplo, al usar 
el programa de ordenador Dotter). 
 
Cualquier método adecuado conocido en el arte encuentra uso en analizar la similitud de la secuencia. Por ejemplo, 
el análisis puede realizarse usando el NCBI BLAST con una base de datos de los genomas microbianos y el 65 
GenBank, como se conoce en el arte. Además, las secuencias de nucleótidos, incluyen aquellas proporcionadas en 

E08726285
25-06-2015ES 2 541 693 T3

 



 
27 

la presente, se incluyen en las bases de datos (por ejemplo, GenBank o la página web del genoma JGI). Como se 
usa en la presente, “corriente arriba” significa en la dirección 5’ y “corriente abajo” significa en la dirección 3’. 
 
En las modalidades adicionales, los métodos de la presente invención utilizan los procedimientos de amplificación 
(ver por ejemplo, Mojica et al., [2005], supra; y Pourcel et al., [2005], supra). La amplificación de la región deseada 5 
del ADN puede realizarse por cualquier método conocido en el arte, incluyendo la reacción de la cadena de 
polimerasa (PCR). La “Amplificación” se refiere a la producción de las copias adicionales de una secuencia de ácido 
nucleico. Esta se realiza generalmente usando las tecnologías PCR bien conocidas en el arte. La “reacción de la 
cadena de polimerasa” (“PCR”) es bien conocida por aquellos de habilidad en el arte. En la presente invención, los 
cebadores de oligonucleótidos se diseñan para el uso en las reacciones PCR para amplificar todo o parte de una 10 
ubicación CRISPR. 
 
El término “cebador” se refiere a un oligonucleótido, ya sea si se presenta naturalmente como en una restricción 
purificada digerida o producida sintéticamente, la cual es capaz de actuar como un punto de iniciación de la síntesis 
cuando se coloca bajo condiciones en las cuales la síntesis de un producto de extensión del cebador el cual es 15 
complementario a una hebra de ácido nucleico se induce (esto es, en la presencia de nucleótidos y un agente 
inductor tal como polimerasa de ADN y en una temperatura adecuada y pH). En algunas modalidades, el cebador es 
la hebra sencilla para máxima eficacia en la amplificación, aunque en otras modalidades, el cebador es la hebra 
doble. En algunas modalidades, el cebador es un oligodesoxirribonucleótido. El cebador debe ser lo suficientemente 
largo para la síntesis de los productos de extensión en la presencia del agente inductor. La longitud exacta de los 20 
cebadores depende de muchos factores, incluyendo la temperatura, fuente del cebador, y el uso del método. Los 
cebadores PCR son típicamente al menos alrededor de 10 nucleótidos en longitud, y más típicamente al menos 
alrededor de 20 nucleótidos en longitud. Los métodos para el diseño y realización del PCR son bien conocidos en el 
arte, e incluyen pero no se limitan a métodos que usan cebadores pares, cebadores anidados, cebadores 
específicos sencillos, cebadores degenerados, cebadores específicos del gen, cebadores específicos del vector, 25 
cebadores parcialmente mal alineados, etc. 
 
En algunas modalidades preferidas de la presente invención, una ubicación CRISPR o una porción de la misma de 
una bacteria precursora y una bacteria etiquetada se comparan usando cualquier método adecuado conocido en el 
arte. En algunas modalidades preferidas de la presente invención, la ubicación CRISPR o una porción de la misma 30 
de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan al amplificar la ubicación CRISPR o una porción de la 
misma. Además, los métodos de amplificación cíclicos bien conocidos (por ejemplo, PCR, reacción de cadena de 
ligasa, etc.), otros métodos, que incluyen pero no se limitan a métodos de amplificación isotérmica que encuentran 
uso en la presente invención. Los métodos de amplificación isotérmica bien conocidos que encuentran uso en la 
presente invención incluyen pero no se limitan a amplificación de desplazamiento de hebra (SDA), Q-beta-replicasa, 35 
amplificación de secuencia basada en ácido nucleico (NASBA), y replicación de la secuencia auto-sostenida. 
 
En algunas otras modalidades preferidas de la presente invención, la ubicación CRISPR o una porción de la misma 
de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan por el proceso de secuencia de la presente invención, 
la ubicación CRISPR o una porción de la misma de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada se comparan al 40 
amplificar y luego procesar por secuencia las ubicaciones CRISPR o una porción de la misma. En algunas 
modalidades, una terminal de las ubicaciones CRISPR se comparan, mientras en otras modalidades, ambos 
extremos 5’ y 3’ de las ubicaciones se comparan. En algunas modalidades preferidas, una terminal (por ejemplo, el 
extremo 5’) de las ubicaciones CRISPR se comparan. En aún otras modalidades, al menos la última repetición 
CRISPR en el extremo 3’ de la ubicación CRISPR y/o al menos el último espaciador CRISPR (por ejemplo, el último 45 
núcleo del espaciador CRISPR) en el extremo 3’ de la ubicación CRISPR y/o al menos la primera repetición CRISPR 
en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR y/o al menos el primer espaciador CRISPR (por ejemplo, el primer núcleo 
del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, 
al menos la primera repetición CRISPR en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR y/o al menos el primer espaciador 
CRISPR (por ejemplo, el primer núcleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR se 50 
comparan. En algunas modalidades adicionales preferidas, al menos el último espaciador CRISPR (por ejemplo, el 
último núcleo del espaciador CRISPR) en el extremo 3’ de la ubicación CRISPR y/o al menos el primer espaciador 
CRISPR (por ejemplo, el primer núcleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR se 
comparan. En algunas otras modalidades preferidas, al menos el primer espaciador CRISPR (por ejemplo, el primer 
núcleo del espaciador CRISPR) en el extremo 5’ de las ubicaciones CRISPR se comparan. 55 
 
En algunas modalidades, las ubicaciones CRISPR comprenden el ADN, mientras en otras modalidades, las 
ubicaciones CRISPR comprenden el ARN. En algunas modalidades, el ácido nucleico es de origen genómico, 
mientras en otras modalidades, es de origen sintético o recombinante. En algunas modalidades, las ubicaciones 
CRISPR son de hebra doble, mientras en otras modalidades, son de hebra sencilla, si se representa la hebra sentido 60 
o antisentido o combinaciones de las mismas. En algunas modalidades, la ubicaciones CRISPR se preparan por el 
uso de las técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente. 
 
La presente invención también proporciona métodos para generar las variantes CRISPR. Estas variantes se 
expresan, aíslan, clonan y/o procesan por secuencia usando cualquier método adecuado conocido en el arte. Las 65 
variantes CRISPR son cepas mutantes resistentes al fago que tienen una ubicación CRISPR modificada con un 
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espaciador adicional. Estas variantes encuentran uso como propósitos de detección/identificación, o por la 
resistencia producida por ingeniería contra las moléculas de ácido nucleico. Estas variantes encuentran uso en el 
desarrollo de los agentes de biocontrol. 
 
En el contexto de la presente invención, la ubicación CRISPR se orienta como se describe a continuación. El 5 
CRISPR líder es un segmento de ADN conservado de tamaño definido. La orientación de la ubicación CRISPR1 S. 
thermophilus se establece usando las siguientes características: 
 
La posición relativa del CRISPR a los genes cas cercanos (Secuencias asociadas con CRISPR); el CRISPR1 se 
localiza corriente abajo de 4 genes cas (genes str0657, str0658, str0659, y str0660 dentro de la secuencia del 10 
cromosoma CNRZ1066); 
 
La secuencia repetida tiene el potencial para formar una estructura secundaria de horquilla, aunque no es 
completamente palindrómica, y la secuencia complementaria inversa; 
 15 
(5’-GTTGTACAGTTACTTAAATCTTGAGAGTACAAAAAC-3’; SEQ ID NO:695) es diferente de la secuencia directa 
(5’-GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC-3’; SEQ ID NO: 1). Generalmente, el extremo 5’ de la 
secuencia directa es más rico en los nucleótidos G y T del extremo 5’ de la secuencia complementaria inversa. 
Además, como el emparejamiento base G-T es mejor que el emparejamiento base A-C, la estructura de la horquilla 
es generalmente más fuerte en la hebra directa; y 20 
 
Como se usa en la presente, la posición de la terminal repetida es la terminal repetida la cual muestra variación en la 
secuencia en su extremo 3’ es generalmente la repetición de terminal. 
 
El CRISPR líder es un segmento de ADN conservado de tamaño definido el cual se localiza inmediatamente en la 25 
corriente arriba de la primera repetición. Por ejemplo, la secuencia líder del CRISPR1 S. thermophilus es el 
segmento de ADN partiendo inmediatamente después del codón de detección del gen str0660, y finalizando justo 
antes de la primera repetición. El CRISPR líder se localiza en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR. El CRISPR líder 
se localiza inmediatamente corriente arriba de la primera repetición CRISPR de la ubicación CRISPR. 
 30 
El remolque de CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamaño definido, el cual se localiza inmediatamente 
corriente abajo de la terminal repetida. Por ejemplo, la secuencia de remolque del CRISPR1 S. thermophilus es el 
segmento de ADN partiendo inmediatamente después de la terminal repetida, y finalizando justo antes del codón de 
detención del gen str0661 (localizado en la hebra de ADN opuesta). El remolque CRISPR se localiza en el extremo 
3’ de la ubicación CRISPR. El remolque de CRISPR se localiza inmediatamente en la corriente abajo de la terminal 35 
repetida. 
 
Por ejemplo, el CRISPR líder y las secuencias de remolque de CRISPR en la ubicación CRISPR1 de la cepa 
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 son: 
 40 
CRISPR líder: 5’-CAAGGACAGTTATTGATTTTATAATCACTATGTGGGTATAAAAACGTCAAAATTTCATTTGA G-3’ 
(SEQ ID NO:688) 
 
CRISPR remolque: 
 45 
5’-TTGATTCAACATAAAAAGCCAGTTCAATTGAACTTGGCTTT-3’ (SEQ ID NO:691) 
 
El CRISPR líder corresponde a las posiciones 625038 hasta 625100, y el CRISPR remolque corresponde a las 
posiciones 627845 hasta 627885 en el genoma completo (CP000024) de S. thermophilus. 
 50 
Como se usa en la presente, el término “corriente arriba” significa la dirección 5’ y “corriente abajo” significa la 
dirección 3’. Como se usa en la presente el término “porción del mismo” en el conexto de una ubicación CRISPR 
significa al menos alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 nucleótidos, alrededor de 24 nucleótidos, alrededor 
de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 nucleótidos, alrededor de 50 nucleótidos, alrededor 
de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 nucleótidos, alrededor de 90 nucleótidos, alrededor 55 
de 98 nucleótidos o aún alrededor de 100 o más nucleótidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos) 
de una ubicación CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el término “porción del mismo” significa al menos 
alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 nucleótidos, alrededor de 24 nucleótidos, alrededor de 30 nucleótidos, 
alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 nucleótidos, alrededor de 50 nucleótidos, alrededor de 60 nucleótidos, 
alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 nucleótidos, alrededor de 90 nucleótidos, alrededor de 98 nucleótidos o 60 
alrededor de 100 o más nucleótidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos) de una o ambas 
terminaciones (esto es, las terminaciones 5’ y/o 3’) de una ubicación CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el 
término “porción del mismo” se refiere a al menos alrededor de los primeros 44 nucleótidos en el extremo 5’ de una 
ubicación CRISPR o alrededor de los últimos 44 nucleótidos en el extremo 3’ de una ubicación CRISPR. 
 65 
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En algunas modalidades adicionales, el término “porción del mismo” en el contexto de una ubicación CRISPR 
significa al menos el primero de alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 nucleótidos, alrededor de 24 
nucleótidos, alrededor de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 nucleótidos, alrededor de 50 
nucleótidos, alrededor de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 nucleótidos, alrededor de 90 
nucleótidos, alrededor de 98 nucleótidos, o alrededor de 100 o más nucleótidos (por ejemplo, al menos alrededor de 5 
44-98 nucleótidos) en corriente abajo del primer nucleótido de la primera repetición CRISPR en el extremo 5’ de una 
ubicación CRISPR o corriente arriba del último nucleótido de la última repetición CRISPR en el extremo 3’ de una 
ubicación CRISPR. En algunas modalidades preferidas, el término “porción del mismo” se refiere a al menos 
alrededor de los primeros 44 nucleótidos en corriente abajo del primer nucleótido de la primera repetición CRISPR 
en el extremo 5’ de una ubicación CRISPR o al menos alrededor de 44 nucleótidos en corriente arriba del último 10 
nucleótido de la última repetición CRISPR en el extremo 3’ de una ubicación CRISPR. 
 
En algunas modalidades, el tamaño mínimo de la secuencia duplicada es alrededor de 24 nucleótidos y el tamaño 
mínimo de la secuencia de marcado es alrededor de 20 nucleótidos. Así, en algunas modalidades preferidas, el 
término “porción del mismo” en el contexto de una ubicación CRISPR, significa al menos 44 nucleótidos. 15 
 
En algunas modalidades, el tamaño máximo de la secuencia duplicada es alrededor de 40 nucleótidos y el tamaño 
máximo de la secuencia de marcado es alrededor de 58 nucleótidos. Así, en algunas modalidades, el término 
“porción del mismo” cuando se usa en el contexto de una ubicación CRISPR significa al menos alrededor de 98 
nucleótidos. En algunas modalidades preferidas, el término “porción del mismo” en el contexto de una ubicación 20 
CRISPR significa al menos alrededor de 44-98 nucleótidos. 
 
Cuando se compara la ubicación CRISPR o una porción de la misma de la bacteria precursora y una bacteria 
etiquetada, al menos alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 nucleótidos, alrededor de 24 nucleótidos, 
alrededor de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 nucleótidos, alrededor de 50 nucleótidos, 25 
alrededor de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 nucleótidos, alrededor de 90 nucleótidos, 
alrededor de 98 nucleótidos, o alrededor de 100 nucleótidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos) 
de una ubicación CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos alrededor de 10 nucleótidos, 
alrededor de 20 nucleótidos, alrededor de 24 nucleótidos, alrededor de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, 
alrededor de 44 nucleótidos, alrededor de 50 nucleótidos, alrededor de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, 30 
alrededor de 80 nucleótidos, alrededor de 90 nucleótidos, alrededor de 98 nucleótidos, o alrededor de 100 o más 
nucleótidos (por ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos) en uno o ambos extremos de una ubicación 
CRISPR se comparan. 
 
En algunas modalidades preferidas, al menos el primero de alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 35 
nucleótidos, alrededor de 24 nucleótidos, alrededor de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 
nucleótidos, alrededor de 50 nucleótidos, alrededor de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 
nucleótidos, alrededor de 90 nucleótidos, alrededor de 98 nucleótidos o alrededor de 100 o más nucleótidos (por 
ejemplo, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos) en el extremo 5’ de una ubicación CRISPR o en el extremo 3’ de 
una ubicación CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos el primero de alrededor de 44 40 
nucleótidos en el extremo 5’ de una ubicación CRISPR o el último de alrededor de 44 nucleótidos en el extremo 3’ de 
una ubicación CRISPR se comparan. 
 
En algunas modalidades, al menos el primero de alrededor de 10 nucleótidos, alrededor de 20 nucleótidos, alrededor 
de 24 nucleótidos, alrededor de 30 nucleótidos, alrededor de 40 nucleótidos, alrededor de 44 nucleótidos, alrededor 45 
de 50 nucleótidos, alrededor de 60 nucleótidos, alrededor de 70 nucleótidos, alrededor de 80 nucleótidos, alrededor 
de 90 nucleótidos, alrededor de 98 nucleótidos, o alrededor de 100 o más nucleótidos (por ejemplo, al menos 
alrededor de 44-98 nucleótidos) en corriente abajo del primer nucleótido de la primera repetición CRISPR en el 
extremo 5’ de una ubicación CRISPR o corriente arriba del último nucleótido de la última repetición CRISPR en el 
extremo 3’ de una ubicación CRISPR se comparan. En algunas modalidades preferidas, al menos alrededor de loa 50 
primeros 44 nucleótidos en corriente abajo del primer nucleótido de la primera repetición CRISPR en el extremo 5’ 
de una ubicación CRISPR o alrededor de al menos 44 nucleótidos en corriente arriba del último nucleótido de la 
última repetición CRISPR en el extremo 3’ de una ubicación CRISPR se comparan. 
 
En algunas modalidades, el tamaño mínimo de la secuencia duplicada es alrededor de 24 nucleótidos y el tamaño 55 
mínimo de la secuencia de marcado es alrededor de 20 nucleótidos. En algunas modalidades preferidas, al menos 
44 nucleótidos se comparan. En algunas modalidades alternativas, el tamaño máximo de la secuencia duplicada es 
alrededor de 40 nucleótidos y el tamaño máximo de la secuencia de marcado es alrededor de 58 nucleótidos. En 
algunas modalidades preferidas, al menos 98 nucleótidos se comparan. En algunas modalidades preferidas 
alternativas, al menos alrededor de 44-98 nucleótidos se comparan. 60 
 
Como se usa en la presente, el término “Repetición CRISPR” tiene el significado convencional como se usa en el 
arte (esto es, repeticiones directas cortas múltiples, las cuales no muestran o tienen muy poca variación de 
secuencia dentro de una ubicación CRISPR dada). Como se usa en la presente, en el contexto, “Repetición 
CRISPR” es sinónimo del término “CRISPR”. 65 
 

E08726285
25-06-2015ES 2 541 693 T3

 



 
30 

Una ubicación CRISPR comprende una o más repeticiones CRISPR que existen en los espaciadores CRISPR. Así, 
la repetición CRISPR corresponde a la secuencia repetida dentro de una ubicación CRISPR. Por ejemplo, excepto 
por la terminal repetida, la secuencia repetida típica de la secuencia CRISPR1 S. thermophilus es:  
 
5’-GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAAC-3’ (SEQ ID NO: 1) 5 
 
Puntos de variaciones de esta secuencia repetida se observan pero son muy raros. En comparación a esta 
secuencia de repetición típica, la secuencia repetida terminal siempre muestra la misma variación en el extremo 3’. 
Los puntos de variaciones de esta secuencia repetida terminal también se observan pero son muy raros. Las 
repeticiones de CRISPR pueden presentarse de forma natural en la bacteria precursora. Los números de acceso al 10 
GenBank de las secuencias CRISPR1 incluyen: CP000023, CP000024, DQ072985, DQ072986, DQ072987, 
DQ072988, DQ072989, DQ072990, DQ072991, DQ072992, DQ072993, DQ072994, DQ072995, DQ072996, 
DQ072997, DQ072998, DQ072999, DQ073000, DQ073001, DQ073002, DQ073003, DQ073004, DQ073005, 
DQ073006, DQ073007, DQ073008, y AAGS01000003. 
 15 
Como se describe en detalle adicional en la presente, una secuencia duplicada se deriva, puede derivarse, se 
obtiene o puede obtenerse de una bacteria precursora. En algunas modalidades preferidas, la secuencia comprende 
el ADN genómico de una bacteria precursora. En algunas modalidades partícularmente preferidas, la repetición 
CRISPR duplicada (por ejemplo, en la misma ubicación CRISPR) se integra iterativamente, secuencialmente, 
simultáneamente o substancialmente simultáneamente junto con la secuencia de marcado en la bacteria precursora 20 
para dar una bacteria etiquetada. 
 
El número de los nucleótidos en una repetición es generalmente alrededor de 20 hasta alrededor de 40 pares base 
(por ejemplo, 36 pares base), pero en otras modalidades es alrededor de 20 hasta alrededor de 39 pares base, 
alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base, alrededor de 25 
20 hasta alrededor de 33 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de 21 hasta 
alrededor de 40 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 
37 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 39 pares 
base, alrededor de 23 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares base, 
alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 30 
25 hasta alrededor de 35 pares base, o alrededor de 28 ó 29 pares base. 
 
El número de nucleótidos en una repetición es generalmente alrededor de 20 hasta alrededor de 40 pares base, 
pero puede ser alrededor de 20 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares 
base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 33 pares base, 35 
alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 
21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 23 hasta 
alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 
37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares 
base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 35 pares base, or 40 
alrededor de 28 ó 29 pares base. El número de repeticiones puede estar en el intervalo de alrededor de 1 hasta 
alrededor de 140, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, 
desde alrededor de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15 
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de 
100, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor 45 
de 40 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta 
alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 130, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 1 
hasta alrededor de 115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 105, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 1 50 
hasta alrededor de 90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 70, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 10 
hasta alrededor de 140, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 
120, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 95, desde alrededor 
de 10 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 30 hasta alrededor 55 
de 70, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 50, desde alrededor 
de 30 hasta alrededor de 40, o alrededor de 32. 
 
En algunas otras modalidades, el número de nucleótidos en una repetición es alrededor de 20 hasta alrededor de 39 
pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 35 pares base, 60 
alrededor de 20 hasta alrededor de 33 pares base, alrededor de 20 hasta alrededor de 30 pares base, alrededor de 
21 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 21 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 21 hasta 
alrededor de 37 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 40 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 
39 pares base, alrededor de 23 hasta alrededor de 37 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 40 pares 
base, alrededor de 25 hasta alrededor de 39 pares base, alrededor de 25 hasta alrededor de 37 pares base, 65 
alrededor de 25 hasta alrededor de 35 pares base, o alrededor de 28 ó 29 pares base. 
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En algunas modalidades, el número de las repeticiones está en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de 
144, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor 
de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor 
de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde 5 
alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40 
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta alrededor de 
100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 130, desde alrededor 
de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 
115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 105, desde alrededor 10 
de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 
90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 70, desde alrededor de 1 
hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 140, 
desde alrededor de 10 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 
10 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 15 
90, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 70, desde alrededor de 
30 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 
40, o alrededor de 30, 31, 32, 33, 34 ó 35 repeticiones. 
 
En algunas modalidades, el número de las repeticiones está en el intervalo desde alrededor de 2 hasta alrededor de 20 
140, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor 
de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor 
de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde 
alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40 
hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 50 hasta alrededor de 25 
100. 
 
En algunas modalidades adicionales, el número de repeticiones está en el intervalo desde alrededor de 2 hasta 
alrededor de 135, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 130, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 125, 
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 120, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 115, desde alrededor de 2 30 
hasta alrededor de 110, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 105, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 100, 
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 95, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 2 
hasta alrededor de 80, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 70, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 60, 
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 50, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 40, desde alrededor de 2 
hasta alrededor de 30, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 20, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 10, 35 
desde alrededor de 2 hasta alrededor de 9, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 8, desde alrededor de 2 hasta 
alrededor de 7, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 6, desde alrededor de 2 hasta alrededor de 5, desde 
alrededor de 2 hasta alrededor de 4, o desde alrededor de 2 hasta alrededor de 3. 
 
En algunas modalidades, las repeticiones de CRISPR comprenden ADN, mientras en otras modalidades, las 40 
repeticiones de CRISPR comprenden el ARN. En algunas modalidades, el ácido nucleico es de origen genómico, 
mientras en otras modalidades, es de origen sintético o recombinante. En algunas modalidades, los genes de 
repetición CRISPR son de hebra doble o hebra sencilla, se representan en la hebra sentido o antisentido o 
combinaciones de los mismos. En algunas modalidades, los genes de repetición CRISPR se preparan por el uso de 
las técnicas de ADN recombinante (por ejemplo, ADN recombinante), como se describe en la presente. 45 
 
En algunas modalidades, una o más de las repeticiones de CRISPR se usan para producir por ingeniería una célula 
(por ejemplo, una célula receptora). En algunas modalidades preferidas, una o más, preferiblemente, dos o más 
repeticiones de CRISPR se usan para producir por ingeniería una célula (por ejemplo, una célula receptora), que en 
combinación con uno o más genes o proteínas cas y uno o más espaciadores CRISPR modulan la resistencia de 50 
una célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo. Por ejemplo, en algunas 
modalidades, las repeticiones de CRISPR se insertan en el ADN de una célula (por ejemplo, plásmido y/o ADN 
genómico de una célula receptora), usando cualquier método adecuado conocido en el arte. En las modalidades 
adicionales, las repeticiones de CRISPR encuentran uso como una plantilla para modificar (por ejemplo, mutar) el 
ADN de una célula (por ejemplo, ADN plásmido y/o genómico de una célula receptora), tal que las repeticiones de 55 
CRISPR se crean o producen por ingeniería en el ADN de la célula. En las modalidades adicionales, las repeticiones 
de CRISPR se presentan en al menos un constructo, al menos un plásmido, y/o al menos un vector, etc. En 
modalidades adicionales, las repeticiones CRISPR se introducen en la célula usando cualquier método adecuado 
conocido en el arte. 
 60 
En las modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para identificar una repetición CRISPR 
para uso en modular la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del 
mismo que comprende las etapas de: (i) preparar una célula que comprende al menos un espaciador CRISPR y al 
menos un gen cas; (ii) producir por ingeniería la célula de tal manera que contiene una repetición CRISPR; y (iii) 
determinar si la célula presenta resistencia contra el ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo, 65 
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en donde la modulación de la resistencia de la célula contra el ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del 
mismo es indicativo de que la repetición CRISPR puede usarse para modular la resistencia. 
 
En algunas modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas cas se usan junto con o en combinación con una 
o más, preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR y opcionalmente uno o más espaciadores CRISPR. En 5 
algunas modalidades partícularmente preferidas, los genes o proteínas cas y repeticiones de CRISPR forman una 
combinación funcional como se describe a continuación. En algunas modalidades, las repeticiones CRISPR 
comprenden cualquiera de los nucleótidos establecidos en la SEQ ID NOS: 1-22. Las SEQ ID NOS: 1-12 son de S. 
thermophilus, mientras las SEQ ID NOS: 13-16 son de Streptococcus agalactiae, la SEQ NO: 17 es de S. mutans, y 
las SEQ ID NOS: 18-22 son de S. pyogenes. 10 
 

 
 
Espaciador CRISPR 
 15 
Como se usa en la presente, el “espaciador CRISPR” abarca secuencias espaciadoras no repetitivas que se 
encuentran entre repeticiones directas cortas múltiples (esto es, repeticiones de CRISPR) de las ubicaciones 
CRISPR. En algunas modalidades de la presente invención, un “espaciador CRISPR” se refiere al segmento de 
ácido nucleico que se flanquea por dos repeticiones de CRISPR. Se ha encontrado que las secuencias del 
espaciador CRISPR frecuentemente tienen similitudes importantes a una variedad de moléculas de ADN móviles 20 
(por ejemplo, bacteriófagos y plásmidos). En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR se localizan 
entre dos repeticiones de CRISPR idénticas. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se identifican por 
el análisis de secuencia en los extremos de ADN localizados entre dos repeticiones de CRISPR. En algunas 
modalidades preferidas, el espaciador CRISPR se presenta naturalmente entre dos repeticiones directas cortas 
múltiples idénticas que son palindrómicas. 25 
 
De forma interesante, las células que llevan estos espaciadores CRISPR no pueden ser infectadas por las moléculas 
de ADN que contienen las secuencias homólogas a los espaciadores (Mojica et al. 2005). En algunas modalidades 
preferidas, el espaciador CRISPR es homólogo al ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo o 
una secuencia identificada. Aunque la homología puede también considerarse en los términos de la similitud, en el 30 
contexto de la presente invención se prefiere expresar la homología en los términos de identidad de secuencia. Una 
secuencia homóloga se toma para incluir un espaciador CRISPR, el cual puede ser al menos idéntico a alrededor de 
70, alrededor de 75, alrededor de 80, alrededor de 85, o alrededor de 90%, o al menos idéntico a alrededor de 91, 
alrededor de 92, alrededor de 93, alrededor de 94, alrededor de 95, alrededor de 96, alrededor de 97, alrededor de 
98, o alrededor de 99% a la secuencia de ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo o una 35 
secuencia identificada. En algunas modalidades preferidas, el espaciador CRISPR es idéntico alrededor del 100% a 
la secuencia de ácido nucleico objetivo. También se nota que el número de los espaciadores CRISPR en una de las 
ubicaciones o ubicación CRISPR dada puede variar entre las especies. Además, el número de los espaciadores está 
en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de 140, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde 
alrededor de 2 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 5 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 10 hasta 40 
alrededor de 100, desde alrededor de 15 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 20 hasta alrededor de 100, 
desde alrededor de 25 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 30 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 
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35 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 40 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 45 hasta alrededor 
de 100, o desde alrededor de 50 hasta alrededor de 100. En algunas modalidades preferidas, el número de los 
espaciadores está en el intervalo desde alrededor de 1 hasta alrededor de 135, desde alrededor de 1 hasta 
alrededor de 130, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 125, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 120, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 115, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 110, desde alrededor de 1 5 
hasta alrededor de 105, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 100, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 95, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 90, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 80, desde alrededor de 1 
hasta alrededor de 70, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 60, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 50, 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 40, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 30, desde alrededor de 1 
hasta alrededor de 20, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 10, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 9, 10 
desde alrededor de 1 hasta alrededor de 8, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 7, desde alrededor de 1 hasta 
alrededor de 6, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 5, desde alrededor de 1 hasta alrededor de 4, desde 
alrededor de 1 hasta alrededor de 3, o desde alrededor de 1 hasta alrededor de 2. En algunas modalidades 
preferidas, los espaciadores CRISPR se identifican por el análisis de secuencia como los extremos del ADN 
localizados entre las dos repeticiones. 15 
 
Como se describe en la presente, la presente invención proporciona métodos y composiciones que facilitan el uso de 
uno o más genes o proteínas cas en combinación con una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones de 
CRISPR adecuadas para conceder especificidad de inmunidad a al menos un espaciador CRISPR en una célula 
receptora. En algunas modalidades preferidas, al menos un gen o proteína cas y al menos una repetición CRISPR 20 
se usan en combinaciones funcionales para conceder la especificidad de la inmunidad a al menos un espaciador 
CRISPR en una célula. 
 
Como se usa en la presente, el término “especificidad de inmunidad” significa que la inmunidad se confiere contra 
una secuencia de ácido nucleico específica o producto de transcripción del mismo, usando un espaciador CRISPR 25 
específico o secuencia del pseudo-espaciador CRISPR. Como se indica en la presente, un espaciador CRISPR 
dado no concede resistencia contra cualquier secuencia de ácido nucleico o producto de transcripción del mismo 
pero solamente aquellas secuencias contra las cuales el espaciador CRISPR o pseudo-espaciador CRISPR es 
homólogo (por ejemplo, aquellos que son idénticos al 100%). 
 30 
En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo donador que es diferente de la 
célula receptora. En algunas modalidades preferidas, el donador y las células receptoras son diferentes cepas 
bacterianas, especies y/o géneros. En algunas modalidades preferidas, al menos un gen o proteína cas y/o al menos 
unas repeticiones de CRISPR se obtienen de un organismo diferente al del organismo receptor. En algunas 
modalidades preferidas, al menos dos repeticiones de CRISPR se transfieren. En algunas modalidades adicionales 35 
preferidas, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo que es heterólogo al receptor o una célula 
donadora adicional de la cual al menos un gen y/o proteína cas, y/o al menos una repetición CRISPR se obtienen. 
En algunas modalidades preferidas alternativas, los espaciadores CRISPR se obtienen de un organismo que es 
homólogo al receptor o una célula donadora adicional de la cual al menos un gen y/o proteína cas, y/o al menos una 
repetición CRISPR se obtienen. En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR se diseñan y 40 
producen usando los métodos recombinantes conocidos en el arte. Efectivamente, se entiende que los espaciadores 
CRISPR se producen usando cualquier método adecuado conocido en el arte. 
 
En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR son heterólogos a la célula receptora de la cual al menos un gen 
o proteína cas y/o al menos una, y en algunas modalidades, preferiblemente, dos o más, repeticiones de CRISPR se 45 
obtienen. En algunas modalidades alternativas, los espaciadores CRISPR son homólogos a la célula receptora de la 
cual al menos un gen o proteína cas y/o al menos una, y en algunas modalidades, preferiblemente, dos o más, 
repeticiones de CRISPR se obtienen. Efectivamente, se entiende que cualquiera de los elementos utilizados en los 
métodos son heterólogos u homólogos. En algunas modalidades, donde los elementos múltiples se usan (por 
ejemplo, cualquier combinación de los espaciadores CRISPR, repeticiones de CRISPR, genes cas, y proteínas cas), 50 
algunos elementos son homólogos unos de otros y algunos elementos son heterólogos unos de otros (por ejemplo, 
en algunas modalidades, los espaciadores CRISPR y genes cas son homólogos, pero las repeticiones de CRISPR 
son heterólogas). Así, en algunas modalidades, el espaciador CRISPR no se asocia naturalmente con la repetición 
CRISPR y/o genes cas y/o combinación gen cas-repetición CRISPR funcional. Efectivamente, se entiende que 
cualquier combinación de los elementos heterólogos y homólogos encuentra uso en la presente invención. En 55 
modalidades aún adicionales, las células donadoras y receptoras son heterólogas, mientras en modalidades 
adicionales, son homólogas. También se entiende que los elementos contenidos dentro de las células donadoras y 
receptoras son homólogos y/o heterólogos. Los elementos (por ejemplo, espaciadores CRISPR) se introducen en el 
plásmido y/o ADN genómico de la célula receptora utilizando cualquier método adecuado conocido en el arte. 
 60 
Al menos un espaciador CRISPR se usa para producir por ingeniería una célula (por ejemplo, una célula receptora). 
En algunas modalidades adicionales, uno o más espaciadores CRISPR se usan en combinación con uno o más 
genes o proteínas cas y/o una o más, preferiblemente, dos o más repeticiones de CRISPR (en algunas modalidades 
preferidas, una o más combinaciones funcionales de los mismos se usan) para modular la resistencia de una célula 
contra un ácido nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo, para producir por ingeniería una célula. 65 
En algunas modalidades adicionales, los espaciadores CRISPR se usan como una plantilla para modificar (por 
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ejemplo, mutar) el plásmido y/o ADN genómico de una célula (por ejemplo, una célula receptora), de tal manera que 
los espaciadores CRISPR se crean en el ADN de la célula. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se 
clonan en al menos un constructo, plásmido u otro vector, con el cual la célula receptora luego se transforma a 
continuación, usando cualquier método adecuado conocido en el arte. 
 5 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos para identificar un espaciador 
CRISPR para uso en modular la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de 
transcripción del mismo, que comprende las etapas de: preparar una célula que comprende al menos dos 
repeticiones CRISPR y al menos un gen o proteína cas; identificar al menos un espaciador CRISPR en un 
organismo (por ejemplo, un organismo donador); modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula de tal 10 
manera que tiene homología al espaciador CRISPR del organismo donador que comprende el ácido nucleico 
objetivo; y determinar si la célula modula la resistencia contra el ácido nucleico objetivo, en donde la modulación de 
la resistencia de la célula contra el ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo es indicativa del 
espaciador CRISPR que modula la resistencia de la célula contra el ácido nucleico objetivo. 
 15 
En algunas modalidades preferidas, los espaciadores CRISPR comprenden o consisten en la secuencia de 
nucleótido establecida para cualquiera de una o más de cualquiera de las SEQ ID NO: 23-460 y/o SEQ ID NOS: 
522-665. Las SEQ ID NOS: 23-339, 359-408, 522-665 son de S. thermophilus, mientras las SEQ ID NOS: 340-358 
son de S. vestibularis, las SEQ ID NOS: 409-446 son de S. agalactiae, las SEQ ID NOS: 447-452 son de S. mutans, 
y las SEQ ID NOS: 453-460 son de S. pyogenes. 20 
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En modalidades particularmente preferidas, los espaciadores CRISPR se flanquean por dos repeticiones CRISPR 
(es decir, un espaciador CRISPR que tiene por lo menos una repetición CRISPR a cada lado). Aunque no se 
pretende que la presente invención se limite a cualquier mecanismo, teoría o hipótesis particular se contempla que 5 
cuanto más lejos esté un espaciador CRISPR dado del extremo 5’ de la ubicación CRISPR que comprende los 
genes cas y/o la secuencia líder, menor será la resistencia conferida por ese espaciador CRISPR. Así, en algunas 
modalidades de la presente invención, uno o más de los primeros 100 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la 
ubicación CRISPR se modifican, mientras que en otras modalidades, se modifican uno o más de los primeros 50 
espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicación CRISPR. En algunas modalidades adicionales, se modifican 10 
uno o más de los primeros 40 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicación CRISPR, mientras que en 
algunas modalidades adicionales, se modifican uno o más de los primeros 30 espaciadores CRISPR del extremo 5’ 
de la ubicación CRISPR, y aún en modalidades adicionales, se modifica uno o más de los primeros 20 espaciadores 
CRISPR del extremo 5’ de la ubicación CRISPR, y aún en más modalidades, se modifica uno o más de los primeros 
15 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicación CRISPR. En algunas modalidades preferidas, se modifica 15 
uno o más de los primeros 10 espaciadores CRISPR del extremo 5’ de la ubicación CRISPR. Como se indica en la 
presente, las diferentes bacterias tienen números diferentes de espaciadores CRISPR, así, en algunas modalidades, 
se modifican varios espaciadores. 
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Núcleo espaciador CRISPR  
 
Para un tipo CRISPR específico dentro de una especie microbiana, el espaciador CRISPR se representa típicamente 
por una longitud predominante definida, aunque el tamaño puede variar. Se ha encontrado actualmente que los tipos 5 
CRISPR descritos actualmente contienen una longitud espaciadora predominante de entre aproximadamente 20 pb 
y aproximadamente 58 pb.  
 
Como se usa en la presente, el término “centro espaciador CRISPR” se refiere a la longitud del espaciador más corto 
observado dentro de un tipo CRISPR. Así, por ejemplo, dentro del CRISPR tipo 1 S. thermophilus (CRISPR1), la 10 
longitud espaciadora dominante es 30 pb, con una minoría de espaciadores entre 28 pb y 32 pb en tamaño. Así, en 
el CRISPR Tipo 1 S. thermophilus, el centro espaciador CRISPR se define como un estiramiento continuo de 28 pb.  
 
En algunas modalidades preferidas de la presente invención, el centro espaciador CRISPR es homólogo al ácido 
nucleico objetivo, un producto de la transcripción del mismo, o una secuencia identificada sobre la longitud de la 15 
secuencia del centro. Como se ha indicado anteriormente, aunque la homología también puede ser considerada por 
lo que se refiere a la similitud, en algunas modalidades preferidas de la presente invención, la homología se expresa 
en términos de identidad de la secuencia. Así, en algunas modalidades, una secuencia homóloga abarca un centro 
espaciador CRISPR, que puede ser por lo menos aproximadamente 90% idéntico, o por lo menos aproximadamente 
91, aproximadamente 92, aproximadamente 93, aproximadamente 94, aproximadamente 95, aproximadamente 96, 20 
aproximadamente 97, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% idéntico a la secuencia del ácido nucleico 
objetivo, un producto de la transcripción del mismo, o una secuencia identificada sobre la longitud de la secuencia 
central. En algunas modalidades particularmente preferidas, el centro espaciador CRISPR es aproximadamente 
100% idéntico a la secuencia del ácido nucleico objetivo, un producto de la transcripción del mismo, o una secuencia 
identificada sobre la longitud de la secuencia del centro.  25 
 
Durante el desarrollo de la presente invención, las secuencias CRISPR de varias cepas S. thermophilus, que 
incluyen cepas industriales estrechamente relacionadas y variantes resistentes al fago fueron analizadas. Se 
observaron diferencias en el número y tipo de espaciadores principalmente en la ubicación CRISPR1. Notablemente, 
la sensibilidad del fago parecía estar en correlación con el contenido del espaciador CRISPR1. Específicamente, el 30 
contenido del espaciador fue casi idéntico entre las cepas parentales y los derivados resistentes al fago, excepto 
para los espaciadores adicionales presentes en el último. Estos resultados sugirieron una relación potencial entre la 
presencia de espaciadores adicionales y las diferencias observadas en la sensibilidad del fago de una cepa dada. 
Esta observación impulsó la investigación del origen y función de espaciadores adicionales presentes en los 
mutantes resistentes al fago. 35 
 
Espaciador Pseudo-CRISPR  
 
Como se usa en la presente, el término “espaciador pseudo-CRISPR” se refiere a una secuencia del ácido nucleico 
presente en un organismo (por ejemplo, un organismo del donador, que incluye pero no se limita a un bacteriófago), 40 
que es preferentemente esencial para la función y/o supervivencia y/o replicación e/o infectividad, etc., y que 
comprende una secuencia espaciadora CRISPR. En algunas modalidades, los espaciadores pseudo-CRISPR 
encuentran uso en la producción de secuencias espaciadoras CRISPR que son complementarias al espaciador 
pseudo- CRISPR u homólogas a este. En algunas modalidades particularmente preferidas, estas secuencias 
encuentran uso en la resistencia a la modulación. 45 
 
En algunas modalidades, por lo menos un espaciador pseudo CRISPR y espaciadores CRISPR que son 
complementarios u homólogos a por lo menos un espaciador pseudo-CRISPR se usa para diseñar una célula 
receptora. En algunas modalidades preferidas, por lo menos un espaciador pseudo CRISPR o espaciadores 
CRISPR que son complementarios u homólogos a por lo menos un espaciador pseudo-CRISPR se usan en 50 
combinación con uno o más genes o proteínas cas y/o uno o más repeticiones CRISPR (por ejemplo, una o más 
combinaciones funcionales de las mismas), para diseñar una célula receptora, tal que la resistencia de la célula 
receptora se module contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo.  
 
En algunas modalidades, el espaciador pseudo CRISPR o espaciadores CRISPR que son complementarios u 55 
homólogos a uno o más espaciadores pseudo-CRISPR se insertan en el plásmido y/o ADN genómico de una célula 
receptora usando cualquier método conveniente conocido en el arte.  
 
En algunas modalidades adicionales, los espaciadores pseudo-CRISPR se usan como una plantilla a partir de la 
cual se modifica (por ejemplo, muta) el plásmido y/o ADN genómico de una célula receptora, tal que los 60 
espaciadores CRISPR se creen en el plásmido y/o ADN genómico de la célula. En algunas modalidades adicionales, 
el espaciador pseudo-CRISPR o espaciadores CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o más 
espaciadores pseudo-CRISPR se clonan en un constructo, plásmido y/o vector, etc., son introducidos en la célula 
hospedadora usando cualquier método conveniente conocido en el arte.  
 65 
CAS y Genes cas  
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Como se usa en la presente, el término “gen cas” tiene el significado convencional como se ha usado en el arte y se 
refiere a uno o más genes cas que son generalmente acoplados, asociados o cerca de o en vecindad del flanqueo 
de las ubicaciones CRISPR. Una revisión exhaustiva de la familia de la proteína Cas se presenta por Haft et al. (Haft 
et al., PLoS. Comput. Biol., 1(6): e60 [2005]) en el que se describen 41 familias del gen recientemente reconocido 5 
asociado a CRISPR (cas), además de las cuatro familias del gen previamente conocidas. Como se indica en esta, 
los sistemas CRISPR pertenecen a clases diferentes, con diferentes patrones de repetición, conjuntos de genes, e 
intervalos de la especie. Como se indica en la presente, el número de genes cas en una ubicación CRISPR dada 
puede variar entre las especies.  
 10 
En algunas modalidades, la presente invención proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o más 
genes o proteínas cas, solos o en cualquier combinación con uno o más espaciadores CRISPR para modular la 
resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la 
transcripción del mismo.  
 15 
En algunas modalidades, uno o más de los genes y/o proteínas cas se presentan naturalmente en una célula 
receptora y uno o más espaciadores heterólogos se integra/son integrados o insertados adyacentes a uno o más de 
los genes o proteínas cas. En algunas modalidades, uno o más de los genes y/o proteínas cas es/son heterólogas a 
la célula receptora y uno o más de los espaciadores es/son homólogos o heterólogos. En algunas modalidades 
preferidas, los espaciadores están integrados o insertados adyacentes a uno o más de los genes o proteínas cas.  20 
 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos y composiciones para el uso de 
uno o más genes o proteínas cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR para modular la resistencia en una célula 
(por ejemplo, una célula receptora) contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo. 
 25 
En otras modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos y composiciones para el uso de uno o 
más genes o proteínas cas, por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un espaciador CRISPR para 
modular la resistencia en una célula (por ejemplo, una célula receptora) contra un ácido nucleico objetivo o un 
producto de transcripción del mismo.  
 30 
Las estructuras CRISPR se encuentran típicamente en la vecindad de cuatro genes nombrados cas1 a cas4. El 
arreglo más común de estos genes es cas3-cas4-cas1-cas2. La proteína cas3 parece ser una helicasa, 
considerando que Cas4 se parece a la familia RecB de las exonucleasas y contiene una porción rica en cisteína, 
sugestiva del enlace del ADN. Cas1 es generalmente muy básica y es la única proteína Cas encontrada de forma 
consistente en todas las especies que contienen las ubicaciones CRISPR. Cas2 aún no se ha caracterizado, cas1-4 35 
son caracterizados típicamente por su proximidad cercana a las ubicaciones CRISPR y su distribución amplia a 
través de las especies bacterianas y arqueobacterianas. Aunque no todos los genes cas1-4 se asocian con todos las 
ubicaciones CRISPR, todos se encuentran en los subtipos múltiples.  
 
Además, existen otros grupos de tres genes asociados con las estructuras CRISPR en muchas especies 40 
bacterianas, referidas en la presente como cas1 B, cas5 y cas6 (Ver, Bolotin et al., [2005], supra). Se nota que la 
nomenclatura de los genes cas está en el flujo. Así, el texto en la presente debe tomarse en el contexto. En algunas 
modalidades preferidas, el gen cas se selecciona del cas1, cas2, cas3, cas4, cas 1B, cas5 y/o cas6. En algunas 
modalidades preferidas, el gen del cas es cas1. En aún otras modalidades, el gen cas se selecciona de los 
fragmentos cas1, cas2, cas3, cas4, cas1B, cas5 y/o cas6, variantes, homólogos y/o derivados de los mismos. En 45 
algunas modalidades adicionales, una combinación de dos o más genes cas encuentra uso, que incluye cualquier 
combinación adecuada, incluyendo aquéllas proporcionadas en WO 07/025097. En algunas modalidades, se 
proporciona una pluralidad de genes cas. En algunas modalidades, existe una pluralidad de diferentes y/o mismos 
genes cas, o cualquier combinación de los mismos, proporcionados en la WO 07/025097.  
 50 
En algunas modalidades, los genes cas comprenden ADN, mientras que en otras modalidades, los cas comprenden 
ARN. En algunas modalidades, el ácido nucleico es de origen genómico, mientras que en otras modalidades, es de 
origen sintético u origen recombinante. En algunas modalidades, los genes cas son de doble hebra o de una sola 
hebra que representan ya sea la hebra sentido o antisentido o combinaciones de la misma. En algunas modalidades, 
los genes cas son preparados por el uso de técnicas de ADN recombinantes (por ejemplo, ADN recombinante), 55 
como se describió en la presente.  
 
Como se describió en la presente, en algunas modalidades, el gen cas comprende un fragmento de un gen cas (es 
decir, este fragmento del gen cas comprende una porción de una secuencia del tipo natural). En algunas 
modalidades, la secuencia comprende por lo menos aproximadamente 30%, por lo menos aproximadamente 40%, 60 
por lo menos aproximadamente 50%, por lo menos aproximadamente 60%, por lo menos aproximadamente 65%, 
por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 75%, por lo menos aproximadamente 80%, 
por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 95%, 
por lo menos aproximadamente 96%, por lo menos aproximadamente 97%, por lo menos aproximadamente 98%, o 
por lo menos aproximadamente 99% de la secuencia del tipo natural.  65 
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En algunas modalidades se prefiere que el gen cas sea el gen cas que está más cercano a la secuencia líder o la 
primera repetición CRISPR en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR – tal como cas4 o cas6.  
 
En algunas modalidades, la proteína Cas se selecciona de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1 B, Cas5 y/o Cas6, así 
como los fragmentos, variantes, homólogos y/o derivados de los mismos. En algunas modalidades adicionales, la 5 
proteína Cas se selecciona de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1B, Cas5 y/o Cas6, y combinaciones de los mismos, 
como se describió en la WO 07/025097. En aún otras modalidades adicionales, la proteína Cas se selecciona de uno 
o más de Cas1, Cas2, Cas3, Cas4, Cas1 B, Cas5 y/o Cas6 o una pluralidad de mismas y/o diferentes proteínas Cas, 
en cualquier número conveniente y/o combinación.  
 10 
El término “proteína Cas” también abarca una pluralidad de proteínas Cas (por ejemplo, entre aproximadamente 2 y 
aproximadamente 12 proteínas Cas, más preferentemente, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 11 
proteínas Cas, más preferentemente, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 10 proteínas Cas, más 
preferentemente, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 9 proteínas Cas, más preferentemente, entre 
aproximadamente 4 y aproximadamente 8 proteínas Cas, y más preferentemente, entre aproximadamente 4 y 15 
aproximadamente 7 genes de las proteínas; tales como 4, 5, 6, o 7 proteínas Cas).  
 
En algunas modalidades, las proteínas Cas se codifican por genes cas que comprenden ADN, mientras que en otras 
modalidades, las cas comprenden ARN. En algunas modalidades, los ácidos nucleicos son de origen genómico, 
mientras que en otras modalidades, es de origen sintético u origen recombinante. En algunas modalidades, los 20 
genes cas que codifican a las proteínas Cas son de doble hebra o de una sola hebra ya sea que representen la 
hebra sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. En algunas modalidades, los genes cas son preparados 
mediante el uso de técnicas de ADN recombinantes (por ejemplo, el ADN recombinante), como se describe en la 
presente. 
 25 
Se proporcionan métodos para identificar un gen cas para el uso en la modulación de la resistencia de una célula 
contra un ácido nucleico objetivo o producto de transcripción del mismo que comprende las etapas de: preparar una 
célula que comprende por lo menos un espaciador CRISPR y por lo menos dos repeticiones CRISPR; diseñando la 
célula tal que comprenda por lo menos un gen cas; y determinando si la célula modula la resistencia contra el ácido 
nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo, en donde la modulación de la resistencia de la célula 30 
contra los ácidos nucleicos objetivo o producto de la transcripción del mismo es indicativa de que el gen cas es útil 
para modular la resistencia de la célula. 
 
Se proporcionan métodos y uno o más de los genes cas útiles en el diseño de células (por ejemplo, células 
receptoras). En algunas modalidades preferidas, se usan uno o más genes cas para diseñar una célula (por ejemplo, 35 
una célula receptora), que en combinación con uno o más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR y uno 
o más espaciadores CRISPR encuentran uso en la modulación de la resistencia de una célula contra un ácido 
nucleico objetivo o un producto de transcripción del mismo. Por ejemplo, en algunas modalidades, los genes cas son 
insertados en el ADN de una célula (por ejemplo, plásmido y/o ADN genómico de una célula receptora) usando 
cualquier método conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades adicionales, los genes cas se usan 40 
como una plantilla a partir de la cual se modifica (por ejemplo, mutar) el ADN de una célula (por ejemplo, plásmido 
y/o ADN genómico de una célula receptora), tal que los genes cas se crean o forman en el ADN de la célula. En 
algunas modalidades, los genes cas están presentes en por lo menos un constructo, por lo menos un plásmido, y/o 
por lo menos un vector que son introducidos en la célula, usando cualquier método conveniente conocido en el arte.  
 45 
En algunas modalidades, los genes cas comprenden por lo menos un grupo cas seleccionado de cualquiera de una 
o más SEQ ID NOS: 461, 466, 473, 478, 488, 493, 498, 504, 509, y 517. En modalidades adicionales, los genes cas 
comprenden cualquiera de una o más de las SEQ ID NOS: 462-465, 467-472, 474-477, 479-487, 489-492, 494-497, 
499-503, 505-508, 510-517, usadas exclusivamente o juntas en cualquier combinación conveniente. En algunas 
modalidades preferidas, los grupos son usados en combinación con uno o más, preferentemente, dos o más 50 
repeticiones CRISPR y opcionalmente uno o más espaciadores CRISPR. En algunas modalidades adicionales, uno 
o más genes o proteínas cas son usados en combinaciones convenientes.  
 
Como se indica en la presente, un conjunto dado de genes o proteínas cas siempre está asociado con una 
secuencia repetida dada dentro de una ubicación CRISPR particular. Así, genes o proteínas cas parecen ser 55 
específicas para una repetición de ADN dado (es decir, genes o proteínas cas y la secuencia repetida forman un par 
funcional).  
 
Por consiguiente, las combinaciones particulares de uno o más genes o proteínas cas y uno o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR se usan con objeto de que un espaciador CRISPR confiera 60 
resistencia contra un ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo en una célula (por ejemplo, 
una célula receptora). Por consiguiente, se ha encontrado sorprendentemente que no es posible usar simplemente 
cualquier gen o proteína cas o cualquier repetición CRISPR. En cambio, es una característica de la presente 
invención que la combinación sea funcional. 
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En el contexto de la combinación de la proteína o gen cas y las repeticiones CRISPR descrita en la presente, el 
término “funcional” significa que la combinación es capaz de conferir resistencia a un ácido nucleico objetivo o un 
producto de la transcripción del mismo cuando se usó junto con un espaciador CRISPR que se alinea con o es 
homólogo a un ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo. Como se usa en la presente, los 
términos “combinación cas y la repetición CRISPR funcional” y “combinación del gen cas y la repetición CRISPR 5 
funcional” incluye una combinación funcional en la que cas es un gen cas o una proteína Cas.  
 
Adecuadamente, uno o más genes o proteínas cas y/o uno o más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR 
se derivan de la misma célula (por ejemplo, la misma célula receptora). En algunas modalidades, el término 
“derivable” es sinónimo del término “obtenible,” como se usó en el contexto. En algunas modalidades preferidas, el 10 
término “derivable” también es sinónimo de “derivado”, como se usó en el contexto, debido a que no se pretende que 
la presente invención se limite específicamente a elementos que se “deriven”. En algunas modalidades, el término 
“derivado” es sinónimo del término” obtenido,” como se usó en el contexto.  
 
En algunas modalidades, uno o más genes o proteínas cas y/o uno o más, preferentemente, dos o más repeticiones 15 
CRISPR se derivan de la misma ubicación CRISPR dentro de un genoma o plásmido, preferentemente un genoma o 
plásmido de la misma cepa, especie o género. En algunas modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas 
cas y/o uno o más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR se derivan de la misma ubicación CRISPR 
dentro de un solo genoma o plásmido, preferentemente, un solo genoma o plásmido de la misma cepa, especie o 
género. En algunas modalidades, uno o más genes o proteínas cas y uno o más, preferentemente, dos o más 20 
repeticiones CRISPR que se co-presentan naturalmente. En modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas 
cas y uno o más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en la misma 
célula (por ejemplo, la célula receptora). En modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas cas y uno o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en el mismo genoma de una célula 
(por ejemplo, la célula receptora). Aún en modalidades adicionales, uno o más genes o proteínas cas y uno o más, 25 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente en el mismo genoma de una cepa, 
especies o géneros. En algunas modalidades preferidas adicionales, la presente invención proporciona cualquier 
combinación conveniente de ácidos nucleicos que consisten esencialmente en por lo menos dos repeticiones 
CRISPR y por lo menos un gen o proteína cas.  
 30 
En algunas modalidades, el término “consiste esencialmente de” se refiere a una combinación de por lo menos dos 
repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteína cas excluyendo por lo menos a un componente adicional de 
una ubicación CRISPR (por ejemplo, la ausencia de uno o más espaciadores CRISPR) y/o la ausencia de una o más 
secuencias líder comúnes de una ubicación CRISPR. En algunas modalidades alternativas, el término “consiste 
esencialmente de” se refiere a una combinación de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o 35 
proteína cas solamente, que excluye a todos los otros componentes de una ubicación CRISPR (por ejemplo, una 
ubicación CRISPR que se presenta naturalmente). En algunas modalidades adicionales, el término “consiste 
esencialmente de” se refiere a una combinación de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o 
proteína cas solamente, que excluye a por lo menos un componente adicional de una ubicación CRISPR, que 
excluye preferentemente a por lo menos un componente adicional de una ubicación CRISPR que se presenta 40 
naturalmente. Incluso, en alguna modalidad adicional, el término “consiste esencialmente de” se refiere a una 
combinación de por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteína cas, con la condición de 
que por lo menos un componente adicional de la ubicación CRISPR natural esté ausente (por ejemplo, 
substancialmente ausente). Así, se pretende que el término encuentre un uso en el contexto. En algunas 
modalidades, la presente invención proporciona cualquier combinación conveniente de por lo menos dos 45 
repeticiones CRISPR y por lo menos un gen o proteína cas, con la condición que todos los otros componentes de la 
ubicación CRISPR estén ausentes (por ejemplo, substancialmente ausentes), preferentemente que todos los otros 
componentes de la ubicación CRISPR de la combinación natural de repeticiones CRISPR y genes cas estén 
ausentes. En algunas modalidades adicionales, se usan uno o más genes o proteínas cas en combinación o junto 
con por lo menos uno o más espaciadores CRISPR. En algunas modalidades adicionales, se usan uno o más genes 50 
o proteínas cas en combinación o junto con por lo menos uno o más espaciadores CRISPR y por lo menos, uno o 
más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR. En algunas modalidades, los espaciadores CRISPR se o 
son derivados de un organismo (por ejemplo, un organismo donador) que es diferente a la célula (por ejemplo, la 
célula receptora) a partir de la cual uno o más genes o proteínas cas y/o uno o más, preferentemente, dos o más 
repeticiones CRISPR se derivan.  55 
 
Se proporcionan varias disposiciones de repeticiones CRISPR y genes o proteínas cas, combinaciones repetición 
cas-CRISPR funcionales. En algunas modalidades, la combinación comprende, consiste o consiste esencialmente 
de por lo menos cualquiera de aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 
12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, 60 
aproximadamente 18, aproximadamente 19, o aproximadamente 20 repeticiones CRISPR en combinación con 
cualquiera de aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 
5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, 
aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, 
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, o aproximadamente 20 65 
genes o proteínas cas (por ejemplo, 16 repeticiones CRISPR y 12 genes o proteínas cas o 18 repeticiones CRISPR 
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y 20 genes o proteínas cas o cualquier otra combinación de las mismas). La presente invención proporciona 
repeticiones CRISPR y genes cas dispuestos de varias maneras, como se establece en la WO 07/025097. En 
algunas modalidades en las que la combinación de un gen cas y una repetición CRISPR comprende más de un gen 
cas, se entenderá que las repeticiones CRISPR se insertan en el extremo 3’ de los genes cas, el extremo 5’ de los 
genes cas, o entre los genes cas, con tal de que por lo menos uno de los genes cas permanezcan en 5 
funcionamiento.  
 
En algunas modalidades, una primera combinación de proteína o gen cas y la repetición CRISPR (que comprende 
por lo menos un gen o proteína cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR, en las que ambas se derivan de la 
misma ubicación CRISPR dentro de un genoma) se usa en combinación con una segunda combinación de proteína 10 
o gen cas y la repetición CRISPR (que comprende por lo menos un gen o una proteína cas y por lo menos dos 
repeticiones CRISPR, en donde ambos se derivan de la misma o diferente ubicación CRISPR dentro de un genoma). 
Por consiguiente, en estas modalidades de la invención, las primeras y segundas combinaciones se derivan de la 
misma o diferente ubicación CRISPR dentro de un genoma. Así, en algunas modalidades, la primera y segunda 
combinaciones de proteína o gen cas y la repetición CRISPR son de diferentes genomas (por ejemplo, de genomas 15 
diferentes dentro del mismo grupo), como se describió a detalle adicionalmente en la presente.  
 
Aún en modalidades adicionales de la presente invención, una primera y/o una segunda combinación de proteína o 
gen cas y la repetición CRISPR (que comprende por lo menos un gen cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR 
derivadas de la misma ubicación CRISPR dentro de un genoma) se usa en la combinación con aproximadamente 3, 20 
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, 
aproximadamente 9, o aproximadamente 10 o más combinaciones de la proteína o gen cas y la repetición CRISPR 
(que comprende cada una de por lo menos un gen o proteína cas y por lo menos dos repeticiones CRISPR 
derivadas del mismo o una ubicación CRISPR diferente dentro de un genoma). Por consiguiente, en estas 
modalidades de la invención, las combinaciones se derivan de los mismos o diferentes ubicaciones CRISPR dentro 25 
de un genoma. En algunas modalidades adicionales de la invención, las combinaciones son de genomas diferentes 
(por ejemplo, genomas diferentes dentro del mismo grupo), como se describió a detalle adicionalmente en la 
presente.  
 
Así, en algunas modalidades, para que la combinación de la proteína o gen cas y la repetición CRISPR confiera 30 
resistencia, las proteína(s) o genes cas y repeticiones CRISPR se co-presentan naturalmente dentro de una 
ubicación CRISPR dada de un genoma. En algunas modalidades, la repeticiones CRISPR y proteína(s) o genes cas 
se co-presentan naturalmente dentro de la misma ubicación CRISPR de un genoma. En algunas modalidades, estas 
combinaciones funcionales tomadas juntas, confieren resistencia contra un ácido nucleico objetivo o un producto de 
la transcripción del mismo.  35 
 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para identificar una combinación 
funcional de una proteína o gen cas y una repetición CRISPR que comprende las etapas de: analizar las secuencias 
(por ejemplo, secuencias de los ácidos nucleicos o proteínas) del gen o proteína cas y la repetición CRISPR; 
identificando uno o más grupos de genes o proteínas cas; identificando uno o más grupos de repeticiones CRISPR; 40 
y combinando esos genes o proteínas cas y secuencias de repeticiones CRISPR que caen dentro del mismo grupo.  
 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención emplea los métodos para identificar una combinación 
funcional de un gen o proteína cas y una repetición CRISPR para usarse en la modulación de la resistencia de una 
célula contra un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo, que comprende las etapas de: 45 
preparar una célula que comprende una combinación de uno o más genes o proteínas cas y una o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR; diseñar la célula tal que contenga uno o más espaciadores 
CRISPR; y determinar si la célula modula la resistencia contra un ácido nucleico objetivo, en donde la modulación de 
la resistencia de la célula contra los ácidos nucleicos objetivo o un producto de la transcripción de los mismos es 
indicativo de que la combinación puede usarse para modular la resistencia de la célula contra los ácidos nucleicos 50 
objetivo.  
 
En algunas modalidades, las secuencias del gen y/o proteína cas y/o las repeticiones CRISPR son o derivan de las 
mismas o diferentes cepas, especies, géneros, y/u organismos. En algunas modalidades, la combinación comprende 
ADN y/o ARN de origen genómico, recombinante, y/o sintético. En algunas modalidades, las repeticiones CRISPR 55 
comprenden ADN y/o ARN de origen genómico, recombinante y/o sintético. En algunas modalidades, los genes cas 
comprenden ADN y/o ARN de origen genómico, recombinante y/o sintético. De hecho, se pretende que la presente 
invención abarque cualquier combinación de ADN y/o ARN para cada uno de los elementos (por ejemplo, el gen cas 
y/o las repeticiones CRISPR). En algunas modalidades, los elementos se analizan usando cualquier método 
conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades preferidas, el análisis se conduce usando el análisis 60 
dotplot (grafica de puntos). En algunas modalidades, el gen cas y/o repeticiones CRISPR son de hebra doble, 
mientras que en otras modalidades, ambas son de una sola hebra, ya representen la hebra sentido o antisentido o 
combinaciones de las mismas. 
 
En algunas modalidades, una o más de las combinaciones funcionales descritas en la presente se usan para diseñar 65 
una célula (por ejemplo, una célula receptora). En algunas modalidades preferidas, se usan una o más 
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combinaciones funcionales para diseñar una célula (por ejemplo, una célula receptora), que en combinación con uno 
o más espaciadores CRISPR encuentran un uso en la modulación de la resistencia de una célula contra un ácido 
nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo. En algunas modalidades, las combinaciones 
funcionales se insertan en el ADN de una célula receptora (por ejemplo, como un plásmido o un ADN genómico de 
una célula) usando cualquier método conveniente conocido en el arte. En algunas modalidades adicionales, las 5 
combinaciones funcionales se usan como una plantilla después a partir de la cual se modifica (por ejemplo, mutar) el 
ADN de una célula receptora (por ejemplo, ADN del plásmido o ADN genómico), tal que se crean combinaciones 
funcionales en el ADN de la célula. Aún en modalidades adicionales, las combinaciones funcionales se clonan en un 
constructo, plásmido, o vector, etc., que se transforma después en la célula, usando métodos tales como aquéllos 
descritos en la presente y conocidos en el arte.  10 
 
En algunas modalidades, la combinación funcional se obtiene o es obtenible mediante un método que comprende 
las etapas de: analizar las secuencias de un gen cas y una repetición CRISPR; identificar uno o más grupos de 
genes cas; identificar uno o más grupos de repeticiones CRISPR; y combinar esos genes cas y secuencias de 
repeticiones CRISPR que caen dentro del mismo grupo, en donde la combinación del gen cas y secuencias de 15 
repetición CRISPR dentro del mismo grupo es indicativo de que la combinación es una combinación funcional. 
 
Como se indicó anteriormente, se encontró sorprendentemente que no es posible intercambiar simplemente 
combinaciones de repetición CRISPR-cas entre cualquier célula (por ejemplo, cualquier cepa, especies o géneros de 
células), ya que esto no resulta necesariamente en combinaciones de repetición CRISPR-cas funcional. De hecho, 20 
para que las combinaciones de repetición CRISPR-cas sean funcionales, necesitan ser compatibles. Así, se 
contempla que no es posible cambiar los genes cas o repeticiones CRISPR entre diferentes ubicaciones CRISPR a 
menos que sean del mismo grupo. Aun más sorprendente es que los grupos no siguen la filogenia del “organismo”. 
Específicamente, dentro de un organismo, puede haber más de un CRISPR. Estos CRISPR pueden pertenecer a 
grupos diferentes, aunque estén presentes en el mismo organismo. Como resultado, se cree que una combinación 25 
de repetición CRISPR-cas funcional requiere que la combinación se cambie dentro de un grupo como opuesto 
dentro de un organismo.  
 
Para evitar dudas, el término “grupo” como se usa en la presente no se refiere a un grupo de genes localizados en la 
misma ubicación (que forman típicamente un operon) sino al rendimiento del análisis de comparación de la 30 
secuencia (por ejemplo, el análisis de comparación de secuencia múltiple y/o alineaciones de la secuencia múltiples 
y/o análisis de gráfica de puntos). Por consiguiente, en algunas modalidades, el análisis del grupo de ubicaciones 
CRISPR se realiza usando varios métodos que son conocidos en el arte (por ejemplo, tal como el análisis de grafica 
de puntos como el descrito en la presente) o la alineación múltiple seguida por el cálculo del dendrograma. En 
algunas modalidades, el grupo es una clase, una familia o un grupo de secuencias. 35 
 
Ventajosamente, el uso de combinaciones de repetición CRISPR-cas que se co-presentan naturalmente proporciona 
para el intercambio de la combinación, ambos dentro y entre una especie dada, haciendo posible diseñar la 
resistencia de una cepa usando la combinación de una cepa diferente.  
 40 
Bacteriófago  
 
Como se usa en la presente, el término “bacteriófago” (o “fago”) tiene su significado convencional como se entiende 
en el arte (es decir, un virus que selectivamente infecta una o más especies bacterianas). Muchos bacteriófagos son 
específicos para un género, especie o cepa particular de bacterias. En algunas modalidades preferidas, los fagos 45 
son capaces de infectar bacterias precursoras y/o células hospedadoras. En algunas modalidades, los bacteriófagos 
son virulentos a la bacteria precursora. En algunas modalidades, los fago son líticos, mientras que en otras 
modalidades, los fagos son lisogénicos.  
 
Un bacteriófago lítico es uno que sigue la trayectoria lítica a través de la realización del ciclo lítico, en lugar de 50 
ingresar a la trayectoria lisogénica. Un bacteriófago lítico experimenta una replicación vírica que conduce a la lisis de 
la membrana celular, destrucción de la célula, y liberación de partículas bacteriófagas de la progenie capaces de 
infectar otras células.  
 
Un bacteriófago lisogénico es aquel con capacidad para ingresar en la trayectoria lisogénica, en la que el 55 
bacteriófago se convierte en una parte pasiva, inactiva, del genoma de la célula a través de una previa conclusión de 
su ciclo lítico.  
 
Los bacteriófagos que encuentran uso en la presente invención incluyen, pero no se limita a bacteriófagos que 
pertenecen a cualquiera de las siguientes familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, 60 
Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, o Tectiviridae. En algunas modalidades, el bacteriófago que 
infecta bacterias que son patogénicas para las plantas y/o animales (incluso a humanos) encuentran un uso 
particular. En algunas modalidades particularmente preferidas, se modula la resistencia de una célula contra un 
bacteriófago.  
 65 
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En algunas modalidades particularmente preferidas, los bacteriófagos de la presente invención incluyen, pero no se 
limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar una bacteria que naturalmente comprende una o más 
ubicaciones CRISPR. Las ubicaciones CRISPR se han identificado en más de 40 procariotas (Ver por ejemplo, 
Jansen et al., MoI. Microbiol., 43: 1565-1575 [2002]; y Mojica et al., [2005]) que incluyen, pero que no se limita a 
Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus, 5 
Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium, 
Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, 
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomonas, 
Desulfovibrio, Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, 
Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema y Thermotoga.  10 
 
En algunas modalidades, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de infectar 
bacterias que pertenecen a los siguientes géneros: Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacilus, 
Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, 15 
Brucella y Xanthomonas.  
 
Aún en modalidades adicionales, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de 
infectar (o transducir) bacterias de ácido láctico, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium, Lactococcus, 
Streptococcus, Lactobacillus (por ejemplo, L. acidophilus), Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, y Oenococcus.  20 
 
Aún en modalidades adicionales, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de 
infectar Lactococcus lacti (por ejemplo, L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris, y L. lactis subsp. lactis 
biovar diacetylactis), Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 
helveticus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium infantis, 25 
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus gasseri, 
Lactobacillus johnsonii o Bifidobacterium longum.  
 
Aún en modalidades adicionales, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos bacteriófagos capaces de 
infectar cualquier bacteria fermentativa susceptible a una alteración mediante una infección del bacteriófago, que 30 
incluye pero que no se limita a procesos para la producción de antibióticos, aminoácidos, y solventes. Productos 
producidos por fermentación que se sabe que experimentan una infección bacteriófaga, y las bacterias de 
fermentación infectadas correspondientes, incluidas las de los tipos de queso Cheddar y el queso cottage 
(Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris), yogur (Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus, Streptococcus thermophilus), queso suizo (S. thermophilus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus), 35 
queso azul (Leuconostoc cremoris), queso italiano (L. 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 40 
butanol (Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharoperbutylacetonicum).  
 
En algunas modalidades preferidas, las bacterias que encuentran uso en la presente invención incluyen, pero no se 
limitan a S. thermophilus, L., delbrueckii. subsp. bulgaricus y/o L. acidophilus.  
 45 
En algunas modalidades particularmente preferidas, los bacteriófagos incluyen, pero no se limitan a, aquellos 
bacteriófagos capaces de infectar bacterias que comprenden una o más ubicaciones CRISPR heterólogas. En 
algunas modalidades, las bacterias comprenden una o más ubicaciones heterólogas CRISPR, y/o uno o más genes 
cas heterólogos, y/o uno o más repeticiones CRISPR heterólogas, y/o uno o más espaciadores heterólogos 
CRISPR.  50 
 
La infección de bacterias por fagos es el resultado de la inyección o transferencia del ADN del fago en las células. 
En algunas modalidades, la infección conduce a la expresión (es decir, la transcripción y traducción) de los ácidos 
nucleicos del bacteriófago dentro de la célula y la continuación del ciclo de vida del bacteriófago. En algunas 
modalidades que involucran al bacteriófago recombinante, también se expresan las secuencias recombinantes 55 
dentro del genoma del fago (por ejemplo, los ácidos nucleicos reporteros). 
 
Se ha encontrado que las secuencias espaciadoras CRISPR en los procariotes tienen a menudo similitudes 
significativas para una variedad de moléculas de ADN, que incluyen tales elementos genéticos como los 
cromosomas, bacteriófagos, y plásmidos conjugativos. Se ha reportado que células que llevan estos espaciadores 60 
CRISPR son incapaces de ser infectados por moléculas de ADN que contienen secuencias homólogas a los 
espaciadores (Ver, Mojica et al., [2005]). 
 
En algunas modalidades de la presente invención, uno o más particular pseudoespaciadores particulares derivados 
del ADN bacteriófago o espaciadores CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o más espaciadores 65 
pseudo-CRISPR se agregan dentro de una ubicación CRISPR de una célula (por ejemplo, una célula receptora) para 
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modular (por ejemplo, proporcionar) resistencia contra un bacteriófago particular, previniendo así, substancialmente 
el ataque del fago.  
 
En algunas modalidades preferidas, las regiones particulares dentro del genoma del fago son dirigidas para preparar 
los pseudoespaciadores, que incluyen pero que no se limitan a genes que codifican a proteínas con especificidad 5 
hospedadora, que incluyen aquéllas que proporcionan el reconocimiento del hospedador de fago particular, tal como 
las helicasas, primasas, proteínas estructurales de cabeza o cola, proteínas con un dominio conservado (por 
ejemplo, huecas, lisina, y otras) o secuencias conservadas entre los genes del fago importantes.  
 
Cualquiera de los ácidos nucleicos que se originan del genoma del fago puede conferir inmunidad contra el fago 10 
cuando se inserta, por ejemplo, entre dos repeticiones en una ubicación CRISPR activo. En algunas modalidades, la 
inmunidad es más “eficiente” cuando el espaciador CRISPR corresponde a una secuencia interna de un gen del 
fago. En algunas modalidades particularmente preferidas, la inmunidad se hace aún más “eficiente” cuando el gen 
codifica una proteína “esencial” (por ejemplo, el antirreceptor). 
 15 
En algunas modalidades preferidas, la presente invención emplea métodos para conferir resistencia a una célula 
(por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o 
más pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones de 
repetición CRISPR-cas funcionales en por lo menos una célula que es substancialmente sensible al bacteriófago; y 
(c) diseñar una o más ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente sensible tal que comprenda uno o más 20 
espaciadores pseudo CRISPR de un bacteriófago o uno o más espaciadores CRISPR que son complementarios u 
homólogos a uno o más pseudoespaciadores CRISPR para suministrar resistencia a la célula.  
 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para conferir resistencia a una célula (por 
ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o más 25 
pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones de 
repetición CRISPR-cas funcionales funcionales en por lo menos una célula que es substancialmente sensible al 
bacteriófago; y (c) insertar uno o más pseudoespaciadores CRISPR de los bacteriófagos o uno o más espaciadores 
CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o más pseudoespaciadores CRISPR en la célula 
substancialmente sensible tal que la célula sea substancialmente resistente al bacteriófago.  30 
 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular el lisotipo de una célula 
bacteriana que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o más pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos 
un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones de repetición CRISPR-cas funcionales funcionales en por lo 
menos una célula que es substancialmente sensible al bacteriófago; y (c) diseñar una o más ubicaciones CRISPR en 35 
la célula substancialmente sensible tal que comprendan uno o más pseudoespaciadores CRISPR de un bacteriófago 
o uno o más espaciadores CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o más pseudoespaciadores 
CRISPR.  
 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular el lisotipo de una célula 40 
bacteriana que comprende las etapas de: (a) proporcionar uno o más pseudoespaciadores CRISPR de por lo menos 
un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones de repetición CRISPR-cas funcionales en por lo menos una 
célula que es substancialmente sensible al bacteriófago; y (c) insertar uno o más de un pseudoespaciadores 
CRISPR de los bacteriófago o uno o más espaciadores CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o 
más los pseudoespaciadores CRISPR en la célula substancialmente sensible.  45 
 
En algunas modalidades preferidas adicionales, la presente invención emplea métodos para conferir resistencia a 
una célula (por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar un 
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriófago que comprende un ácido nucleico objetivo o un producto de la 
transcripción del mismo contra el cual la resistencia será modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador 50 
CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga homología para el pseudoespaciador CRISPR 
del bacteriófago que comprende los ácidos nucleicos objetivo. 
 
En algunas modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para conferir resistencia a una célula 
(por ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar un 55 
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriófago que comprende un ácido nucleico objetivo o un producto de la 
transcripción del mismo contra el cual la resistencia será modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador 
CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga 100% de homología o identidad para el 
pseudoespaciador CRISPR del bacteriófago que comprende los ácidos nucleicos objetivo.  
 60 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular el lisotipo de una célula 
bacteriana que comprende las etapas de: (i) identificar un pseudoespaciador CRISPR en un bacteriófago que 
comprende un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo contra el cual la resistencia será 
modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la 
célula tenga homología para el pseudoespaciador CRISPR del bacteriófago que comprende los ácidos nucleicos 65 
objetivo. 
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En algunas modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular el lisotipo de una célula 
bacteriana que comprende las etapas de: (i) identificar un pseudoespaciador CRISPR en un bacteriófago que 
comprende un ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo contra el cual la resistencia será 
modulada; y (ii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la 5 
célula tenga 100% de homología o identidad para el pseudoespaciador CRISPR del bacteriófago que comprende los 
ácidos nucleicos objetivo.  
 
En algunas modalidades, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana tiene 100% de homología o identidad para 
una secuencia (por ejemplo, como un pseudoespaciador CRISPR) en el bacteriófago que comprende los ácidos 10 
nucleicos objetivo.  
 
En algunas modalidades alternativas, el espaciador CRISPR de la célula bacteriana forma una parte componente de 
una ubicación CRISPR que comprende una combinación de repetición cas CRISPR funcional como se describe en 
la presente.  15 
 
En algunas modalidades particularmente preferidas, los ácidos nucleicos objetivo o un producto de la transcripción 
de los mismos en el bacteriófago es una secuencia de ácidos nucleicos altamente conservada. En algunas 
modalidades adicionales, los ácidos nucleicos objetivo o producto de la transcripción del mismo en el bacteriófago es 
un gen que codifica a una proteína de especificidad hospedadora. En algunas modalidades adicionales, los ácidos 20 
nucleicos objetivo o producto de la transcripción del mismo en el bacteriófago codifica una enzima que es esencial 
para la supervivencia, replicación y/o crecimiento del bacteriófago. Aún en modalidades adicionales, los ácidos 
nucleicos objetivo o producto de la transcripción de los mismos en el bacteriófago codifican una helicasa, primasa, 
una proteína estructural de cabeza o cola, o una proteína con un dominio conservado (por ejemplo, holina, lisina, 
etc.).  25 
 
En algunas modalidades preferidas, las células bacterianas se preparan para tener “susceptibilidad reducida para 
una multiplicación o infección del bacteriófago”. Como se usa en la presente, este término se refiere a bacterias que 
tienen baja o ninguna susceptibilidad a la multiplicación o infección del bacteriófago cuando se compara con las 
bacterias del tipo natural cuando se cultivan (por ejemplo, en un medio lácteo).  30 
 
En algunas modalidades, algunas células bacterianas exhiben “susceptibilidad baja a la multiplicación del 
bacteriófago”. Este término se refiere a que el nivel de multiplicación del bacteriófago en una bacteria está por 
debajo de un nivel, lo cual causaría un efecto nocivo a un cultivo en un período dado de tiempo. Tales efectos 
nocivos en un cultivo incluyen, pero no se limitan a, ninguna coagulación de leche durante la producción de 35 
productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso), reducción inadecuada o lenta del pH durante la 
producción de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso), maduración lenta del queso, y/o 
deterioración de la textura de un alimento al punto en el que sea poco apetecible o impropio para el consumo.  
 
Para un conjunto equivalente de condiciones del cultivo la susceptibilidad bacteriana hacia un bacteriófago de la 40 
presente invención se expresa generalmente en comparación con las bacterias del tipo natural. En algunas 
modalidades, las bacterias tienen aproximadamente 100 veces más baja (eficiencia de formación de placa [EOP] = 
10-2), preferentemente aproximadamente 1000 veces más baja (EOP = 10-3), más preferentemente 10,000 veces 
más baja (EOP = 10-4), y más preferentemente aproximadamente 100,000 veces más baja (EOP=10-5). En algunas 
modalidades preferidas, el nivel de multiplicación del bacteriófago en un cultivo se mide después de 45 
aproximadamente 14 horas de incubación del cultivo, más preferentemente después de aproximadamente 12 horas, 
más aun preferentemente después de aproximadamente 7 horas, aún más preferentemente después de 
aproximadamente 6 horas, aún más preferentemente después de aproximadamente 5 horas, y más preferentemente 
después de aproximadamente 4 horas.  
 50 
En modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para conferir la sensibilidad a una célula (por 
ejemplo, una célula bacteriana) contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (a) proporcionar un 
pseudoespaciador CRISPR de por lo menos un bacteriófago; (b) identificar una o más combinaciones de repetición 
CRISPR-cas funcionales en una célula que es substancialmente resistente al bacteriófago; y (c) diseñar una o más 
ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente sensible tal que comprendan uno o más pseudoespaciadores 55 
CRISPR o uno o más espaciadores CRISPR que son complementarios u homólogos a uno o más 
pseudoespaciadores CRISPR que tienen un grado reducido de homología comparado con uno o más de las 
ubicaciones CRISPR en la célula substancialmente resistente.  
 
En modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular (por ejemplo, reducir) el lisotipo de 60 
una célula (por ejemplo, una célula bacteriana), que comprende uno o más genes o proteínas cas y uno o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR que comprenden las etapas de: (i) identificar un 
pseudoespaciador CRISPR en un bacteriófago contra el cual la resistencia será modulada; y (ii) modificar la 
secuencia del espaciador CRISPR de la célula tal que el espaciador CRISPR de la célula tenga un grado reducido 
de homología al pseudoespaciador CRISPR del bacteriófago que comprende los ácidos nucleicos objetivo. 65 
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Aún en modalidades adicionales, la presente invención emplea métodos para modular (por ejemplo, reducir o 
disminuir) la resistencia de una célula bacteriana que comprende uno o más genes o proteínas cas y uno o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR contra un bacteriófago que comprende las etapas de: (i) identificar 
uno o más pseudoespaciadores CRISPR en un bacteriófago contra el cual la resistencia será modulada; (ii) 
identificar un espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la que la resistencia será modulada, que es homóloga a 5 
los pseudoespaciadores CRISPR; y (iii) modificar la secuencia del espaciador CRISPR en la célula bacteriana en la 
que la resistencia será modulada tal que el CRISPR espaciador tenga un grado más bajo de homología para los 
pseudoespaciadores CRISPR del bacteriófago contra el cual la resistencia será modulada.  
 
En algunas modalidades, el espaciador CRISPR de la célula tiene un grado reducido de homología (por ejemplo, 10 
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, 
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, 
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, 
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, 
aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 90, o 15 
aproximadamente 95% de reducción en homología) comparado con los pseudoespaciadores CRISPR del 
bacteriófago contra el cual la resistencia será modulada.  
 
En algunas modalidades, las células bacterianas se preparan usando métodos de la presente invención, tal que las 
células tengan una “susceptibilidad aumentada para la multiplicación del bacteriófago”. Como se usa en la presente, 20 
este término se refiere a bacterias que tienen un aumento o susceptibilidad superior para la multiplicación del 
bacteriófago cuando se compararon con las bacterias del tipo natural cuando se cultivan (por ejemplo, en un medio 
lácteo). 
 
En algunas modalidades, el término “susceptibilidad alta para la multiplicación del bacteriófago” se refiere al nivel de 25 
multiplicación del bacteriófago en una bacteria que está por arriba de un nivel que causaría un efecto nocivo a un 
cultivo en un período dado de tiempo. Tales efectos nocivos en un cultivo incluyen, pero no se limitan a, ninguna 
coagulación de leche durante la producción de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o queso), 
reducción lenta o inadecuada del pH durante la producción de productos de leche fermentados (por ejemplo, yogur o 
queso), maduración lenta del queso, y/o deterioración de la textura de un alimento al punto en el que sea poco 30 
apetecible o impropio para el consumo.  
 
Para un conjunto equivalente de condiciones del cultivo la susceptibilidad bacteriana hacia un bacteriófago de la 
presente invención se expresa generalmente en comparación con las bacterias del tipo natural. En algunas 
modalidades, las bacterias tienen aproximadamente 100 veces más baja (eficiencia de formación de placa [EOP] = 35 
10-2), preferentemente aproximadamente 1000 veces más baja (EOP = 10-3), más preferentemente 10,000 veces 
más baja (EOP = 10-4), y más preferentemente aproximadamente 100,000 veces más baja (EOP=10-5). En algunas 
modalidades preferidas, el nivel de multiplicación del bacteriófago en un cultivo se mide después de 
aproximadamente 14 horas de incubación del cultivo, más preferentemente después de aproximadamente 12 horas, 
aún más preferentemente después de aproximadamente 7 horas, aún más preferentemente después de 40 
aproximadamente 6 horas, aún más preferentemente después de aproximadamente 5 horas, y más preferentemente 
después de aproximadamente 4 horas.  
 
En algunas modalidades preferidas, un espaciador CRISPR se flanquea por dos repeticiones CRISPR (es decir, un 
espaciador CRISPR tiene por lo menos una repetición CRISPR a cada lado). 45 
 
En algunas modalidades de la presente invención, la bacteria precursora (por ejemplo, la “cepa bacteriana 
precursora”) se expone (por ejemplo, iterativamente, secuencialmente, simultáneamente o substancialmente 
simultáneamente) a más de un bacteriófago (por ejemplo, una mezcla de uno o más fagos). En algunas 
modalidades, la cepa bacteriana precursora es sensible a cada uno de los bacteriófagos que se exponen en la 50 
mezcla, mientras que en otras modalidades, la cepa bacteriana es sensible a alguno de los bacteriófagos, pero es 
resistente a otros.  
 
Como se usa en la presente, el término “secuencias de marcado” se refiere a la porción de un fragmento de ADN 
adicional que se deriva del genoma de uno o más bacteriófagos (por ejemplo, la mejor hebra del genoma de uno o 55 
más bacteriófagos) en el que la bacteria precursora se expone de acuerdo con métodos de la presente invención y 
se usa como una etiqueta o una marca (por ejemplo, proporcionando una única etiqueta o una única marca).  
 
Las secuencias de marcado son típicamente una secuencia que es una secuencia que se presenta naturalmente en 
el bacteriófago. Preferentemente, las secuencias de marcado tienen por lo menos aproximadamente 90%, 60 
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% o aproximadamente 
99% de identidad para la secuencia que se presenta naturalmente en el bacteriófago (por ejemplo, el genoma del 
bacteriófago del cual se deriva). En algunas modalidades más preferidas, las secuencias de marcado tienen 
aproximadamente 100% de identidad para la secuencia que se presenta naturalmente en el bacteriófago (por 
ejemplo, el genoma del bacteriófago del cual se deriva).  65 
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En algunas modalidades, las secuencias de marcado tienen menos de aproximadamente 40%, aproximadamente 
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%, 
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% de identidad para 
cualquiera de otros espaciadores CRISPR o centro espaciador CRISPR en una o más ubicaciones CRISPR de la 
bacteria etiquetada.  5 
 
En algunas modalidades, las secuencias de marcado tiene menos de aproximadamente 40%, aproximadamente 
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%, 
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% de identidad para 
cualquier otra secuencia en una o más ubicaciones CRISPR de la bacteria etiquetada. 10 
 
En algunas modalidades adicionales, las secuencias de marcado tienen una secuencia que es idéntica a una 
secuencia (por ejemplo, como un espaciador CRISPR) en la ubicación CRISPR de la bacteria. En algunas 
modalidades adicionales, las secuencias de marcado tienen una secuencia que es idéntica a una secuencia (por 
ejemplo, un espaciador CRISPR) en la ubicación CRISPR de la bacteria aparte de una o más polimorfismos del 15 
nucleótido simples (por ejemplo, uno o dos polimorfismos del nucleótido simples).  
 
En algunas modalidades preferidas, las secuencias de marcado tienen por lo menos aproximadamente 20 
nucleótidos en longitud, mientras que en algunas modalidades particularmente preferidas es de aproximadamente 20 
hasta aproximadamente 58 nucleótidos en longitud. 20 
 
En algunas modalidades particularmente preferidas, por lo menos una secuencia de marcado se integra en la 
bacteria precursora. En algunas modalidades adicionales, también se integra por lo menos una secuencia duplicada 
(por ejemplo, una secuencia de repetición duplicada CRISPR) derivada del genoma de la bacteria precursora o uno 
o más plásmidos de la bacteria precursora (por ejemplo, megaplásmidos). No se pretende que la presente invención 25 
se limite a cualquier mecanismo particular o teoría. Sin embargo, se cree que por lo menos una secuencia duplicada 
se copie o replique desde el genoma de la bacteria precursora. En particular, se cree típicamente que la secuencia 
de repetición CRISPR en una ubicación CRISPR se duplica y la secuencia de marcado se integra en el genoma de 
la bacteria inmediatamente después (es decir, en corriente abajo) de las nuevas repeticiones CRISPR duplicadas.  
 30 
En algunas modalidades particularmente preferidas, por lo menos una secuencia duplicada es una secuencia de 
repetición CRISPR que tiene por lo menos aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, 
aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, o aproximadamente 99% de identidad para las repeticiones 
CRISPR en una o más ubicaciones CRISPR de la bacteria precursora y/o bacteria etiquetada. Más preferentemente, 
por lo menos una secuencia duplicada es una secuencia de repetición CRISPR que tiene por lo menos 35 
aproximadamente 100% de identidad para las repeticiones CRISPR en una o más ubicaciones CRISPR del bacteria 
precursora y/o bacteria etiquetada. En algunas modalidades preferidas, la secuencia duplicada es por lo menos de 
aproximadamente 24 nucleótidos en longitud, mientras que en algunas modalidades particularmente preferidas es de 
aproximadamente 24 hasta aproximadamente 40 nucleótidos en longitud. 
 40 
En algunas modalidades preferidas, por lo menos una secuencia de marcado y por lo menos una secuencia 
duplicada se integran en la bacteria precursora. No se pretende que la presente invención se limite a cualquier 
mecanismo particular o teoría. Sin embargo, se cree que cada vez que, una secuencia de marcado se integra en el 
genoma de la bacteria precursora, esta se acompaña por la integración iterativa, secuencial, simultánea o 
substancialmente simultánea de por lo menos una secuencia duplicada. Por consiguiente, por lo menos un par de 45 
secuencias que comprenden las secuencias de marcado y la secuencia duplicada se integran en la bacteria 
precursora, resultando en una bacteria etiquetada. 
 
En algunas modalidades preferidas, por lo menos una secuencia de marcado y por lo menos una secuencia 
duplicada se integran adyacentes entre sí. Más preferentemente, por lo menos una secuencia de marcado y por lo 50 
menos una secuencia duplicada se integran directamente adyacente entre sí, tal que no existan nucleótidos que 
intervengan entre las secuencias.  
 
En algunas modalidades, la secuencia duplicada se adjunta, enlaza o fusiona a un extremo (por ejemplo, el extremo 
5’ o 3’) de la secuencia de marcado. Preferentemente, la secuencia duplicada se adjunta, enlaza o fusiona al 55 
extremo 5’ de la secuencia de marcado. Por consiguiente, siguiendo la integración de un solo par de secuencias, la 
secuencia duplicada es la primer secuencia en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR y secuencia de marcado será 
la segunda (por ejemplo, la próxima) secuencia en la ubicación CRISPR, en corriente abajo de la secuencia 
duplicada. En algunas modalidades preferidas, las secuencias se adjuntan directamente, se enlazan directamente o 
fusionan directamente tal que no existan nucleótidos que intervengan entre la secuencia duplicada y la secuencia de 60 
marcado. 
 
Así, en algunas modalidades, una secuencia duplicada y un par de la secuencia de marcado se integran en el 
genoma de la bacteria precursora para dar lugar a una bacteria etiquetada. La secuencia duplicada se deriva, se 
puede derivar, se obtiene o se puede obtener del genoma de la bacteria precursora y la secuencia de marcado se 65 
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deriva, se puede derivar, se obtiene o se puede obtener del genoma del bacteriófago que se usa para infectar a la 
bacteria precursora.  
 
Sorprendentemente, se ha encontrado incluso que en algunas modalidades, se integran pares múltiples de 
secuencias en el genoma de la bacteria precursora. De acuerdo a estas modalidades, los pares múltiples 5 
comprenden un primer par que comprende una secuencia duplicada y una secuencia de marcado, y un segundo par 
que comprende una segunda secuencia duplicada y una segunda secuencia de marcado. La segunda secuencia 
duplicada comprende típicamente la misma secuencia (por ejemplo, mayor que aproximadamente 95%, 
aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%, o 
aproximadamente 100% de identidad) como la primera secuencia duplicada. Las secuencias de marcado 10 
comprenden típicamente una secuencia diferente (por ejemplo, menos de aproximadamente 40%, aproximadamente 
30%, aproximadamente 20%, aproximadamente 10%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%, 
aproximadamente 3%, aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0% identidad) a la primera 
secuencia de marcado. Este también es el caso en modalidades en las que se integran pares adicionales de 
secuencias.  15 
 
Por consiguiente, la configuración de los pares múltiples comprende típicamente: 
 
[secuencia de marcado - secuencia duplicada]n 
 20 
en donde n = 2, 3, 4, 5, 6, o más.  
 
Preferentemente, la configuración de los pares múltiples comprende típicamente:  
 
[secuencia de marcado - repetición CRISPR]n,  25 
 
en donde n = 2, 3, 4, 5, 6, o más.  
 
En algunas modalidades, la configuración de los pares múltiples es:  
 30 
5’-[ secuencia de marcado - secuencia duplicada]n

-3’ 
 
en donde n = 2, 3, 4, 5, 6, o más.  
 
Preferentemente, la configuración de los pares múltiples es:  35 
 
5’-[secuencia de marcado - repetición CRISPR]n

-3’ 
 
en donde n = 2, 3, 4, 5, 6, o más. 
 40 
Por consiguiente, en algunas modalidades, los pares múltiples de secuencias se integran en la bacteria precursora. 
En algunas modalidades, las secuencias de marcado se integran adyacente a: (i) una secuencia duplicada que es 
homóloga (por ejemplo, idéntica) a una secuencia que se presenta naturalmente en la bacteria precursora; (ii) una 
secuencia duplicada que es homóloga (por ejemplo, idéntica) a una secuencia que se presenta naturalmente en la 
ubicación CRISPR de la bacteria precursora; o (iii) más preferentemente, una secuencia duplicada que es homóloga 45 
(por ejemplo, idéntica) a una repetición CRISPR que se presenta naturalmente en la ubicación CRISPR de la 
bacteria precursora. 
 
Siguiendo cada exposición de una bacteria precursora para un bacteriófago dado en experimentos independientes, 
la secuencia de marcado en cada una de las bacterias etiquetadas presenta una secuencia del nucleótido diferente, 50 
creando así, una secuencia que es única para cada bacteria. Así, sin limitarse por cualquier teoría particular, se cree 
que luego de la exposición de una bacteria precursora para un bacteriófago dado, la secuencia de marcado que se 
integra en una bacteria precursora se selecciona aparentemente al azar del genoma del bacteriófago. Sin embargo, 
no se pretende que la presente invención se limite a eventos de integración aleatorios.  
 55 
Ventajosamente, este descubrimiento sorprendente se utiliza en el contexto de la presente invención en virtud del 
hecho de que la secuencia de marcado seleccionada aleatoriamente proporciona una única marca o etiqueta en la 
bacteria etiquetada. Sorprendentemente, también se ha encontrado que cuando la misma bacteria precursora se 
expone al mismo bacteriófago, la secuencia de marcado que se integra en los experimentos independentes/distintos 
es de una secuencia diferente, produciendo una única etiqueta en la bacteria etiquetada siguiendo cada exposición.  60 
 
En algunas modalidades, las secuencias de marcado seleccionadas aleatoriamente se identifican en la bacteria 
etiquetada en virtud de una o más de las siguientes propiedades de la secuencia de marcado:  
 
(1) La ubicación de la secuencia de marcado en una o más ubicaciones CRISPR del mutante insensible al 65 
bacteriófago. Como se describe en la presente, las secuencias de marcado se localizan típicamente en un y/o 
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ambos extremos (por ejemplo, los extremos 5’ y/o 3’, más preferentemente, el extremo 5’) de la ubicación CRISPR 
de la bacteria etiquetada. 
 
(2) La secuencia de marcado tiene un grado alto de homología o identidad (por ejemplo, 100% de identidad) a una 
secuencia en el genoma del bacteriófago en el que la bacteria precursora fue expuesta; y/o  5 
 
(3) La secuencia de marcado se fusiona, enlaza o anexa a (por ejemplo, directamente fusionado, enlazado o 
anexado) por lo menos a una secuencia (por ejemplo, una repetición CRISPR) que se duplica desde el genoma de la 
bacteria precursora. Típicamente, como se describe en la presente, este par adicional de secuencias se localiza en 
uno y/o ambos extremos (por ejemplo, los extremos 5’ y/o 3’, preferentemente, el extremo 5’) de la ubicación 10 
CRISPR de la bacteria etiquetada.  
 
En algunas modalidades de marcado/etiquetación proporcionadas en la presente, una o más secuencias de 
marcado y/o una o más secuencias duplicadas (por ejemplo, la repetición CRISPR duplicada desde la bacteria 
precursora) se integra en la ubicación CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades preferidas, uno o 15 
más pares de secuencia de marcado-secuencia duplicada se describen en la presente para integrarse en la 
ubicación CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades, las secuencias marcadas y/o secuencias 
duplicadas se integran dentro de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora. En algunas otras modalidades, las 
secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en uno o en ambos extremos de la ubicación CRISPR 
de la bacteria precursora. Aún en modalidades adicionales, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se 20 
integran a ambos extremos de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora, tal que las secuencias están en el 
extremo 5’ y 3’ de la ubicación CRISPR. Una de las secuencias duplicadas será típicamente la primera secuencia en 
el extremo 5’ de la ubicación CRISPR y las secuencias de marcado estarán inmediatamente en corriente abajo de la 
secuencia duplicada. La otra secuencia duplicada estará en la última secuencia en el extremo 3’ de la ubicación 
CRISPR y la secuencia de marcado estará inmediatamente en corriente arriba de la secuencia duplicada.  25 
 
En algunas modalidades, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas integran una o más ubicaciones 
CRISPR. Aún en modalidades adicionales, las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en un 
extremo de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora, tal que las secuencias estén en el extremo 3’ de la 
ubicación CRISPR. La secuencia duplicada estará en la última secuencia en el extremo 3’ de la ubicación CRISPR y 30 
las secuencias de marcado estarán inmediatamente en corriente arriba de la secuencia duplicada. Preferentemente, 
las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en un extremo de la ubicación CRISPR de la 
bacteria precursora tal que las secuencias estén en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR. La secuencia duplicada 
es la primera secuencia en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR y la secuencia de marcado está inmediatamente 
en dirección descendente de la secuencia duplicada.  35 
 
Como se describe en la presente, las secuencias de marcado son una marca específica de cepa en el sentido en el 
que las secuencias de marcado que se integran o se insertan desde el bacteriófago en la bacteria precursora es 
diferente en cada momento en el que la bacteria precursora (por ejemplo, la misma bacteria precursora) se expone 
al bacteriófago (por ejemplo, el mismo bacteriófago). Aquí, la secuencia de marcado encuantra un uso como una 40 
única etiqueta para una cepa bacteriana dada.  
 
Las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas se integran en una o más ubicaciones CRISPR diferentes, 
mientras que en otras modalidades, dos o más secuencias de marcado diferentes y/o secuencias duplicadas se 
integran en una ubicación CRISPR, y aún en modalidades adicionales, dos o más secuencias de marcado diferentes 45 
y/o secuencias duplicadas se integran cada una en dos o más ubicaciones CRISPR diferentes. Cada una de las 
secuencias de marcado de cada uno de los bacteriófagos y/o cada una de las secuencias duplicadas (por ejemplo, 
las repeticiones CRISPR duplicadas) de la bacteria precursora puede integrarse en la misma ubicación CRISPR.  
 
En algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se 50 
integran en uno o ambos extremos de la misma ubicación CRISPR. En algunas modalidades adicionales, cada una 
de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se integran en el extremo 5’ y/o 3’ de la 
misma ubicación CRISPR. Preferentemente, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las 
secuencias duplicadas se integran en el extremo 5’ de la misma ubicación CRISPR. En algunas modalidades 
adicionales, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas de la bacteria 55 
precursora se integran iterativamente, simultáneamente o substancialmente de forma simultánea. En algunas 
modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se integran 
secuencialmente, por medio de las cuales la primera secuencia de marcado y/o la primera secuencia duplicada se 
integra en la bacteria precursora. Una segunda secuencia de marcado desde un segundo bacteriófago y/o otra 
secuencia duplicada se integran en la bacteria precursora. Adecuadamente, las secuencias de marcado y/o la 60 
secuencia duplicada se integran en el ADN cromosomático de la bacteria precursora.  
 
En algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o cada una de las secuencias duplicadas se 
integran en un extremo (por ejemplo, el extremo 5’) de la misma ubicación CRISPR adyacente (por ejemplo, 
contiguo) entre sí. Así, en algunas modalidades, cada una de las secuencias de marcado y/o secuencias duplicadas 65 
se integran secuencialmente, por medio de las cuales las primeras secuencias se integran en la bacteria precursora 
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en un extremo (por ejemplo, dentro o en el extremo 5’ y/o 3’) de la ubicación CRISPR. Una segunda secuencia de 
marcado y/o secuencia duplicada puede integrarse entonces en la bacteria precursora adyacente (por ejemplo, 
directamente adyacente) al primer par de secuencias. En algunas modalidades, las segundas secuencias se 
integran en la bacteria precursora adyacente (por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 5’ o 3’ de las 
primeras secuencias. Preferentemente, las segundas secuencias se integran en la bacteria precursora adyacente 5 
(por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 3’ de las primeras secuencias y así sucesivamente. En algunas 
modalidades, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo, próximo a) entre sí dentro de o en el 
extremo 3’ y/o en el extremo 5’ de la misma ubicación CRISPR de la bacteria precursora. En algunas modalidades 
preferidas, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo, próximo a) entre sí en el extremo 5’ de 
la misma ubicación CRISPR de la bacteria precursora. Más preferentemente, cada una de las secuencias se 10 
integran adyacentes (por ejemplo, próximo a) entre sí en corriente arriba del extremo 5’ de la ubicación CRISPR de 
la bacteria precursora. Más preferentemente, cada una de las secuencias se integran adyacentes (por ejemplo, 
próximo a) entre sí en corriente arriba de la repetición 5’ CRISPR de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora. 
El más preferentemente, cada una de las secuencias se integra adyacente (por ejemplo, próximo a) entre sí río 
arriba del primero 5’ repeticiones CRISPR de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora.  15 
 
Bacterias etiquetadas. 
 
Como se usa en la presente, el término “bacterias etiquetadas” y “bacteria etiquetada” se refiere a una bacteria 
precursora, bacterias precursoras, o cepa bacteriana precursora en la cual una o más ubicaciones CRISPR o una 20 
porción de la misma ha sido modificada (por ejemplo, mutada) de tal manera que es insensible a uno o más a los 
bacteriófagos que se han expuesto. Como se describe adicionalmente a detalle en la presente, en algunas 
modalidades, la bacteria etiquetada se expone en más de un bacteriófago (por ejemplo, ya sea iterativamente, 
secuencialmente o simultáneamente), tal que acumula una o más modificaciones genómicas dentro de una o más 
ubicaciones CRISPR de tal manera que se vuelve insensible a cada uno de los bacteriófagos a los que han sido 25 
expuestos. 
 
Para infectar las células, un bacteriófago inyecta o transfiere sus ácidos nucleicos en la célula con los ácidos 
nucleicos del fago que existen independientemente del genoma de la célula. En algunas modalidades, la infección 
resulta en la expresión (es decir, la transcripción y traducción) de ácidos nucleicos del bacteriófago dentro de la 30 
célula y continuación del ciclo de vida del bacteriófago. 
 
En algunas modalidades de la presente invención, después de la exposición al bacteriófago, la bacteria etiquetada 
tiene una reducida o ninguna susceptibilidad a la infección del bacteriófago y/o multiplicación cuando se comparó 
con la bacteria precursora. Como se usa en la presente, el término “susceptibilidad reducida a la infección y/o 35 
multiplicación del bacteriófago” significa que el nivel de infección del bacteriófago y/o multiplicación en la bacteria 
etiquetada no causa un efecto nocivo a la bacteria etiquetada. 
 
Así, en algunas modalidades de la presente invención, una bacteria precursora no se asesina después de la 
exposición al bacteriófago, debido a la mutación de la bacteria precursora de tal manera que se vuelve insensible al 40 
bacteriófago. 
 
En algunas modalidades, la bacteria etiquetada es insensible o substancialmente insensible a la infección y/o 
multiplicación adicional mediante el bacteriófago. En modalidades adicionales, la bacteria etiquetada es insensible o 
substancialmente insensible a uno o más de los mecanismos que el bacteriófago usa para infectar y/o multiplicarse 45 
en una bacteria. Aún en modalidades adicionales, la bacteria etiquetada es insensible o substancialmente insensible 
a todos los mecanismos que el bacteriófago usa para infectar y/o multiplicarse en una bacteria. Aún en modalidades 
adicionales, la bacteria etiquetada desarrolla uno o más mecanismos que atenúan, inactivan o destruyen al 
bacteriófago durante el ciclo de infección. En algunas modalidades adicionales, la presente invención proporciona 
cepas etiquetadas seleccionadas mediante procedimientos de separación por exclusión estándar que son conocidos 50 
en el arte para aislar mutantes insensibles a bacteriófagos.  
 
En algunas modalidades de la presente invención, una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de 
marcado en la ubicación CRISPR que no está presente en la bacteria precursora se selecciona después de la 
comparación de la ubicación CRISPR o una porción de la misma de la bacteria precursora y la bacteria etiquetada.  55 
 
En algunas modalidades preferidas, se selecciona una bacteria etiquetada que comprende un fragmento de ADN 
adicional dentro de o en el extremo 5’ y/o 3’ de la ubicación CRISPR que no está presente en la bacteria precursora. 
Más preferentemente, se selecciona una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de marcado adyacente 
(por ejemplo, directamente adyacente) al extremo 3’ de una secuencia recientemente duplicada en la ubicación 60 
CRISPR de la bacteria etiquetada que no está presente en la bacteria precursora. Más preferentemente, se 
selecciona una bacteria etiquetada que comprende una secuencia de marcado adyacente (por ejemplo, 
directamente adyacente) al extremo 3’ de la primera repetición CRISPR de la ubicación CRISPR en la bacteria 
etiquetada que no está presente en la bacteria precursora.  
 65 
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En algunas modalidades, las secuencias de marcado (por ejemplo, una o más secuencias de marcado) se aíslan y/o 
clonan. En algunas modalidades adicionales, se forman secuencias de las secuencias de marcado (por ejemplo, una 
o más secuencias de marcado). Estas modalidades proporcionan ventajas, que no sólo proporcionan información 
acerca de la ubicación de las secuencias de marcado dentro de la ubicación CRISPR, sino también la secuencia 
específica de la misma. En algunas modalidades, esta información se guarda en una base de datos, que proporciona 5 
una etiqueta única para la bacteria dada y también un medio para rastrear subsecuentemente y/o para identificar la 
bacteria. 
 
Una vez que se conoce la secuencia de las secuencias de marcado en la bacteria etiquetada, las secuencias de 
marcado solo encuentran uso en la identificación de las bacterias. Usando varios métodos que son conocidos en el 10 
arte y descritos en la presente, se determina la secuencia y/o ubicación de las secuencias de marcado. Esta 
secuencia se compara entonces con, por ejemplo, una base de datos de la secuencia bacteriana y/o una base de 
datos de la secuencia del bacteriófago y/o una base de datos o etiquetas/marcas para identificar la bacteria.  
 
Organismo del donador  15 
 
Como se usa en la presente en algunas modalidades, el término “organismo del donador” se refiere a un organismo 
o célula a partir del cual la repetición CRISPR y/o gen cas y/o combinaciones y/o espaciadores CRISPR se derivan. 
Estos pueden ser el mismo o diferente. En algunas modalidades, el término “organismo del donador” se refiere a un 
organismo o célula a partir del cual una o más, preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR y/o uno o más 20 
genes cas y/o combinaciones de los mismos y/o espaciadores CRISPR se derivan. Estos pueden ser el mismo o 
diferente. En algunas modalidades, el espaciador CRISPR y/o pseudoespaciador CRISPR se deriva sintéticamente. 
Aún en modalidades adicionales, el organismo del donador o célula comprende uno o más espaciadores CRISPR, 
que confieren inmunidad específica contra un ácido nucleico objetivo o producto de la transcripción del mismo. En 
modalidades adicionales, el organismo del donador o célula a partir del cual el gen cas y/o repeticiones CRISPR y/o 25 
combinación de las mismas se deriva, es también la célula receptora/organismo para la ubicación CRISPR 
recombinante. Estos pueden ser el mismo o diferente. En otras modalidades, el organismo del donador o célula a 
partir del cual el espaciador CRISPR se deriva, es también la célula receptora/organismo para la ubicación CRISPR 
recombinante. Estos pueden ser el mismo o diferente. En modalidades en las que el organismo del donador es una 
célula bacteriana, el organismo del donador comprende típicamente un espaciador CRISPR que confiere inmunidad 30 
específica contra los ácidos nucleicos objetivo o productos de la transcripción de los mismos. En algunas 
modalidades, el organismo es una célula bacteriana mientras que en otras modalidades es un bacteriófago.  
 
Célula Hospedadora 
 35 
Como se usa en la presente, el término “célula hospedadora” se refiere a cualquier célula que comprende la 
combinación, constructo o vector y similares de acuerdo a la presente invención. En algunas modalidades, las 
células hospedadoras se transforman o transfectan con una secuencia del nucleótido contenida en un vector (por 
ejemplo, un vector de clonación). En algunas modalidades, una secuencia del nucleótido puede conducirse en un 
vector para la replicación y/o expresión de la secuencia del nucleótido. Las células se eligen para ser compatibles 40 
con el vector y en algunas modalidades, son células procarióticas (por ejemplo, bacterianas).  
 
Células Receptoras 
 
Como se usa en la presente, el término “célula receptora” se refiere a cualquier célula cuya resistencia contra un 45 
ácido nucleico objetivo o un producto de la transcripción del mismo se modula o va a ser modulado. En algunas 
modalidades, la célula receptora se refiere a cualquier célula que comprende ácidos nucleicos recombinantes de 
acuerdo a la presente invención. En algunas modalidades, la célula receptora comprende una o más, 
preferentemente, dos o más repeticiones CRISPR y uno o más genes o proteínas cas. Apropiadamente, las 
repeticiones CRISPR y los genes o proteínas cas forman una combinación funcional en la célula receptora, como se 50 
describe en la presente. En algunas modalidades adicionales, la célula receptora comprende una o más repeticiones 
CRISPR modificadas y/o uno o más genes o proteínas cas modificadas. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR 
modificadas y/o los genes o proteínas cas modificadas forman una combinación funcional en la célula receptora, 
como se describe en la presente. En algunas modalidades, la célula receptora comprende una o más repeticiones 
CRISPR genéticamente diseñadas y/o uno o más genes o proteínas cas genéticamente diseñadas. Apropiadamente, 55 
las repeticiones CRISPR genéticamente diseñadas y/o los genes o proteínas cas genéticamente diseñados forman 
una combinación funcional en la célula receptora, como se describe en la presente. En algunas modalidades 
alternativas, la célula receptora comprende una o más repeticiones CRISPR recombinantes y/o uno o más genes o 
proteínas cas recombinantes. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR recombinantes y/o los genes o proteínas 
cas recombinantes forman una combinación funcional en la célula receptora, como se describe en la presente. Aún 60 
en modalidades adicionales, la célula receptora comprende una o más repeticiones CRISPR y uno o más genes o 
proteínas cas que se presentan naturalmente. Apropiadamente, las repeticiones CRISPR y los genes o proteínas 
cas forman una combinación funcional. 
 
En algunas modalidades, la célula receptora comprende combinaciones de una o más repeticiones CRISPR que se 65 
presentan naturalmente o recombinantemente, genéticamente diseñadas, modificadas, y uno o más genes o 
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proteínas cas que se presentan naturalmente o recombinantemente, genéticamente diseñadas o modificadas. 
Apropiadamente, uno o más espaciadores CRISPR que se presentan naturalmente o recombinantemente, 
genéticamente diseñados, modificados, o uno o más genes o proteínas cas que se presentan naturalmente o 
recombinantemente, genéticamente diseñadas, modificadas forman una combinación funcional.  
 5 
En algunas modalidades, la célula receptora es una célula procariótica. En algunas modalidades preferidas, la célula 
receptora es una célula bacteriana. Se describen las células bacterianas adecuadas en la presente. En algunas 
modalidades, la célula bacteriana se selecciona de una especie de bacteria del 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 que incluye las especies Enterococcus, especies 10 
Pediococcus, una especie Leuconostoc y especies de Oenococcus. Las especies convenientes incluyen, pero no se 
limitan a Lactococcus lactis, que incluyen Lactococcus lactis subsp. 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.  15 
 
En algunas modalidades en la que la resistencia de la célula será modulada, la célula bacteriana se usa para la 
fermentación de la carne (que incluye ternera, carne de cerdo, y pollos) que incluye, pero no se limita a, bacterias de 
ácido láctico, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, especies de Micrococcus, 
Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus 20 
vitulinus y mezclas de las mismas, como se conoce en el arte. En algunas modalidades alternativas, la célula 
bacteriana se usa para la fermentación de mezclas formadas de verduras (por ejemplo, zanahorias, pepinos, 
tomates, pimientos, y col) que incluye, pero no se limita a, Lactobacillus plantatum, Lactobacillus brevis, Leuconostoc 
mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, y mezclas de las mismas, como se conoce en el arte. En algunas 
modalidades alternativas, la célula bacteriana se usa para la fermentación de masa formada de cereales (por 25 
ejemplo, trigo, centeno, arroz, avena, cebada, y maíz). En algunas modalidades adicionales, la célula bacteriana se 
usa para la producción de vino. Típicamente, esto se logra por la fermentación de jugo de fruta, típicamente el jugo 
de la uva. Aún en modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa para la fermentación de la leche para 
producir el queso (por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Streptococcus 
thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. biovar 30 
diacetylactis, Lactococcus, Bifidobacterium, y Enterococcus, etc., y mezclas de las mimas), como se conoce en el 
arte. Aún en modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa para la fermentación del huevo (por ejemplo, 
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y mezclas de los mismos), como se conoce en el arte. En 
algunas modalidades adicionales, la célula bacteriana se usa en cosméticos o composiciones farmacéuticas.  
 35 
En algunas modalidades, la célula en la cual la resistencia será modulada es una bacteria que naturalmente 
comprende una o más ubicaciones CRISPR. Las ubicaciones CRISPR se han identificado en más de 40 procariotas 
(Ver, Haft et al., 2005, supra) que incluye, pero no se limita a Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, 
Halocarcula, Methanobacterium, Methanococcus, Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, 
Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, 40 
Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus, 
Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomonas, Desulfovibrio, Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, 
Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus, Pasteurella, Photobacterium, Salmonella, 
Xanthamonas, Yersinia, Treponema, y Thermotoga.  
 45 
Cepa Bacteriana Precursora 
 
Como se usa en la presente los términos “bacteria precursora”, “bacterias precursoras” y “cepa precursora” se 
refieren a cualquier bacteria/bacterias/cepas que son expuestos a uno o más bacteriófagos. En algunas 
modalidades, los bacteriófagos son virulentos para la cepa bacteriana precursora, mientras que en otras 50 
modalidades, no son virulentos. En algunas modalidades particularmente preferidas, las bacterias precursoras son 
sensibles al fago virulento. En algunas modalidades preferidas, la cepa precursora se infecta por el bacteriófago. En 
algunas modalidades particularmente preferidas, la infección por el fago da como resultado las 
bacteria/bacterias/cepas precursoras o una subpoblación insensible a las mismas para una infección adicional por el 
bacteriófago. En algunas modalidades preferidas, la infección de una “bacteria precursora” por uno o más 55 
bacteriófagos resulta en la creación de una cepa etiquetada que puede seleccionarse en base a su insensibilidad al 
bacteriófago. En algunas modalidades preferidas, el “mutante resistente a bacteriófagos” es una bacteria que se 
marca o etiqueta de acuerdo a los métodos de la presente invención. En algunas modalidades, las bacterias 
precursoras son cepas bacterianas del tipo natural. En algunas modalidades preferidas, las bacterias precursoras 
son cepas del tipo natural de bacterias que no se han infectado previamente con cualquier bacteriófago. En algunas 60 
modalidades preferidas, las bacterias precursoras son cepas del tipo natural de bacterias que no se han marcado o 
etiquetado previamente, mientras que en algunas modalidades alternativas, las bacterias de patente son mutantes 
resistentes a bacteriófagos que se han marcado o etiquetado previamente.  
 
En algunas modalidades particularmente preferidas, la bacteria precursora se selecciona de cualquier bacteria que 65 
naturalmente comprende una o más ubicaciones CRISPR. Como se indica anteriormente, las ubicaciones CRISPR 
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se han identificado en más de 40 procariotas (Ver, Haft et al., [2005], supra) que incluye, pero no se limita a 
Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus, Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacteria, Methanococcus, 
Methanosarcina, Methanopyrus, Pyrococcus, Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacteria, Mycobacteria, 
Streptomyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlorobium, Thermus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium, 
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacteria, Azarcus, Chromobacteria, Neisseria, Nitrosomonas, Desulfovibrio, 5 
Geobacter, Myxococcus, Campylobacter, Wolinella, Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella, Methylococcus, 
Pasteurella, Photobacteria, Salmonella, Xanthamonas, Yersinia, Treponema, y Thermotoga.  
 
En algunas modalidades, la bacteria precursora comprende uno o más espaciadores heterólogos CRISPR, una o 
más repeticiones CRISPR heterólogas, y/o uno o más genes cas heterólogos. En algunas modalidades alternativas, 10 
la bacteria precursora comprende una o más ubicaciones CRISPR heterólogos, preferentemente, una o más 
ubicaciones CRISPR completas. En algunas modalidades adicionales, la bacteria precursora comprende 
naturalmente una o más ubicaciones CRISPR y también comprende uno o más espaciadores CRISPR heterólogos, 
una o más repeticiones CRISPR heterólogas y/o uno o más genes cas heterólogos. En algunas modalidades 
adicionales, la bacteria precursora comprende naturalmente una o más ubicaciones CRISPR y también comprende 15 
una o más ubicaciones CRISPR heterólogas, preferentemente, una o más ubicaciones CRISPR completas.  
 
La presente invención abarca cultivos mixtos de células y fagos. En algunas modalidades, el cultivo mixto es una 
mezcla de diferentes mutantes que corresponden a eventos de integración diferentes en el mismo y/o en 
ubicaciones CRISPR diferentes.  20 
 
Aunque no se pretende que la presente invención se limite, los géneros bacterianos precursores preferidos son 
Streptococcus y Lactobacillus. De hecho, se pretende que cualquier especie bacteriana encuentre un uso en la 
presente invención, que incluye pero que no se limita a Escherichia, Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, 
Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, Helicobacter, Listeria, Agrobacteria, Staphylococcus, 25 
Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, 
Brucella, Bifidobacterium, Brevibacterium, Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, 
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, y/o Xanthomonas. En algunas modalidades, las bacterias precursoras son 
o se derivan de las bacterias del ácido láctico, que incluye pero que no se limitan a Bifidobacterium, Brevibacterium, 
Propionibacterium, Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus (por ejemplo, L. acidophilus), Enterococcus, 30 
Pediococcus, Leuconostoc, y/o Oenococcus. En modalidades adicionales, las bacterias precursoras son o se derivan 
de Lactococcus lactis (por ejemplo, L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp.cremoris, y L. lactis subsp. lactis biovar 
diacetylactis), L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L., helveticus, L., acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. salivarius, L. 
plantarum, L. reuteri, L. gasseri, L. johnsonii, Bifidobacterium lactis, B. infantis, B. longum, y/o Streptococcus 
thermophilus.  35 
 
En algunas modalidades de la presente invención, la bacteria precursora es una “bacteria de grado alimenticio” (es 
decir, una bacteria que se usa y generalmente se considera como segura para el uso en la preparación y/o 
producción de alimentos y/o alimentación). En algunas modalidades preferidas, la bacteria precursora es 
conveniente para uso como un cultivo de inicio, un cultivo probiótico, y/o un suplemento dietético. En modalidades 40 
adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentación de la carne (por ejemplo, ternera, carne de 
cerdo, cordero, y pollería) que incluye, pero no se limita a, bacterias del ácido láctico, Pediococcus cerevisiae, 
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. sakei, L. curvatus, especies de Micrococcus, Pediococcus pentosaceus, 
Staphylococcus xylosus, S. vitulinus y mezclas de las mismas (Vea por ejemplo, Knorr (ed.), Food Biotecnology, en 
538-39 [1987]; y Pederson, Microbiology of Fermented Foods, en 210-34, 2d ed., [1979]; y la Patente de los Estados 45 
Unidos No. 2,225,783). Aún en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentación de 
verduras (por ejemplo, zanahorias, pepinos, tomates, pimientos, y col) que incluye, pero no se limita a, L. plantatum, 
L. brevis, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus pentosaceus, y mezclas de las mismas (Ver por ejemplo, Knorr, 
supra; Pederson, supra; y la patente de los Estados Unidos Nos. 3,024,116, 3,403,032, 3,932,674, y 3,897,307). Aún 
en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentación de masa formada a partir de 50 
cereales (por ejemplo, trigo, centeno, arroz, avena, cebada, y maíz). Aún en modalidades adicionales, la bacteria 
precursora encuentra uso en la producción de vino a través de la fermentación del jugo de fruta (por ejemplo, el jugo 
de la uva). En algunas modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra uso en la fermentación de la leche 
(por ejemplo, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, S. thermophilus, y mezclas de las mismas (Ver, Knorr, 
supra; y Pederson supra, páginas 105-35). En algunas modalidades preferidas, la bacteria precursora encuentra un 55 
uso en la producción de queso, que incluye pero que no se limitan a L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. 
lactis subsp. lactis, L lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, S. thermophilus, 
Bifidobacterium Enterococcus, etc., y mezclas de los mismos (Ver por ejemplo, Knorr, supra, y Pederson, supra, en 
135-51). Aún en modalidades adicionales, la bacteria precursora encuentra un uso en la fermentación de huevos, 
que incluye pero que no se limita a Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y mezclas de los mismos 60 
(Ver, Knorr, supra). En algunas modalidades, la bacteria precursora encuentra un uso en la fermentación para 
producir varios productos, que incluyen pero que no se limitan a quesos y queso cotagge (por ejemplo, L. lactis 
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris), yogur (L. delbrueckii subsp. bulgaricus, y S. thermophilus), queso suizo (por 
ejemplo, S. thermophilus, L. lactis, y L. helveticus), queso azul (Leuconostoc cremoris), queso italiano (L. bulgaricus 
y S. thermophilus), viili (L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc cremoris), 65 
yakult (L. casei), caseína (L. lactis subsp. cremoris), natto (Bacillus subtilis var. natto), vino (Leuconostoc oenos), 
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sake (Leuconostoc mesenteroides), polimixina (Bacillus polymyxa), colistina (Bacillus colistrium), bacitracina (Bacillus 
licheniformis), ácido L-glutámico (Brevibacteria lactofermentum y Microbacterium ammoniaphilum), y acetona y 
butanol (Clostridium acetobutyricum, y Clostridium saccharoperbutylacetonicum). En algunas modalidades 
preferidas, las especies bacterianas precursoras son seleccionadas de S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus y/o L. acidophilus.  5 
 
Aún en modalidades adicionales, las bacterias precursoras encuentran un uso en métodos que incluyen pero no se 
limitan a la producción antibiótica, producción de aminoácidos, producción de solventes, y producción de otros 
materiales económicamente útiles. Aún en otras modalidades, las bacterias precursoras encuentran un uso en las 
composiciones cosméticas, terapéuticas, y/o farmacéuticas. En algunas modalidades, las composiciones tienen las 10 
actividades particulares, que incluyen pero que no se limitan a la regeneración de la piel, que incluyen pero que no 
se limitan a las propiedades anti arrugas, desvanecimiento de cicatrices antiguas, reparación de los tejidos dañados 
por quemaduras, promoción de la salud de la piel, eliminación de manchas por pigmentación, etc. En algunas 
modalidades adicionales, las composiciones promueven o inhiben el crecimiento de uñas, pelo o vello. En algunas 
modalidades, las composiciones comprenden por lo menos un cultivo microbiano y/o la bacteria etiquetada y/o un 15 
cultivo celular producido usando métodos y composiciones de la presente invención. 
 
En modalidades adicionales, las bacterias precursoras son mutantes insensibles a bacteriófagos. Así, en algunas 
modalidades, las bacterias precursoras son insensibles a uno o más bacteriófagos. En algunas modalidades 
preferidas, la bacteria precursora no es un mutante insensible a bacteriófagos para el bacteriófago al que será 20 
expuesto durante un uso en la presente invención.  
 
Cultivos de Inicio 
 
Los cultivos de inicio se usan extensivamente en la industria de los alimentos, en la fabricación de productos 25 
fermentados que incluyen los productos derivados de la leche (por ejemplo, el yogur y el queso), así como los 
productos derivados de la carne, productos de panadería, vinos y productos de las verduras.  
 
Los cultivos de inicio usados en la fabricación de la mayoría de la leche fermentada, queso y productos de 
mantequilla incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificados como bacterias del ácido láctico. Tales cultivos 30 
de inicio bacterianos imparten características específicas para varios productos lácteos realizando una variedad de 
funciones.  
 
Los cultivos no concentrados comerciales de bacterias se refieren en la industria como “cultivos madre” y se 
propagan en el sitio de la producción, por ejemplo, en un lácteo, antes de que se agregue a un material de inicio 35 
comestible, como la leche, para la fermentación. El cultivo de inicio propagado en el sitio de la producción para la 
inoculación en un material de inicio comestible se denomina “de inicio a granel”. 
 
Los cultivos de inicio adecuados para uso en la presente invención incluyen cualquier organismo que es de uso en 
los alimentos, cosméticos o industria farmacéutica (es decir, “cultivos industrialmente útiles” o “cepas industrialmente 40 
útiles”). 
 
Los cultivos de inicio son preparados mediante técnicas bien conocidas en el arte (Ver por ejemplo, la patente de los 
Estados Unidos No. 4,621 ,058). En algunas modalidades, los cultivos de inicio se preparan mediante la introducción 
de inoculación, por ejemplo una bacteria, a un medio de crecimiento (por ejemplo, un producto o medio de 45 
fermentación) para producir un medio inoculado e incubando el medio inoculado para producir un cultivo de inicio.  
 
Los cultivos de inicio secos se preparan mediante técnicas bien conocidas en el arte (Ver por ejemplo, Patente de 
los Estados Unidos. Nos. 4, 423,079 y 4,140,800). Cualquier forma conveniente de cultivos de inicio secos encuentra 
un uso en la presente invención, que incluye las preparaciones sólidas (por ejemplo, comprimidos, peletizados, 50 
cápsulas, polvos, gránulos y productos en polvo) que son humedecibles, secados por rocío, secados por 
congelación, y liofilizados. En algunas modalidades, los cultivos de inicio secos para uso en la presente invención 
están en la forma de un peletizado congelado ahuecado o en forma de un polvo deshidratado por congelación. Los 
cultivos de inicio secos en un peletizado congelado ahuecado o polvo deshidratado por congelación se preparan de 
acuerdo con cualquier método conveniente conocido en el arte.  55 
 
En algunas modalidades, los cultivos de inicio usados en la presente invención están en la forma de concentrados 
que comprenden una concentración substancialmente alta de una o más cepas bacterianas. En algunas 
modalidades, los concentrados se diluyen con agua o resuspenden en agua u otros diluyentes convenientes, (por 
ejemplo, un medio de crecimiento apropiado, aceite mineral, o aceite vegetal). Los cultivos de inicio secos de la 60 
presente invención están en la forma de concentrados que se preparan de acuerdo a los métodos conocidos en el 
arte (por ejemplo, centrifugación, filtración o una combinación de tales técnicas).  
 
En algunas modalidades, el cultivo de inicio es conveniente para usarse en la industria lactea. Cuando se usa en la 
industria lactea, el cultivo de inicio es a menudo seleccionado de una especie de bacterias de ácido láctico, una 65 
especie de Bifidobacterium, una especie Brevibacterium, una especie de Propionibacteria. Los cultivos de inicio 
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adecuados del grupo de bacterias de ácido láctico incluyen comúnmente cepas usadas de especies Lactococcus, 
una especie Streptococcus, una especie Lactobacillus incluye Lactobacillus acidophilus, especies Enterococcus, 
especies Pediococcus, una especie Leuconostoc y especies Oenococcus.  
 
Normalmente se usan cultivos de bacterias del ácido láctico en la fabricación de productos de leche fermentados 5 
(por ejemplo, el suero de leche, yogur o crema agria), y en la fabricación de mantequilla y queso (por ejemplo, brie o 
havarti). Las especies de Lactococcus incluyen Lactococcus lactis ampliamente usados, que incluye el Lactococcus 
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris.  
 
Otras especies de bacteria de ácido láctico incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 10 
delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Además, las cepas probióticas (por ejemplo, especies 
Lactococcus), incluyen el ampliamente usado Lactococcus lactis, que incluye el Lactococcus lactis subsp. lactis, y 
Lactococcus lactis subsp. cremoris.  
 
Los cultivos mesofílicos de bacterias del ácido láctico usadas comúnmente en la fabricación de productos de leche 15 
fermentados tales como el suero de leche, yogur o crema agria, y en la fabricación de mantequilla y queso (por 
ejemplo, brie o havarti). Otras especies 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, en algunas modalidades, la cepa probiótica tal como 
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei se agregan durante la fabricación para mejorar 20 
el sabor o promover la salud.  
 
Los cultivos de bacterias de ácido láctico normalmente usados en la fabricación de quesos cheddar y monterey jack 
incluyen Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris o 
combinaciones de los mismos. 25 
 
Los cultivos termofílicos de bacterias del ácido láctico normalmente usados en la fabricación de quesos italianos 
tales como de pasta filata o parmesanos, incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp 
bulgaricus. Otras especies de Lactobacillus (por ejemplo, Lactobacillus helveticus) se agregan durante la fabricación 
para obtener un sabor deseado.  30 
 
En algunas modalidades preferidas, el organismo del cultivo de inicio comprende o consiste en una cepa 
genéticamente modificada preparada de acuerdo con los métodos proporcionados en la presente, de una de las 
cepas de bacterias del ácido láctico anteriores o cualquier otra cepa de cultivo de inicio.  
 35 
La selección de organismos para el cultivo de inicio de la invención dependerá del tipo particular de productos a ser 
preparados y tratados. Así, por ejemplo, para la elaboración de queso y mantequilla, se usan los cultivos mesofílicos 
de especies Lactococcus, especies Leuconostoc y especies Lactobacillus ampliamente usadas, considerando que 
para el yogur y otros productos de leche fermentados, se usan típicamente las cepas termofílicas de especies 
Streptococcus y de especies Lactobacillus.  40 
 
En algunas modalidades, el cultivo de inicio es un cultivo de inicio seco, un cultivo de inicio deshidratado, un cultivo 
de inicio congelado, o un cultivo de inicio concentrado. En algunas modalidades, el cultivo de inicio se usa en la 
inoculación directa del medio de fermentación o producto.  
 45 
El cultivo de inicio es un cultivo mixto (es decir, que comprende por lo menos dos cepas bacterianas diferentes).  
 
Bacterias del Ácido láctico  
 
Los cultivos de inicio particularmente adecuados, en particular cultivos de inicio secos, para un uso en la presente 50 
invención comprenden las bacterias del ácido láctico.  
 
Como se usa en la presente el término “bacterias del ácido láctico” se refiere a las bacterias anaeróbicas o 
microaerofílicas Gram positivas que fermentan el azúcar con la producción de ácidos que incluyen el ácido láctico 
como el ácido producido predominantemente, ácido acético, ácido fórmico y ácido propiónico. Las bacterias del 55 
ácido láctico más útiles industrialmente se encuentran entre las especies de Lactococcus, tales como Lactococcus 
lactis, especies Lactobacillus, especies Bifidobacterium, especies Streptococcus, especies Leuconostoc, especies 
Pediococcus y especies Propionibacterium.  
 
Los cultivos de inicio de la presente invención pueden comprender una o más especies de bacterias del ácido láctico 60 
tales como, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus o 
combinaciones de los mismos .  
 
Los cultivos de inicio de bacterias del ácido láctico se usan comúnmente en la industria de alimentos como cultivos 
de cepa mixtos que comprenden una o más especies. Para una variedad de cultivos de cepa mixtas, tales como los 65 
cultivos de inicio para el yogur que comprenden cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y 
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Streptococcus thermophilus, una relación simbiótica existe entre las especies, en donde la producción de ácido 
láctico es mayor comparado con los cultivos de bacterias de ácido láctico de una sola cepa (Ver por ejemplo, 
Rajagopal et al., J. Dairy Sci., 73:894-899 [1990]). 
 
Productos 5 
 
Los productos adecuados para uso en la presente invención incluyen, pero no se limitan a, un comestible, productos 
cosméticos o productos farmacéuticos. Cualquier producto, que se prepara de o comprende, un cultivo se contempla 
de acuerdo con la presente invención. Estos incluyen, pero no se limitan a, frutas, legumbres, cosechas de forraje y 
verduras que incluyen productos derivados, granos y productos derivados de granos, alimentos lácteos y productos 10 
derivados de alimentos lácteos, carne, pollos, mariscos, cosméticos y productos farmacéuticos.  
 
El término “alimentos” se usa en un sentido amplio e incluye alimentos, comestibles, ingredientes para alimentos, 
suplementos alimenticios, y alimentos funcionales.  
 15 
Como se usa en la presente, el término “ingrediente para alimentos” incluye una formulación que es o puede 
agregarse a los alimentos e incluye formulaciones que pueden usarse a niveles bajos en una variedad amplia de 
productos que requieren, por ejemplo, acidificación o emulsión. 
 
Como se usa en la presente, el término “alimentos funcionales” significa un alimento que es capaz de proporcionar 20 
no solo un efecto nutritivo y/o una satisfacción del sabor, sino también es capaz de suministrar un efecto beneficioso 
adicional al consumidor. Aunque no existe una definición formal de un alimento funcional, en la mayoría de las 
reuniones con interés en esta área se está de acuerdo que hay alimentos comercializados que tienen efectos 
saludables específicos.  
 25 
El término “alimento” abarca a los alimentos para humanos así como los alimentos para animales (es decir, pienso). 
En un aspecto preferido, el alimento es para el consumo humano.  
 
En algunas modalidades, las células descritas en la presente comprenden o se agregan a un ingrediente del 
alimento, un suplemento alimenticio, o un alimento funcional. En algunas modalidades, el alimento está en forma 30 
líquida (por ejemplo, una solución), gel, emulsión, o sólido, denominado por el modo de aplicación y/o 
administración.  
 
Las células descritas en la presente encuentran uso en la preparación de productos alimenticios así como en uno o 
más de: productos de confitería, productos lácteos, productos de la carne, productos de pollería, productos de 35 
pescado y productos de panadería. En algunas modalidades, las bacterias encuentran un uso como ingredientes en 
bebidas ligeras, jugos de fruta, bebidas que incluyen suero de proteínas, tés saludables, bebidas de cacao, bebidas 
de leche, bebidas con bacterias del ácido láctico, yogur, yogur bebible, y vinos, etc. 
 
Se proporciona también un método para preparar alimentos, el método que comprende mezclar las células de 40 
acuerdo con la presente invención con un ingrediente alimenticio (tal como un material de inicio para alimentos). El 
método para preparar un alimento también es otro aspecto de la presente invención. 
 
Apropiadamente, un alimento como se describe en la presente, es un producto lácteo. En algunas modalidades 
preferidas, el producto lácteo es el yogur, queso (por ejemplo, el queso de cuajada ácido, queso duro, queso semi-45 
duro, queso cottage, etc.), el suero de leche, quark, crema agria, kefir, créme fraiche, bebida basada en suero 
fermentado, koumiss, bebida de leche, o bebida de yogur. 
 
Como se usa en la presente, el término “alimento” tiene un sentido muy amplio, pretende abarcar alimentos para 
humanos así como alimentos para los animales no humanos (es decir, pienso). En algunas modalidades preferidas, 50 
los alimentos son para el consumo humano. El término “pienso” como se usa en la presente incluye material de 
plantas procesado y crudo y material de no plantas. El término abarca cualquier alimento adecuado para consumirse 
por un animal, que incluye, pero no se limita al ganado, pollería, pescado, crustáceos, y/o animales domésticos.  
 
Desarrollo de Cepas Resistentes al Fago y Cultivos de inicio  55 
 
Durante el desarrollo de la presente invención, la resistencia al fago que involucra los genes CRISPR-cas, así como 
su función en la resistencia a la entrada del ADN extranjero y en la función de los espaciadores insertados dentro del 
CRISPR en la especificidad de esta resistencia, ha sido elucidada. Cabe destacar, que la presente invención 
proporciona métodos y composiciones para el desarrollo de cepas resistentes al fago y cultivos de inicio. En algunas 60 
modalidades, una cepa precursora “A” se expone al fago “P” y a una variante resistente al fago seleccionada 
(Variante “A 1.0”). La variante A 1.0 se analiza (por ejemplo por PCR, y/o formación de secuencias de ADN) para 
confirmar la presencia de un espaciador insertado adicional dentro de una ubicación CRISPR. La secuencia del 
nucleótido del espaciador adicional (espaciador Sp1.0) se determina entonces. Típicamente, el espaciador Sp1.0 es 
un fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño desde el fago P, y proporciona resistencia al fago P y 65 
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fagos relacionados (“fagos relacionados” son aquéllos que contienen la secuencia del espaciador en sus genomas, y 
definen una familia de fagos).  
 
Independientemente de la primera exposición al fago, la misma cepa precursora A se expone al mismo fago P y se 
selecciona una segunda variante resistente al fago (Variante A2.0). La variante A2.0 se selecciona para también 5 
tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp2.0) dentro de una ubicación CRISPR pero con la secuencia 
del espaciador Sp2.0 que es diferente del espaciador Sp1.0. Típicamente, el espaciador Sp2.0 es un fragmento de 
aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P, y proporciona resistencia al fago P y fagos relacionados. De 
manera semejante, en algunas modalidades, se generan las variantes A3.0 a Ax.0 a través de la exposición de la 
misma cepa A al mismo fago P. Todas las variantes “A” son seleccionadas para también tener un espaciador 10 
adicional insertado (espaciador Sp3.0 a Spx.0) dentro de una ubicación CRISPR pero con la secuencia de todos los 
espaciadores “Sp” que son diferentes de cada uno de los otros. Típicamente, los espaciadores “Sp” son fragmentos 
de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P, y todos proporcionan resistencia al fago P y fagos 
relacionados.  
 15 
Aunque estas variantes son útiles, están limitadas por lo que se refiere al alcance de su resistencia. Así, en algunas 
modalidades, es ventajoso desarrollar cepas resistentes al fago de nivel secundario. De hecho, es ventajoso 
desarrollar además estas variantes resistentes al fago aumentando y extendiendo su resistencia a los fagos. 
Típicamente, puede estimarse que el nivel de resistencia será aproximadamente de una sola mutación que ocurre 
dentro del genoma del fago dentro de la secuencia que corresponde al espaciador (es decir, aproximadamente 10-4 20 
a 10-6). Por consiguiente, las cepas resistentes al fago que acumulan espaciadores diferentes dentro de la ubicación 
CRISPR tienen un nivel incrementado de resistencia al fago que contiene la secuencia de éstos espaciadores dentro 
de su genoma (es decir, puesto que múltiples mutaciones simples necesitan ocurrir dentro del genoma del fago).  
 
En algunas modalidades, las variantes de nivel secundario se producen aislando un fago mutado a través de la 25 
exposición de la variante A1.0 al fago P. Típicamente, este fago mutado (fago P1.0) tiene una mutación (eliminación, 
punto de mutación, etc.) en su genoma dentro de la región que contiene la secuencia del espaciador Sp1.0. La 
variante A1.0 es sensible al fago P1.0. Entonces, la variante A1.0 se expone al fago P1.0 y a una variante resistente 
al fago (Variante A1.1) seleccionada (Ver, Figura 15). La variante A1.1 también se selecciona tal que tiene un 
espaciador adicional insertado (espaciador Sp1.1) dentro de una ubicación CRISPR pero con la secuencia del 30 
espaciador Sp1.1 que es diferente de los espaciadores Sp1.0, Sp2.0 a Spx.0. Típicamente, el espaciador Sp1.1 es 
un fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P1.0, y proporcionará resistencia al fago P1.0 
y fagos relacionados. La variante A1.1 es resistente al fago P1.0 y preferentemente, tiene una resistencia 
incrementada al fago P debido a la acumulación del espaciador Sp1.0 y Sp1.1.  
 35 
En modalidades adicionales, un fago recientemente mutado (fago P1.1) se genera a través de la exposición de la 
variante A1.1 al fago P1.0. Entonces, después de la exposición de la variante A1.1 al fago P1.1, una nueva variante 
A1.2 se obtiene, que contiene un nuevo espaciador adicional (Sp1.2). Este espaciador proporciona resistencia al 
fago P1.1 y preferentemente incrementa la resistencia al fago P1.0 y P (es decir, debido a la acumulación de 
espaciadores Sp1.0, Sp1.1, Sp1.2). Aún en modalidades adicionales, los espaciadores diferentes (por ejemplo, 2, 3 40 
o 4) se acumulan iterativamente dentro de la cepa A a través de la variante A1, después de la variante A1.1, 
después de la variante A1.2, etc. para obtener una variante altamente resistente a los fagos (variante A1.n). Aún en 
modalidades adicionales, los espaciadores diferentes adicionales pueden acumularse en la misma cepa a través de 
la variante A2, después de la variante A2.1, después de la variante A2.2, etc para generar otra variante de la cepa A 
altamente resistente a los fagos (variante A2.n) en paralelo. La misma estrategia encuentra uso con las variantes 45 
A3.0 a Ax.0. 
 
En algunas modalidades, se proporcionan cepas que son resistentes a más de una familia de fagos. Como una cepa 
dada puede ser sensible a más de una familia de fagos, en algunas modalidades, se deseaba agrandar la 
resistencia de la cepa para familias del fago múltiples introduciendo los espaciadores adicionales dentro de una 50 
ubicación CRISPR que se origina de otras familias de fagos (Ver, la Figura 16). Por ejemplo, los fagos P, Q, y R son 
fagos representativos de tres familias de fagos capaces de infectar la cepa A. Usando el método descrito arriba y en 
la presente, se producen variantes resistentes a todas las tres familias del fago. En algunas modalidades, el fago P 
se usa para generar la variante A1p (que contienen el espaciador Sp1) que es resistente al fago P. Entonces, se 
selecciona la variante A1p que se expone al fago Q y un fago resistente a la variante (Variante A1pq). La variante 55 
A1pq tiene un espaciador adicional (Sq1) insertado dentro de una ubicación CRISPR. Típicamente, el espaciador Sq1 
es un fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago Q, y proporciona resistencia al fago Q y los 
fagos relacionados. La variante A1pq es resistente a ambos fagos P y Q. Luego, la variante A1 pq se expone al fago R 
y se selecciona una variante resistente al fago (Variante A1 pqr). La variante A1pqr tiene un tercer espaciador adicional 
(Sr1) insertado dentro de una ubicación CRISPR. Típicamente, Sr1 es un fragmento de aproximadamente 30 60 
nucleótidos en tamaño del fago R, y también proporciona resistencia al fago R y fagos relacionados. La variante A1 
pqr es resistente a todos los tres fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, la variante también es 
resistente a los fagos relacionados.  
 
En modalidades adicionales, los métodos anteriores se usan en combinación para producir resistencia incrementada 65 
y expandida en los fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, estas variantes tienen resistencias 
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altas para familias del fago múltiples. Aún en modalidades adicionales, se producen cepas que son resistentes a 
fagos particulares o familias de fagos que son problemáticos en fábricas particulares y/o fermentadores.  
 
Inmunidad mediada por CRISPR y Aplicaciones para las Cepas Resistentes al fago. 
 5 
En contraste con las enseñanzas del arte previo que supone que CRISPR o los espaciadores CRISPR podrían estar 
involucrados para conferir inmunidad específica, la presente invención se basa, en parte, al descubrimiento 
sorprendente que se requieren genes o proteínas cas para la inmunidad contra un ácido nucleico objetivo o un 
producto de la transcripción del mismo. Sin embargo, no se pretende que la presente invención se limite a cualquier 
mecanismo particular, función, o medios de acción. 10 
 
Aún más sorprendentemente, durante el desarrollo de la presente invención, se encontró que uno o más genes o 
proteínas cas están asociados con dos o más repeticiones CRISPR dentro de las ubicaciones CRISPR. En otros 
términos, los genes o proteínas cas parecen ser específicas para una repetición CRISPR de ADN dado, lo que 
significa que los genes o proteínas cas y la forma de la secuencia repetida forman un par funcional. Por 15 
consiguiente, uno o más espaciadores CRISPR encuentran uso junto con uno o más de estos pares funcionales (es 
decir, repeticiones CRISPR y genes cas) para modular la resistencia de una célula contra un ácido nucleico objetivo 
o un producto de la transcripción del mismo.  
 
En una modalidad, para una o más espaciadores CRISPR que confieren inmunidad a la célula, las repeticiones 20 
CRISPR y los genes cas o las proteínas forman una combinación funcional (es decir, repeticiones CRISPR) y los 
genes cas o las proteínas son compatibles).  
 
En modalidades preferidas adicionales, la presente invención proporciona genes/proteínas cas que influyen en la 
resistencia de las bacterias en los fagos. En modalidades preferidas adicionales, la presente invención proporciona 25 
por lo menos dos repeticiones CRISPR y por lo menos un gen/proteína cas útil en la predicción, determinación y/o 
modificación de la resistencia bacteriana en fagos. De hecho, la presente invención proporciona métodos para 
modificar el lisotipo (es decir, la resistencia/sensibilidad a varios fagos) de bacterias. Por consiguiente, la 
identificación y detección de las ubicaciones CRISPR en las células y fagos proporciona medios para determinar, 
predecir y modificar el perfil de resistencia de células, así como interacciones del fago-hospedador.  30 
 
Ventajosamente, la aplicación de una o más ubicaciones CRISPR, dos o más repeticiones CRISPR, uno o más 
genes o proteínas cas y/o uno o más espaciadores CRISPR en la ingeniería genética proporciona medios para 
producir variantes resistentes o sensibles de células para su uso dentro de una variedad amplia de aplicaciones en 
la industria de la biotecnología.  35 
 
Como se discutió con mayor detalle debajo, los fagos son parásitos naturales de bacterias que pueden desarrollarse 
durante la fermentación. Luego de una infección por fagos, se matan las bacterias que dañan el proceso de la 
fermentación. En la fermentación de lácteos, estas infecciones por fagos tienen a menudo impactos económicos 
mayores, que van desde una calidad reducida del producto fermentado hasta la pérdida completa del producto. 40 
 
Para superar los problemas por fagos, las compañías de cultivos de inicio han desarrollado varias estrategias. Los 
programas de cultivo de inicio tradicionales han dependido de estrategias de rotación de defensa contra fagos 
(PDRS) para minimizar los fracasos debido al ataque de fagos (Ver por ejemplo, Klaenhammer, Adv. Appl. 
Microbiol., 30: 1 [1984]; Lawrence et al., J. Dairy res. 43: 141 [1976); y Whitehead and Hunter, J., Dairy Res., 15: 1 45 
12 [1947]). Estas estrategias confían en múltiples cepas genéticamente no relacionadas que tienen probabilidad de 
presentar espectros diferentes de sensibilidad a los fagos (es decir, lisotipos diferentes). Cuando un fago aparece 
durante un proceso de fermentación usando una cepa definida, una cepa que es idealmente de un lisotipo diferente 
(es decir, con un patrón de sensibilidad diferente a los fagos) se usa como reemplazo para la fermentación. La 
historia ha demostrado, sin embargo, que es difícil identificar suficientes números de lisotipos distintos para utilizar 50 
estas estrategias con éxito. De hecho, muchas cepas de interés industrial presentan características funcionales raras 
(por ejemplo, S. thermophilus con textura de acidificación rápida). Además, no todas las cepas presentan 
características apropiadas para producirse como cultivos de inicio. Además, debido a su rareza y al aumento en 
tamaño de las fábricas de lácteos, estas cepas se usan intensivamente.  
 55 
Existen problemas adicionales con las estrategias de rotación de cultivos de inicio tradicionales. Aunque algunas 
cepas no son atacadas por fagos existentes cuando se introducen, los fagos aparecen a menudo eventualmente 
debido a la mutación del fago, modificación, y acumulación progresiva de ataques a la cepa recientemente 
introducida (Ver por ejemplo, Heap and Lawrence, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 11 :16 [1976]; Limsowtin y Terzaghi, 
N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 11 :251 [1976]; Pearce, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 13: 166 [1978]; y Sanders y 60 
Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 40:500 [1980]). Por otra parte, en muchos casos, la longevidad y actividad 
de inicio de rotaciones de cepas complejas es imprevisible y a menudo conduce a un fracaso inicial (Ver por 
ejemplo, Limsowtin et al., N.Z.J. Dairy Sci. Technol. ,13: 1 [1977]; y Thunell et al., J. Dairy Sci., 64, 2270 [1981]). 
Además, rotaciones prolongadas que involucran numerosas cepas incrementan el nivel y diversidad del fago que 
contamina a la planta (Ver por ejemplo, Heap and Lawrence, N.Z.J. Dairy Sci. Technol., 12:213 [1981]; Lawrence 65 
et.al, J. Dairy Sci., 61 :1 181 [1978]; y Thunell et al, J., Dairy Sci. 64, 2270 [1981 ]). 
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Para luchar contra la proliferación del fago, los programas de cultivo de inicio tradicionales han dependido del uso de 
cepas que presentan las mismas o similares funcionalidades tecnológicas pero sensibilidades diferentes a los fagos. 
Las cepas se usan en la rotación para realizar una fermentación sucesiva. Estos programas confían tradicionalmente 
en múltiples cepas genéticamente no relacionadas que por consiguiente presentan espectros diferentes de 5 
sensibilidad a los fagos (lisotipo). Las metodologías alternativas (Ver por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos 
5,593,885) utiliza programas de cultivo de inicio basados en el uso de conjuntos de cepas isogénicas que presentan 
diferente sensibilidad a los fagos, en lugar de cepas genéticamente no relacionadas que presentan lisotipos 
diferentes. El término “conjunto de cepas isogénicas” como se usa en la presente, define cepas que son idénticas a 
las del punto de vista cromosomático pero que cada una difiere por la presencia de uno o más mecanismos de 10 
resistencia del fago que se sostienen por medio del plásmido. En tal programa de rotación del cultivo de inicio, 
cuando un fago aparece durante un proceso de fermentación usando una cepa definida, una cepa que es idealmente 
de un lisotipo diferente (es decir, con un espectro diferente de sensibilidad a los fagos) se usa en el reemplazo para 
la fermentación. Debido a este lisotipo diferente, la segunda cepa no es afectada por los fagos que permanecen 
inactivos en el ambiente. La mayoría de la población de fagos inactivos se eliminan entonces mediante una 15 
fermentación sucesiva e higienización, y son erradicados en el momento en el que la primera cepa se usa 
nuevamente para la fermentación, si es que el sistema trabaja como se espera.  
 
La presente invención proporciona métodos mejorados y composiciones adecuadas para adordar estos problemas 
en la industria de la fermentación. De hecho, la presente invención proporciona métodos y composiciones para la 20 
industria de la fermentación, en particular, para la industria láctea con una selección de cepas adecuadas que 
cumplían con las necesidades de las estrategias de rotación de defensa contra fagos. Además, la presente invención 
proporciona métodos y composiciones adecuadas para personalizar cepas que tienen lisotipos que se adaptan a un 
ambiente del fago particular. En particular, la presente invención proporciona métodos y composiciones adecuadas 
para dirigir la evolución de una cepa dada en varios lisotipos, para producir cepas que sólo difieren de otras por su 25 
espectro de sensibilidad a los fagos (lisotipo). Esta diferencia de lisotipos es una función del sistema CRISPR-cas, 
como se describe en la presente. En algunas modalidades preferidas, se obtienen lisotipos diferentes a través de la 
“modulación” de la resistencia del fago. En algunas modalidades particularmente preferidas, aunque los lisotipos son 
diferentes, las cepas de este tipo tienen un metabolismo idéntico (por ejemplo, de carbono, nitrógeno, etc.) y por lo 
tanto, funcionalidades idénticas (por ejemplo, acidificación, sabor, textura, etc.). Esto proporciona medios para 30 
amplificar la construcción de una rotación inicial. Además, la procesabilidad industrial de la cepa resistente a fagos 
es idéntica (por ejemplo, necesidades de nutrición, resistencia a la operación de procesamiento, etc.), reduciendo 
así, la necesidad de desarrollar procesos de producción específicos. De hecho, la presente invención proporciona 
métodos y composiciones adecuadas para minimizar las fallas en la fermentación debido al ataque de fagos. En 
algunas modalidades, se proporcionan métodos y composiciones para la producción de cultivos iniciales altamente 35 
resistentes a los fagos, mediante la asociación de cepas resistentes a fagos múltiples que difieren por su lisotipo. En 
algunas modalidades alternativas, se proporcionan métodos y composiciones para producir cultivos iniciales con 
funcionalidades industriales estrictamente idénticas para usarse en la fermentación de lácteos por rotación. En 
modalidades adicionales, se proporcionan métodos y composiciones que son adecuadas para reemplazar a los 
iniciales existentes previniendo ataques frecuentes a fagos en las plantas de lácteos, introduciendo una nueva cepa 40 
bacteriana que es resistente a los fagos involucrada en estos ataques hacia los fagos. En algunas modalidades, 
estos métodos y composiciones se usan iterativamente para combatir los ataques de fagos secuenciales.  
 
El cultivo inicial es un cultivo bacteriano mixto. En algunas modalidades particularmente preferidas, los cultivos 
iniciales incluyen cantidades iguales de variantes resistentes al fago múltiples (es decir, por lo menos 2) que sólo 45 
difieren en sus CRISPR y su sensibilidad a los fagos. En algunas modalidades, estas variantes son del primer nivel 
de variantes resistentes a los fagos, (por ejemplo, las variantes A1.0 más A2.0, como se describe anteriormente). En 
algunas modalidades preferidas, las variantes se seleccionan de aquellas que están en el segundo nivel de variantes 
resistentes a los fagos, (por ejemplo, las variantes A 1.4 más A2.4, como se describe anteriormente). En algunas 
modalidades particularmente preferidas, las variantes se seleccionan de entre el tercer nivel de variantes resistentes 50 
a los fagos. En tales cultivos bacterianos mixtos, cuando una de las variantes es atacada por un fago dado, las otras 
variantes no son atacadas por el fago, debido a su distinta sensibilidad a los fagos y la fermentación no se ve 
afectada de forma adversa. 
 
En algunas modalidades adicionales, se usa un iniciador principal y un respaldo del iniciador. El iniciador principal 55 
está compuesto de una sola cepa. En algunas modalidades, esta cepa es del primer nivel de las variantes 
resistentes a los fagos, mientras que en otras modalidades preferidas, la cepa es del segundo nivel, y aún en otras 
modalidades más preferidas, la cepa es del tercer nivel. En algunas modalidades preferidas, el respaldo del iniciador 
se basa en una variante resistente a los fagos obtenida independientemente de la misma cepa precursora. Esta 
segunda variante resistente al fago difiere de la otra variante por sus CRISPR y es del primer nivel de variantes 60 
resistentes a los fagos, mientras que en otras modalidades preferidas, la cepa es del segundo nivel, y aún en otras 
modalidades más preferidas, la cepa es del tercer nivel. Por ejemplo, en algunas modalidades, el iniciador principal 
está hecho de una variante A1.4 y un respaldo del iniciador está hecho de la cepa A2.4. Luego de una primera 
aparición de un fago durante la fermentación con el iniciador principal, este iniciador se descarta y reemplaza por el 
respaldo del iniciador. En otras modalidades preferidas más, se prepara también un tercer iniciador como respaldo 65 
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del iniciador, que actuará de respaldo para el respaldo. En modalidades preferidas, los iniciadores están hechos de 
variantes resistentes a múltiples fagos.  
 
Aún en modalidades adicionales, la presente invención proporciona métodos y composiciones adecuadas en las 
estrategias de rotación. En algunas modalidades, en lugar de descartar al iniciador, frecuentemente atacado por los 5 
fagos, los iniciadores se usan de una manera cíclica aún cuando se observa un ataque por fagos. Esta estrategia 
limita el número de iniciadores a ser desarrollados. En algunas modalidades particularmente preferidas, los 
iniciadores son cada uno hechos de cepas resistentes a fagos múltiples en lugar de una sola. Esto proporciona 
robustez incrementada a los fagos emergentes. Aún en modalidades adicionales, se proporcionan iniciadores 
personalizados. En algunas modalidades preferidas, las variantes resistentes a los fagos se producen para combatir 10 
específicamente fagos que están presentes en una planta o instalación de fermentación dada. 
 
TIPIFICACIÓN 
 
Se proporciona un método para identificar (por ejemplo, tipificación) a una bacteria etiquetada.  15 
 
La etapa de identificación puede realizarse amplificando (por ejemplo, amplificación por PCR) la ubicación CRISPR o 
una porción de la misma. 
 
Un primer cebador puede diseñarse para hibridizar a una secuencia que se localiza corriente arriba de la primera 20 
repetición CRISPR de una ubicación CRISPR. A modo de ejemplo, el primer cebador puede hibridizarse a una parte 
de la secuencia líder común de la ubicación CRISPR. A modo de ejemplo adicional, el primer cebador puede 
hibridizar a un gen contiguo que se localiza en corriente arriba de la ubicación CRISPR.  
 
El segundo cebador puede hibridizarse en corriente abajo desde por lo menos el primer espaciador CRISPR o por lo 25 
menos el primer centro espaciador CRISPR. El segundo cebador puede hibridizarse en una posición tan alejada 
como el remolque o incluso en un gen contiguo en corriente abajo. Preferentemente, el segundo cebador hibridiza 
dentro de la ubicación CRISPR. Preferentemente, el segundo cebador hibridiza por lo menos parcialmente a un 
espaciador CRISPR en corriente abajo o centro espaciador CRISPR.  
 30 
Después de la amplificación, las secuencias de marcado pueden identificarse usando varios métodos que se 
conocen en el arte.  
 
A modo de ejemplo, las secuencias de marcado pueden identificarse determinando el patrón de restricción del 
producto de amplificación. Por consiguiente, una vez que el ADN que comprende la ubicación CRISPR o una porción 35 
de la misma se ha amplificado, puede digerirse (por ejemplo, cortarse) con una o más enzimas de restricción.  
 
Como se usa en la presente, el término “enzimas de restricción” se refiere a las enzimas (por ejemplo, enzimas 
bacterianas) cada una de las cuales corta el ADN de hebra doble en o cerca de una secuencia del nucleótido 
específica. Las enzimas de restricción son bien conocidas en el arte y pueden obtenerse fácilmente, por ejemplo, de 40 
una variedad de fuentes comerciales (por ejemplo, New England Biolabs, Inc., Beverly, Massachusetts). De manera 
semejante, los métodos para usar las enzimas de restricción también son generalmente bien conocidos y de rutina 
en el arte. Pueden usarse las enzimas de restricción que producen entre 10 y 24 fragmentos de ADN cuando cortan 
la ubicación CRISPR o una porción de la misma. Ejemplos de tales enzimas incluyen, pero no se limitan a, AIu1, 
Mse1, y Tsp5091. Pueden detectarse fragmentos de ADN obtenidos usando las enzimas de restricción, por ejemplo, 45 
como bandas mediante electroforesis por gel. Las enzimas de restricción pueden usarse para crear Polimorfismos 
de Longitud del Fragmento de Restricción (RFLP). 
 
Los RFLP son generados cortando (“restringiendo”) una molécula de ADN con una endonucleasa de restricción. Se 
han aislado muchos centenares de tales enzimas, elaboradas naturalmente por bacterias. En esencia, las bacterias 50 
usan tales enzimas como un sistema defensivo, para reconocer y después desdoblar (restringir) cualquier molécula 
de ADN extranjera que podría entrar en la célula bacteriana (por ejemplo, una infección vírica). Cada uno de los 
muchos centenares de diferentes enzimas de restricción se han encontrado que cortan (es decir, “desdoblan” o” 
restringen”) ADN en una secuencia diferente de los 4 nucleótidos básicos (A, T, G, C) que constituyen a todas las 
moléculas de ADN, por ejemplo, una enzima podría específicamente y solamente reconocer la secuencia A-A-T-G-55 
A-C, mientras que otra podría específicamente y sólo reconocer la secuencia G-T-A-C-T-A, etc. Dependiendo de la 
única enzima involucrada, tales secuencias de reconocimiento pueden variar en longitud, desde tan solo 4 
nucleótidos hasta 21 nucleótidos. Cuanto mayor sea la secuencia de reconocimiento, menos fragmentos de 
restricción resultarán, ya que cuanto mayor sea el sitio de reconocimiento menor será la probabilidad de que se 
encuentre repetidamente a lo largo del ADN.  60 
 
A modo de ejemplo adicional, las secuencias de marcado pueden identificarse mediante determinado o también 
determinando la diferencia en el tamaño del producto de amplificación.  
 
La separación puede lograrse mediante cualquier método adecuado para separar ADN, que incluye, pero no se 65 
limita a, electroforesis por gel, cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), espectroscopia de masa, y uso de un 
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dispositivo microfluidico. En una modalidad, los productos de amplificación o fragmentos de ADN están separados 
por electroforesis de gel de agarosa. La electroforesis de gel separa las moléculas cargadas de tamaño diferente por 
su proporción de movimiento a través de un gel estacionario bajo la influencia de una corriente eléctrica. Estos 
productos de amplificación separados o fragmentos de ADN pueden visualizarse fácilmente, por ejemplo, mediante 
la tinción con bromuro de etidio y observando el gel bajo iluminación de UV. El patrón de bandeo refleja el tamaño 5 
del ADN de restricción digerido o los productos de amplificación.  
 
A modo de un ejemplo adicional, las secuencias de marcado pueden identificarse mediante la formación de 
secuencias de los productos de amplificación.  
 10 
La secuencia de los productos amplificados puede obtenerse por cualquier método conocido en el arte, que incluye 
los métodos automáticos y los métodos de formación de secuencias manuales. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva 
York; Roe et al. (1996) DNA Isolation and Sequencing (Essential Techniques Series, John Wiley & Sons).  
 15 
Los métodos de Hibridización también están dentro del alcance de la presente invención, usando cualquier molécula 
de ácidos nucleicos tal como una sonda, o una molécula de ácidos nucleicos capaces de hibridizar a una secuencia 
del nucleótido particular. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: Laboratory Manual (2d ed., 
Cold Spring Harbor laboratory Press Planview, Nueva York).  
 20 
En las técnicas de hibridización, las sondas de hibridización pueden ser fragmentos de ADN genómicos, productos 
amplificados por PCR, u otros oligonucleótidos, y pueden comprender toda o parte de una secuencia del nucleótido 
conocida. Además, puede ser etiquetada con un grupo perceptible tal como 32P, o cualquier otro marcador 
perceptible, tal como otros radioisótopos, un compuesto fluorescente, una enzima, o un co-factor de la enzima. El 
término “etiquetado,” con respecto a la sonda, pretende abarcar la etiquetación directa de la sonda acoplando (es 25 
decir, enlazando físicamente) una substancia perceptible por la sonda, así como la etiquetación indirecta de la sonda 
mediante la reactividad con otro reactivo que se etiqueta directamente. Ejemplos de etiquetación indirecta incluyen 
etiquetación en extremos de una sonda de ADN con biotina, tal que puede detectarse con estreptavidina etiquetada 
fluorescentemente.  
 30 
Se abarcan también los métodos que abarcan las técnicas hibridización para detectar o diferenciar cepas 
bacterianas. Estos incluyen, pero no se limitan a, transferencia Southern (ver, por ejemplo, Van Embden et al. (1993) 
J. Clin. Microbiol. 31 :406-409), ensayos de movilidad de cambio (ver, por ejemplo, la Solicitud Publicada de los 
Estados Unidos No. 20030219778), ensayos de formación de secuencias usando arreglos de oligonucleótidos (ver, 
por ejemplo, Pease et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 91 :5022-5026), espoligotipificación (ver, por ejemplo, 35 
Kamerbeek et al. (1997) J. Clin. Microbiol. 35:907-914), Hibridación fluorescente in situ (FISH) (ver, por ejemplo, 
Amann et al. (1990) J. Bacteriol. 172:762-770) y ensayos de rastreo heteroduplo o análisis de movilidad heteroduplo 
(ver, por ejemplo, White et al., (2000) J. Clin. Micro. 38:477-482). 
 
La secuencia de marcado que se identifica puede compararse con una base de datos de la secuencia del fago y/o 40 
una base de datos de la secuencia bacteriana. Típicamente, las secuencias de marcado coinciden con una o más 
secuencias en la base de datos de la secuencia del fago pero no con la base de datos de la secuencia bacteriana.  
 
Debido a que las nuevas bacterias etiquetadas se preparan usando los métodos descritos en la presente, puede 
crearse una base de datos de etiquetas que permita la identificación específica de bacterias que se han etiquetado. 45 
 
Se proporciona el uso de una secuencia obtenida u obtenible de un bacteriófago (por ejemplo, en la fabricación de 
una bacteria etiquetada) para etiquetar y/o identificar una bacteria, en donde dicha secuencia se integra a un 
extremo de la ubicación CRISPR de la bacteria precursora.  
 50 
Se proporciona el uso de una secuencia obtenida u obtenible de un bacteriófago (por ejemplo, en la fabricación de 
una bacteria etiquetada) para etiquetar e/o identificar una bacteria, en donde dicha secuencia comprende: (i) por lo 
menos una secuencia que es homóloga (por ejemplo, es idéntica) a una repetición CRISPR en la ubicación CRISPR 
de dicha bacteria; y (ii) una secuencia de marcado.  
 55 
Se proporciona el uso de una secuencia para etiquetar y/o identificar una bacteria (por ejemplo, en la fabricación de 
una bacteria etiquetada), en donde dicha secuencia se obtiene o es obtenible por: (a) exponer una bacteria 
precursora a un bacteriófago; (b) seleccionar un mutante insensible a bacteriófagos; (c) comparar la ubicación 
CRISPR o una porción de la misma de la bacteria precursora y el mutante insensible a bacteriófagos; y (d) 
seleccionar una secuencia en la ubicación CRISPR o una porción de la misma del mutante insensible a 60 
bacteriófagos que no están presentes en la bacteria precursora.  
 
CRISPR y Generación de Mutantes Resistentes a los fagos  
 
Durante el desarrollo de la presente invención, los experimentos se dirigieron para determinar si las ubicaciones 65 
CRISPR se alteraron durante la generación natural de mutantes resistentes a los fagos. Un sistema de modelo de 
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fago hospedador se seleccionó, que consiste de una cepa S. thermophilus del tipo natural sensible a los fagos usada 
ampliamente en la industria láctea, DGCC7710 (WT) y dos bacteriófagos virulentos distintos, pero estrechamente 
relacionados aislados de las muestras de yogur industriales, a saber, el fago 858 y el fago 2972 (Levesque et al., 
Appl. Environ. Microbiol., 71 :4057 [2005]). Nueve mutantes resistentes al fago se generaron independientemente 
mediante una prueba inmunogénica de la cepa WT con el fago 858, fago 2972 o simultáneamente con ambos, y sus 5 
ubicaciones CRISPR fueron analizados. Se observaron las diferencias de forma consistente con la ubicación 
CRISPR1, donde se insertaron 1 a 4 espaciadores adicionales próximos a los 32 espaciadores presentes en la cepa 
WT (Ver, Figura 9). La adición de nuevos espaciadores en respuesta a la infección del fago parecío ser polarizada 
hacia un extremo de la ubicación CRISPR1. Esto es consistente con las observaciones previas de hipervariabilidad 
del espaciador en el extremo líder de la ubicación CRISPR en varias cepas (Ver por ejemplo, Ver, Pourcel et al., 10 
Microbiol., 151 :653 [2005]; y Lillestol et al, Archaea 2:59 [2006]). El análisis de secuencia de espaciadores 
adicionales insertados en la ubicación CRISPR1 de varios mutantes resistentes al fago reveló una similitud con las 
secuencias encontradas dentro de los genomas de los fagos usados en la prueba inmunogénica. Se observaron 
similitudes a lo largo de los genomas del fago, en la mayoría de los módulos funcionales, tanto en las hebras 
codificantes como las no codificantes. Ninguna secuencia particular, gen o grupo funcional pareció ser 15 
específicamente el objetivo. Estos resultados indican que luego de volverse resistentes a los bacteriófagos, la 
ubicación CRISPR1 se modificó por la integración de nuevos espaciadores derivados aparentemente desde el ADN 
del fago. Sin embargo, no se pretende que la presente invención se limite a cualquier mecanismo específico. 
 
Sorprendentemente, se observó que algunas cepas fueron resistentes a ambos fagos mientras que otros sólo fueron 20 
resistentes al fago usado en la prueba inmunogénica (Ver, Figura 9). El perfil de resistencia al fago pareció estar 
correlacionado con el contenido del espaciador, por medio del cual, las cepas con espaciadores que muestran 100% 
de identidad para las secuencias conservadas en ambos fagos fueron resistentes a ambos fagos, tales como los 
espaciadores S3, S6 y S7. En contraste, cuando los polimorfismos del nucleótido se observaron entre el espaciador 
y la secuencia del fago (de 1 a 15 SNPs en más de 29 o 30 nucleótidos), el espaciador no pareció proporcionar 25 
resistencia, tal como los espaciadores S1, S2, S4, S5 y S8 (Ver, Figura 9).  
 
Adicionalmente, cuando se insertaron varios espaciadores (S9-S14), los niveles de resistencia al fago fueron 
superiores. Estos resultados indican que la ubicación CRISPR1 está sujeta a cambios evolutivos dinámicos y rápidos 
manejados por la exposición al fago. Estos resultados indican que las ubicaciones CRISPR pueden alterarse de 30 
hecho durante la generación de mutantes resistentes al fago y establecerse un enlace entre el contenido del 
CRISPR y la sensibilidad al fago. Así, se contempla que la presencia de un espaciador CRISPR idéntico a una 
secuencia del fago proporciona resistencia contra fagos que contienen esta secuencia particular.  
 
Para determinar si el contenido del espaciador CRISPR define la resistencia del fago, la ubicación CRISPR1 se 35 
alteró agregando y anulando espaciadores, y se probó la sensibilidad de la cepa a los fagos. Todos los constructos 
se generaron e integraron en el cromosoma S. thermophilus usando métodos conocidos en el arte (Ver por ejemplo, 
Russell y Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:4361 [2001]). Los espaciadores y repeticiones en la ubicación 
CRISPR1 de la cepa WTΦ858 

+S1S2 se removieron y se reemplazaron con una repetición simple sin cualquier 
espaciador. La cepa resultante WTΦ858 

+S1S2 ∆CRISPR1 fue sensible al fago 858, indicando que la resistencia a los 40 
fagos del mutante resistente al fago original (WTΦ858 

+S1S2) probablemente se enlazó para la presencia de S1 y S2 
(Ver, Figura 10).  
 
Además, para determinar si la adición de los espaciadores proporcionan nueva resistencia al fago, la ubicación 
CRISPR1 de la cepa WTΦ2972 

+S4 se reemplazó con una versión que sólo contiene los espaciadores S1 y S2. La 45 
sensibilidad del fago al constructo resultante fue entonces probada. La cepa resultante WTΦ2972 

+S4 ׃׃pS1S2 ganó 
resistencia al fago 858, sugiriendo que estos dos espaciadores tienen la capacidad de proporcionar resistencia al 
fago de novo (Ver, Figura 10). Estas modificaciones observadas establecen un enlace entre el contenido del 
espaciador CRISPR y la resistencia del fago.  
 50 
En el proceso de generación de la cepa WTΦ858

+S1S2∆CRISPR1, WTΦ858
+S1S2 ׃׃pR, se creó una variante que 

contiene el vector de integración con una sola repetición insertada entre los genes cas y la ubicación CRISPR1 
nativo (Ver, Figura 10). Inesperadamente, la cepa WTΦ858

+S1S2 ׃׃pR, fue sensible al fago 858, aunque los 
espaciadores S1 y S2 permanecieron presentes en el cromosoma (Ver, Figura 10). Semejantemente, el constructo 
WTΦ2972

+S4 ׃׃pS1S2 perdió resistencia al fago 2972, aunque el espaciador S4 está presente en el cromosoma (Ver, 55 
Figura 10). Estos resultados indican que los espaciadores no proporcionaron resistencia, y quizás tengan que tener 
un contexto genético particular para ser eficientes.  
 
Aunque los experimentos recientes sugirieron involucrarse en la reparación del ADN (Makarova et al., Nucl. Acids 
Res., 30:482 [2002]), la hipótesis actual es que los genes cas (Jansen et al., MoI. Microbiol., 43: 1565 [2002]; y Haft 60 
et al., PIoS Comput. Biol., 1: el e60 [2005]) están involucrados en la inmunidad mediada por CRISPR (Makarova et 
al., Biol. Direct. 1 :7 [2006]). En experimentos adicionales, dos genes cas en la cepa WTΦ858

+S1S2 se volvieron 
inactivos, principalmente cas5 (COG3513) y cas7 que son equivalentes al str0657lstu0657 y str0660lstu066, 
respectivamente (Ver, Bolotin et al., Nat. Biotechnol., 22: 1554 [2004]; y Bolotin et al., Microbiol., 151 :2551 [2005]). 
La inactivación de cas5 produjo una pérdida de la resistencia del fago (Ver, Figura 10). Además, es posible que 65 
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Cas5 actúe como una nucleasa, puesto que contiene una porción de nucleasa del tipo HNH. En contraste, al 
inactivar cas7 no se alteró la resistencia al fago 858 (Ver, Figura 10). Sin embargo, no se pretende que la presente 
invención se limite a cualquier mecanismo particular. Además, no funcionaron los experimentos para generar los 
mutantes resistentes al fago CRISPR1 a partir de la supresión de cas 7. Aunque no se pretende que la presente 
invención se limite a cualquier mecanismo particular, esto puede ser debido a que Cas7 está involucrado en la 5 
síntesis y/o inserción de nuevos espaciadores y repeticiones adicionales.  
 
Al probar la sensibilidad de los mutantes resistentes al fago, se encontró que la formación de la placa se redujo 
dramáticamente, pero que una población relativamente pequeña de bacteriófagos retuvo la capacidad para infectar 
los mutantes. Se analizaron adicionalmente variantes del fago derivadas del fago 858 que retuvieron la capacidad 10 
para infectar WTΦ858

+S1S2. En particular, se investigaron las secuencias de la región del genoma que corresponde a 
espaciadores adicionales S1 y S2 en dos variantes del fago virulentas. En ambos casos, la secuencia del genoma de 
la variante del fago se mutó y se identificaron dos distintos polimorfismos del nucleótido simple en la secuencia que 
corresponde al S1 espaciador (Ver, Figura 13).  
 15 
En conjunto, los procariotes parecen haber desarrollado un sistema de “inmunidad” basado en ácidos nucleicos por 
medio del cual la especificidad se dicta por el contenido del espaciador CRISPR, mientras que la resistencia se 
proporciona por la maquinaria enzimática Cas. Adicionalmente, se especuló que algunos de los genes cas que no 
proporcionan resistencia directamente están realmente involucrados en la inserción de espaciadores y repeticiones 
CRISPR adicionales, como parte de una respuesta adaptable “inmune”. Este sistema basado en ácidos nucleicos 20 
contrasta con su contraparte basada en aminoácidos en eucariotas por medio de los cuales la inmunidad adaptativa 
no es heredable. La naturaleza heredable de espaciadores CRISPR soporta el uso de las ubicaciones CRISPR 
como objetivos para los estudios evolutivos, de tipificación y genómico comparativos (Ver, Pourcel et al, supra; 
Groenen et al., Mol. Microbiol., 10: 1057 [1993]; Mongodin et al, J., Bacteriol., 187:4935 [2005]; y DeBoy et al, J., 
Bacteriol., 188:2364 [2006]). Debido a que este sistema es reactivo al ambiente del fago, desempeña probablemente 25 
una función significativa en la evolución procariótica y ecológica y proporciona una perspectiva histórica de 
exposición del fago, así como una herramienta predictiva para la sensibilidad del fago. Sin embargo, no se pretende 
que la presente invención se limite a cualquier mecanismo particular. No obstante, la presente invención proporciona 
métodos y composiciones para utilizar el sistema CRISPR/cas como un medio de defensa del virus, y también 
potencialmente para reducir la diseminación de elementos genéticos móviles y la adquisición de características 30 
indeseables tales como los genes de resistencia antimicrobiana y marcadores de virulencia. En algunas 
modalidades, se contempla además desde una perspectiva de evolución del fago, secuencias del fago integradas 
dentro de las ubicaciones CRISPR también proporcionan puntos de ancla adicionales para facilitar la recombinación 
durante las infecciones del fago subsecuentes, incrementando así, la concentración del gen para la cual los fagos 
tienen acceso (Ver, Hendrix et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96:2192 [1999]). Puesto que el ubicaciones CRISPR 35 
se encuentra en la mayoría de los géneros bacterianos, y está omnipresente en Archaea (Ver, Jansen et al, supra; 
Lillestol et al, supra; y Goode y Bickerton J. MoI. Evol., 62:718 [2006]), proporcionan nuevas visiones en la relación y 
evolución co-dirigida entre los procariotes y sus depredadores. 
 
Fagos de Biocontrol 40 
 
Se proporcionan métodos y composiciones para el desarrollo de fagos como agentes de biocontrol. Como se indica 
en la presente, las bacterias pueden volverse resistentes al ataque de fagos incorporando secuencias derivadas del 
fago (espaciadores) en ubicaciones CRISPR activas. El Fago puede escapar de esta resistencia mediante una 
mutación dentro de la secuencia del genoma que corresponde al espaciador o la secuencia de reconocimiento de la 45 
porción CRISPR, que corresponde a un sistema Cas-CRISPR dado. A través de rondas iterativas de pruebas 
inmunogénicas para el fago, con el fin de crear derivados resistentes al fago mediados por CRISPR de una cepa 
hospedadora y el aislamiento de los mutantes de escape a fagos, la presente invención proporciona fagos que han 
sido alterados dentro de secuencias objetivo CRISPR y/o sitios de reconocimiento CRISPR putativos que dirigen la 
inserción del espaciador directa. Además, la presente invención proporciona fagos que se ha diseñado 50 
sintéticamente tal que la secuencia de la porción CRISPR para un sistema CRISPR Cas dado ha sido eliminado. 
Estos fagos “alterados”, aplicados como un coctel o en un “esquema de la rotación secuencial” reduce la capacidad 
de las bacterias objetivo para adaptar la resistencia vía el sistema CRISPR. De hecho, la presente invención 
proporciona un conjunto diverso de fagos virulentos para usarse como agentes de biocontrol. En modalidades 
particularmente preferidas, esta diversidad se direcciona al mecanismo CRISPR dirigido de resistencia al fago, tal 55 
que la capacidad del organismo hospedador para desarrollarse rápidamente contra el ataque al fago (por medio de 
CRISPR) se reduce o elimina severamente. La administración del fago diverso, ya sea como un coctel o en una 
rotación secuencial reduce adicionalmente la posibilidad de que el organismo hospedador se adapte o desarrolle 
resistencia al fago CRISPR-dirigido.  
 60 
Los fagos son agentes antimicrobianos naturales que se han estudiado extensivamente como un agente terapéutico 
alternativo a los antibióticos. Este interés se ha renovado recientemente, debido a la proliferación de patógenos 
resistentes a los múltiples antibióticos. Como con los antibióticos, las bacterias han desarrollado mecanismos 
múltiples para superar el ataque de fagos. La presente invención proporciona métodos y composiciones que 
involucran el uso de Cas-CRISPR mediando la resistencia del fago para generar una población del fago diversa, 65 
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crear fagos sintéticos desprovistos de secuencias con porción CRISPR, así como métodos para administrar tal fago 
que reducirá la capacidad de un organismo objetivo de desarrollar resistencia contra el fago.  
 
Como se detalla en la presente, se han descrito sistemas Cas-CRISPR en una gama amplia de organismos que 
incluyen ejemplos de géneros patogénicos. Luego de la infección del fago, pueden encontrarse bacterias que 5 
escapan a la lisis que contienen nuevas secuencias espaciadoras dentro de una ubicación CRISPR. El nuevo 
espaciador es típicamente de una longitud definida que es característica para una ubicación CRISPR dada y se 
deriva del genoma del fago atacante al que confiere la resistencia. Como el nivel de resistencia conferido por un solo 
espaciador no está a menudo completo, los fagos pueden escapar al mecanismo. El análisis de “fagos de escape” 
indicó que los genomas mutaron en o próximos a la secuencia del espaciador correspondiente encontrada en la 10 
variante hospedadora resistente. Además, los “fagos de escape” son totalmente virulentos a la variante hospedadora 
mediada por CRISPR a partir de la cual fueron derivados.  
 
Un único aspecto de fago terapéutico, que lo distingue de los antibióticos tradicionales, es la capacidad para 
propagarse exponencialmente junto con las bacterias infectadas. Mientras que esto puede ser ventajoso desde una 15 
perspectiva farmacológica, también proporciona oportunidades únicas para que el fago desarrolle una respuesta de 
adaptabilidad de las bacterias objetivo hacia el ataque del fago.  
 
Las bacterias han desarrollado varios mecanismos de defensa contra el fago virulento. Como se indica en la 
presente, las ubicaciones Cas-CRISPR desempeñan una función para conferir resistencia al fago bacteriano. 20 
Después de la infección del fago, el análisis de bacterias supervivientes encontró que algunos aislados habían 
insertado un nuevo elemento espaciador dentro de su ubicación CRISPR residente, cuya secuencia fue idéntica a la 
encontrada en el genoma del fago correspondiente. Cuando se realizó una prueba inmunogénica con el fago, estas 
variantes resistentes al fago de primera generación mediadas por CRISPR dieron surgimiento a placas; el fago que 
se encontró resultó ser totalmente infectivo en ambos, precursor y derivado. El análisis de estos fagos “CRISPR-25 
escape” indicó que sus genomas mutaron en la secuencia que corresponde al espaciador CRISPR albergada por la 
variante resistente al fago o en una secuencia próxima que se cree dirige la inserción del espaciador y se identifica 
como la porción CRISPR específica para un sistema Cas-CRISPR dado. Por consiguiente, el fago “CRISPR-escape” 
es potencialmente más virulento que las variantes precursoras y de primera generación, puesto que este fago es 
capaz de infectar la cepa precursora y la variante CRISPR de primera generación.  30 
 
Como se indicó anteriormente, se han identificado las ubicaciones CRISPR en varios géneros/especies de bacterias 
que incluyen ejemplos de patógenos conocidos y microorganismos de desechos. También como se describe en la 
presente, la presente invención proporciona métodos y composiciones para la utilización de las ubicaciones CRISPR 
en combinación con las proteínas Cas para conferir “inmunidad” para invadir el ADN extranjero, en particular, los 35 
bacteriófagos. También como se describe en la presente, las cepas bacterianas que albergan a ubicaciones 
CRISPR-cas “activas”, que contienen un espaciador que es idéntico a una secuencia correspondiente dentro de un 
genoma del fago (es decir, un “protoespaciador”), confiere a la cepa bacteriana, resistencia al fago. En algunas 
modalidades preferidas, son conocidas las secuencias del genoma del fago de biocontrol. En algunos métodos 
particularmente preferidos, los microorganismos objetivo aislados se examinan para la presencia del ubicaciones 40 
CRISPR. En algunas modalidades preferidas, se usa PCR utilizando cebadores específicos para secuencias 
conservadas que flanquean las ubicaciones CRISPR del microorganismo objetivo. En algunas modalidades 
preferidas, los productos de amplificación se secuencian en comparación con la secuencia del genoma del fago de 
biocontrol. En algunas modalidades preferidas, la generación de variantes resistentes al fago CRISPR y análisis del 
espaciador/protoespaciador proporciona medios para identificar la porción CRISPR específica. Una vez identificada, 45 
la información de la secuencia se usa para diseñar y sintetizar un fago desprovisto de la porción CRISPR. Así, el 
fago resultante es insensible a la resistencia mediada por CRSPR-cas. En estas valoraciones, la ausencia de 
espaciadores con similitud al genoma del fago indica la susceptibilidad del microorganismo objetivo al fago de 
biocontrol. Así, el fago de biocontrol tiene un grado mayor de virulencia y eficiencia como agente de biocontrol.  
 50 
La presente invención proporciona métodos y composiciones adecuadas para uso en alimentos, pienso, industria 
médica y veterinaria para generar el fago con un intervalo hospedador más amplio y un método de aplicación para 
un biocontrol más eficiente de las bacterias. La presente invención proporciona medios para producir un número 
suficiente de fagos alterados (en respuesta a CRISPR) para reducir significativamente la capacidad de las bacterias 
nativas de desarrollar una resistencia mediada por CRISPR eficiente. La presente invención también proporciona 55 
métodos de aplicación/administración diseñados tal que la proporción de evolución de las bacterias nativas esté 
significativamente reducida.  
 
EXPERIMENTAL 
 60 
Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas modalidades 
preferidas y aspectos de la presente invención y no debe interpretarse como una limitación del ámbito de aplicación 
del mismo.  
 
En la experiencia de divulgación que se indica, se aplican las siguientes abreviaturas: °C (grados centígrados); rpm 65 
(revoluciones por minuto), H2O (agua), HCl (ácido clorhídrico); aa (aminoácidos), pb (par de bases); kb (par de 
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kilobases); kD (kilodaltons), g (gramos); μg y ug (microgramos); mg (miligramos); ng (nanogramos); μl y ul 
(microlitros); ml (mililitros); mm (milímetros); nm ( nanómetros); μm y um (micrómetro), M (molar); mM (millimolar); 
μM y uM (micromolar), U (unidades); V (voltios), MW (peso molecular), s (segundos), min(s) (minuto/minutos); hora 
(s) (hora / horas), MOI (multiplicidad de la infección); EOP (eficiencia de placa); UFP (unidades formadoras de 
placa); MgCl2 (cloruro de magnesio); de NaCl (cloruro de sodio ); OD420 (densidad óptica a 420 nm); PAGE 5 
(electroforesis en gel de poliacrilamida); EtOH (etanol), PBS (buffer salino de fosfatos [150 mM NaCl, 10 mM de 
buffer de fosfatos salino, pH 7.2]); SDS ( dodecil sulfato de sodio) ; Tris (tris (hidroximetil) aminometano); w/v (peso a 
volumen); v/v (volumen a volumen); Amicon (Amicon, Inc., Beverly, MA); ATCC (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA); Amersham (Amersham Biosciences, Inc., Piscataway, NJ); NEB (New England Biolabs, Beverly, 
MA), Becton Dickinson (Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ); BioRad (BioRad, Richmond, CA); Clontech 10 
(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Difco (Difco Laboratories, Detroit, MI); Gibco BRL o Gibco BRL (Life 
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), y Sorvall (Sorvall Instruments, 
una subsidiaria de DuPont Co., Biotechnology Systems, Wilmington, DE ). 
 
La presente invención utiliza, salvo se indique lo contrario, las técnicas convencionales de la química, la biología 15 
molecular, microbiología, inmunología y la recombinación del ADN, que están dentro de las capacidades de una 
persona con competencias normales en la materia. Esas técnicas son bien conocidas por los expertos en el arte. 
Como se usa aquí, DGCC7710 también se conoce como “WT”; DGCC7710RH1 también se conoce como 
“DGCC7710-RH1” y “RHL”; DGCC7710RH2 también se conoce como “DGCC7710-RH2” y “RH-2”; DGCC7778cas1 
también se conoce como “DGCC7778cas1 KO”, “CAS1 KO” y “cas1 KO”; DGCC7778cas4 también se conoce como 20 
“DGCC7778cas4KO”; DGCC7778 también se conoce como “WTφ858 + S1 S2”; DGCC7778RT también se conoce 
como “WTφ858 S1 + S2:: PR”; DGCC7778RT’ es también conocida como “WTφ858 + S1 S2ΔCRISPR1 “; 
DGCC7710-R2 también se conoce como” WTφ2972 + S4 “, y DGCC7710-R2S1 S2 es también conocida como” 
WTφ2972 + S4:: PS1S2 “.  
 25 
EJEMPLO 1 
 
Manipulación de Espaciadores Fago-Específicos 
 
En este ejemplo, se describen los experimentos realizados para manipular espaciadores fago-específicos. En 30 
algunos experimentos, se describe que se insertó un espaciador específico de fagos en un CRISPR existente y 
funcional, para proporcionar resistencia a los fagos correspondientes. La cepa bacteriana utilizada fue Streptococcus 
thermophilus ST0089 y el fago, fue el 2972. S. thermophilus ST0089 es una cepa de importancia industrial utilizada 
en la fabricación de yogur. Esto es genéticamente susceptible a la manipulación, y sensible a la conocida virulencia 
del fago 2972. 35 
 
Las ubicaciones CRISPR fueron determinadas en la cepa ST0089. Esto se determinó preferencialmente, 
secuenciando el genoma entero de ST0089. Alternativamente, las ubicaciones CRISPR se identifican a través de 
PCR usando conjuntos de cebadores con secuencias idénticas a los elementos CRISPR de S. thermophilus 
CRISPR, previamente identificados.  40 
 
Una vez identificados, las secuencias de las ubicaciones CRISPR fueron determinadas así como las regiones 
proximales que contenían a los genes relevantes cas. 
 
Al menos una ubicación en particular CRISPR-cas, fue seleccionada para una mayor manipulación. La funcionalidad 45 
de la ubicación se determinó mediante análisis in silico de las regiones espaciadoras y sus homologías con 
secuencias de ADN de fagos (es decir, la ausencia y/o la presencia de secuencias espaciadoras y la correlación a la 
infección de fagos con la cepa ST0089). En ausencia de esta correlación, la funcionalidad se suponía, basándose en 
la presencia de todos los elementos documentados (es decir, repeticiones, espaciadoras, secuencias líderes, y los 
genes cas que supuestamente codifican proteínas de tamaño completo).  50 
 
Las secuencias espaciadoras adecuadas, fueron elegidas entre el genoma de los fagos 2972. Los criterios utilizados 
para seleccionar el espaciador generalmente se basan en la longitud de los espaciadores en la ubicación CRISPR 
seleccionado y la identidad (de preferencia de aproximadamente el 100%) a la secuencia de los fagos. De hecho, 
cualquier secuencia adecuada de fagos, encuentra uso en diversas modalidades de la presente invención.  55 
 
En algunas modalidades, una unidad CRISPR constituida por una secuencia espaciadora de un fago 2972, 
flanqueada por dos elementos de repetición (idénticos a la ubicación CRISPR seleccionada) fue sintetizada 
químicamente. Por definición, esta “unidad CRISPR” sintética es de aproximadamente 100 pb de longitud y es 
demasiado corta para garantizar la integración en la ubicación CRISPR.  60 
 
Por lo tanto, fue construido ADN de flanqueo adicional junto con la unidad CRISPR. Un mínimo de 500 pb de ADN 
homólogos, idénticos a la ubicación CRISPR objetivo, que flanquea la unidad sintética CRISPR, se elaboró con el fin 
de facilitar la integración.  
 65 
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En otras modalidades, hay varios enfoques. En un modalidad, un constructo emula la adición de un nuevo 
espaciador de sobre el CRISPR existente. En algunas modalidades alternativas, toda la ubicación CRISPR se 
sustituye por la unidad sintética CRISPR.  
 
El CRISPR integrante resultante, se verificó mediante la secuenciación del ADN de la ubicación CRISPR antes de 5 
las pruebas biológicas. Además, los patrones de sensibilidad a fagos del CRISP integrante contra el fago 2972, 
fueron analizados y comparados con la cepa precursora.  
 
La construcción CRISPR integrante, demostró exitosamente la correlación directa entre la presencia de un 
espaciador de específico en el contexto adecuado de CRISPR-cas.  10 
 
En otros experimentos, se realizó la inserción de un espaciador homólogo al ADN de un fago en una célula 
receptora. En estos experimentos, se diseñó un nuevo espaciador de CRISPR a partir de ADN de fagos (con un 
100% de identidad al ADN de fagos) dentro del gen antirreceptor y se insertó en la célula en una ubicación CRISPR. 
El gen antirreceptor fue utilizado como objetivo porque se ha encontrado que los espaciadores de CRISPR de otras 15 
cepas muestran similitud con genes antirreceptor de fagos. Cuatro cepas con espaciadores que mostraron identidad 
con genes antirreceptores de fagos fueron resistentes al fago en particular. El mutante fue expuesto a fagos, y se 
encontró que era resistente. 
 
En otros experimentos, un espaciador se insertó en hospedador original, pero no en una ubicación CRISPR. El 20 
mutante resultante conserva su sensibilidad a los fagos. Así pues, estos experimentos mostraron que el espaciador 
debe de estar en un entorno particular dentro del contexto de un CRISPR y genes cas.  
 
En otros experimentos, un espaciador de CRISPR en particular, fue eliminado de una ubicación CRISPR que se 
presentaba naturalmente. Esta eliminación suprimió la inmunidad contra de un determinado fago y el hospedador se 25 
hizo sensible (es decir, perdió la resistencia) a los fagos a los que el espaciador era homólogo. Los resultados de 
estos experimentos se presentan en la Figura 10.  
 
Aún en experimentos adicionales, todas las combinaciones de repeticiones CRISPR-cas se insertaron en una célula 
receptora a fin de proporcionar inmunidad contra la entrada de ácidos nucléicos. 30 
 
En otros experimentos, se preparó un plásmido compuesto por un espaciador CRISPR utilizando los métodos 
establecidos en el presente. Los intentos de transferir este plásmido en las células que contienen el mismo 
espaciador, no fueron exitosos. Sin embargo, los plásmidos que no contienen el espaciador, pueden ser 
transformados en células. Las Figuras 11 y 12 ilustran estos resultados. 35 
 
En otros experimentos, las combinaciones CRISPR-cas presentes en dos cepas diferentes se intercambiaron. Este 
intercambio de espaciadores se mostró para modificar sus fenotipos (sensibilidad / resistencia a fagos). Como se 
indica en este documento cuando S1S2 es introducido en una cepa con S4, se conmuta la sensibilidad del fago (Ver 
Figura 10). 40 
 
En otros experimentos, se preparan las diferentes combinaciones de repeticiones de cas-CRISPR. No sólo se 
requieren los genes o las proteínas cas, sino los pares específicos de repeticiones de cas-CRISPR son necesarios 
para la funcionalidad. Cuando los genes o las proteínas cas provienen de otra ubicación CRISPR, la cepa se 
mantiene sensible a los fagos. 45 
 
Todavía en experimentos adicionales, uno o más genes cas (de una unidad funcional CRISPR-cas) fueron 
suprimidos. Los genes cas son necesarios para proporcionar inmunidad. Las mutantes cas siguen siendo sensibles 
a los fagos, a pesar de la presencia del espaciador idéntico al ADN del fago. En estos experimentos, cas 5 
(anteriormente conocido como cas 1) y cas 7 (anteriormente conocido como cas 4) fueron suprimidos. Cas 5 ha 50 
demostrado ser necesario para la resistencia. Además, cas 7 ha demostrado ser necesario para la integración de 
nuevos espaciadores.  
 
En experimentos adicionales, los genes cas son proporcionados en trans al hospedador. Donde el gen cas es 
eliminado, la inmunidad se restaura. 55 
 
EJEMPLO 2 
 
Integración de los Espaciadores de CRISPR 
 60 
En estos experimentos, la integración de un espaciador de CRISPR en una ubicación CRISPR, mostró proveer 
resistencia contra un bacteriófago con el que el espaciador de CRISPR mostró identidad. En estos experimentos se 
produjo la cepa de S. thermophilus DGCC7710RH1.  
 
La cepa de Streptococcus thermophilus DGCC7710 (depositada en la “Colección Nacional de los Cultivos de 65 
Microorganismos” francesa con el número CNCM 1-2423) posee por lo menos 3 ubicaciones CRISPR: CRISPR1, 
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CRISPR2, y CRISPR3. En las cepas de S. thermophilus CNRZl066 y LMGl8311, para las cuales la secuencia 
completa del genoma es conocida (Bolotin et al. Microbiol., 151 :2551-1561 [2005]). CRISPR1 está situado en la 
misma ubicación cromosómica: entre str0660 (o stu0660) y str0661 (o stu0661).  
 
En la cepa DGCC7710, CRISPR1 también se encuentra en la misma ubicación cromosómica, entre genes muy 5 
similares. CRISPR1 de la cepa DGCC7710, contiene 33 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y, por tanto, 
32 espaciadores.  
 
Todos estos espaciadores son diferentes unos de otros. La mayoría de estos espaciadores son nuevos (es decir, no 
se han descrito previamente dentro de las ubicaciones CRISPR), pero cuatro espaciadores cerca del remolque 10 
CRISPR1, son idénticos a espaciadores de CRISPR1 ya conocidos:  
 
- El espaciador 28o de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 31ro de CRISPR1 de la cepa CNRZ1575 (número 
de acceso al GenBank DQ072991); 
 15 
- El espaciador 30o de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 27o de CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (número 
de acceso al GenBank DQ072990);  
 
- El espaciador 31ro de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 28o de CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (número 
de acceso al GenBank DQ072990);  20 
 
- El espaciador 32ndo de DGCC7710 es 100% idéntico al espaciador 30o de CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (número 
de acceso al GenBank DQ072990).  
 
Durante el desarrollo de la presente invención, la cepa S. thermophilus DGCC7710RH1 fue aislada como un fago 25 
natural resistente a mutantes, utilizando a DGCC7710 como la cepa precursora, y al fago D858 como el fago 
virulento. Se utilizó a D858, un bacteriófago perteneciente a la familia de los virus Siphoviridae.  
 
CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1, contiene 34 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y, por tanto, 33 
espaciadores. En comparación con la secuencia CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710, la secuencia 30 
CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710-RH1 posee una espaciador adicional nuevo (y una repetición 
adicional nueva, la cual flanquea al nuevo espaciador) en un extremo terminal de la ubicación CRISPR (es decir, 
cerca del líder, en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR). Todos los demás espaciadores de la ubicación de 
CRISPR1 siguen siendo los mismos. La secuencia de CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH1 se presenta a 
continuación: 35 
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En la secuencia anterior, el líder tiene la secuencia:  
 
5’caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag 3’ (SEQ ID NO: 688)  5 
 
La secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt; SEQ 
ID NO: 689) que comprende una repetición CRISPR se muestra en mayúsculas y un espaciador de CRISPR (es 
decir, la secuencia marcada) en minúsculas, ambas se muestran en gris arriba. La repetición terminal y las 
secuencias de remolque de la repetición CRISPR se muestran a continuación:  10 
 
Repetidor Terminal: 5 ‘gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt 3’ (SEQ ID NO: 3)  
 
Secuencia de remolque: 5’ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt 3’ (SEQ ID NO: 691)  
 15 
La secuencia del nuevo espaciador 5-TCAACAATTGCAACATCTTATAACCCACTT (SEQ ID NO: 534) existe en el 
genoma de los fagos D858.  
 
La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 31921 y 31950 pb (es decir, en la hebra de arriba) del 
genoma de D858 (y tiene una identidad del 100% con la secuencia genómica de D858, de más de 30 nucleótidos):  20 
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espaciador 
 
D858 

 

 
El nuevo espaciador que está integrado en la ubicación CRISPR1 de la cepa de S. thermophilus DGCC7710-RH1, 
confiere resistencia a los fagos D858 para esta cepa, como se muestra en la Figura 1 y Tabla 2-1. 
 
Tabla 2-1.  5 
 Fago 2972 Fago 858 

Cepas BIM 

en 1 

Sensibilidad2 

al Fago  

Homología3 del 

espaciador-fago 

Sensibilidad2 

al fago  

Homología3 del espaciador-

fago 

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 

DGCC7778RT´ 858 S > 10 SNPs S Sin espaciadores 

izquierdos 

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 

al fago 858 

 
1. Fago usado para generar mutantes insensibles al Bacteriófago (BIMs)  
 
2 Sensibilidad del Fago de la cepa, S = sensible R= resistente como se determinó por los ensayos de placa y de 
mancha. 10 
 
3. Homología entre el nuevo espaciador del mutante y la secuencia de ADN del fago usado para generar el mutante. 
 
Fagos retenidos por su capacidad para adsorber a los mutantes. 
 15 
Además, durante el desarrollo de la presente invención, la cepa S. thermophilus DGCC7710-RH2 se aisló como un 
fago natural resistente a mutantes usando la cepa DGCC7710 S. thermophilus como cepa precursora, y el fago 
D858 como fago virulento. 
 
CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus contiene 34 repeticiones (que incluyen la repetición terminal), 20 
y por lo tanto 33 espaciadores. Cuando se comparó con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 
S.thermophilus, la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S.thermophilus posee un nuevo espaciador 
adicional (y una repetición adicional que se flanquea con el nuevo espaciador) en un extremo de la ubicación 
CRISPR (es decir, cerca del líder, en el extremo 5' de la ubicación CRISPR). Todos los otros espaciadores de la 
ubicación CRISPR1 permanecieron inalterados.  25 
 
La secuencia CRISPR1 (5'-3') de la cepa DGCC7710-RH2 se muestra debajo:  
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En la secuencia de arriba, la secuencia líder es: 
 5 
5’-caaggacagttattgattttataatcactagtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag-3’ (SEQ ID NO:688) 
 
La secuencia integrada que comprende una repetición CRISPR se muestra en mayúsculas y un espaciador CRISPR 
(es decir, las secuencias de marcado) en minúsculas; ambas se muestran arriba en gris 
(GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga; SEQ ID NO:694). Las 10 
secuencias de repetición terminal y de remolque de la CRISPR se muestran debajo:  
 
Repetición terminal: 5'-gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt-3' (SEQ ID NO:3)  
 
Secuencia de remolque: 5'-ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt-3' (SEQ ID NO:691)  15 
 
Se ha mostrado que la secuencia del nuevo espaciador existe dentro del genoma de fago D858.  
 
La secuencia del espaciador (SEQ ID NO: 535) se encuentra entre las posiciones 17215 y 17244 pb (es decir, en la 
hebra adicional) del genoma de D858 (y tiene 100% de identidad a la secuencia genómica D858 sobre 30 20 
nucleótidos): 
 

Espaciador 
 
D858  
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El nuevo espaciador se integra en la ubicación CRISPR1 de la cepa DGCC7710- RH2 S. thermophilus confiere 
resistencia contra el fago D858 para la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus, como se muestra en la Figura 2 y la 
Tabla 2-1 (Ver también, la Figura 10).  
 
EJEMPLO 3  5 
 
Integración y Extracción del Constructo 
 
En este Ejemplo, se describen métodos para la integración y extracción del constructo.  
 10 
Las cepas usadas en estos experimentos fueron:  
 
Cepa precursora S.thermophilus DGCC7710, sensible a los fagos 858 y 2972  
 
Mutante CRISPR S.thermophilus DGCC7778 resistente a 858  15 
 
DGCC7778cas 1 KO S.thermophilus  
 
DGCC7778cas4KO S.thermophilus  
 20 
DGCC7778RT S.thermophilus  
 
DGCC7778RT S.thermophilus  
 
Mutante CRISPR S.thermophilus DGCC7710R2 resistente a 2972  25 
 
DGCC7710R2S1S2 S.thermophilus  
 
La E. coli EC1,000 proporciona pORI28 (Ver, Russell y Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:43691 - 4364 
[2001])  30 
 
La Escherichia coli pCR2. 1TOPO proporciona pTOPO (Ver, Invitrogen catálogo #K4500-01) 
 
Los siguientes plásmidos se usaron en estos experimentos:  
 35 
pTOPO, un plásmido usado para sub-clonar varios constructos 
 
pTOPOcas/ko contiene un fragmento íntegro de cas1 
 
pTOPOcas4ko contiene un fragmento íntegro de cas4 40 
 
pTOPOS1S2 contiene el constructo del espaciador S1S2 
 
pTOPO RT contiene el constructo de repetición RT terminal 
 45 
pORI28 es un plásmido usado para la integración de varios constructos en el cromosoma de cepas de 
S.thermophilus. 
 
pORlcas1ko contiene un fragmento íntegro de cas1  
 50 
pORIScas4ko contiene un fragmento íntegro de cas4 
 
pORIS1S2 contiene el constructo espaciador S1S2 purista contiene el constructo de repeticiones terminales RT 
 
Los siguientes cebadores se usaron en estos experimentos:  55 
 
Cas1 
 
5'-caaatggatagagaaacgc-3' (SEQ ID NO:670) y 5'-ctgataaggtgttcgttgtcc-3' (SEQ ID NO:671)  
 60 
Cas4  
 
5'-ggagcagatggaatacaagaaagg-3' (SEQ ID NO:672) y 5'-gagagactaggttgtctcagca-3' (SEQ ID NO:673)  
 
S1S2 y RT  65 
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P1 5'-acaaacaacagagaagtatctcattg-3' (SEQ ID NO:666)  
 
P2 5'-aacgagtacactcactatttgtacg-3' (SEQ ID NO:667)  
 
P3 5'-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactcgtttttgtattctcaagatttaagtaactgtacagtttgattcaacataaaaag-3 (SEQ ID NO:668)  5 
 
P4 5'-ctttccttcatcctcgctttggtt-3' (SEQ ID NO:669)  
 
Se obtuvieron cepas y fagos de la Colección del Cultivo Danisco, o del material referenciado (Russell and 
Klaenhammer, Appl. Environ. Microbiol., 67:43691-4364 [2001]; y Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057-10 
4068 [2005]). 
 
La preparación de Fago, purificación y pruebas se llevaron a cabo usando métodos conocidos en el arte (Ver por 
ejemplo, Duplessis et al., Virol., 340: 192-208 [2005]; y Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71 :4057-4068 
[2005]). 15 
 
Las cepas de S. thermophilus se desarrollaron a 37°C o 42°C en Ml7 (Difco) suplementado con 0.5% de lactosa o 
sucrosa. Para la infección del fago, se agregaron 10mM de CaCl2 al medio previo a la infección del fago, como se 
conoce en el arte (Ver por ejemplo, Duplessis et al., supra; y Levesque et al., supra).  
 20 
Las enzimas usadas para llevar a cabo la digestión por restricción y PCR se adquirieron de Invitrogen y se usaron de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador de gradiente 
Mastercycler Eppendorf como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Barrangov et al., Appl. Environ. Microbiol., 
68:2877-2884 [2002]). 
 25 
La inactivación del gen y la inserción del plásmido en el sitio específico por medio de la recombinación homóloga en 
el cromosoma S. thermophilus se llevó a cabo por la subclonación en el sistema pCR2.1TOPO de Invitrogen, 
subsecuente a la clonación en el sistema pORI usando la E. coli como un hospedador y los constructos se 
purificaron y transformaron finalmente en S.thermophilus como se describió previamente (Russell y Klaenhammer, 
supra).  30 
 
Integración del Constructo RT 
 
Usando el constructo RT diseñado como se muestra en la Figura 4, el constructo se insertó justo después del cas4, 
como se muestra en la Figura 5. El DGCC7778 precursor es resistente al fago 858. El precursor tiene dos 35 
espaciadores (S1 y D2) que son idénticos al ADN del fago 858. La cepa resultante (RT) perdió resistencia al fago 
858. Este resultado indica que los genes cas necesitan estar en vecindad inmediata de los espaciadores para 
conferir resistencia. Como se muestra en la Figura 3, el DGCC7778 precursor se diseñó de tal manera que el gen 
cas1 se interrumpió, produciendo una pérdida de resistencia, lo que denota que cas1 se necesita para conferir la 
resistencia. Como se muestra en la Figura 3, el DGCC7778 precursor se diseñó de tal maneraque el gen cas4 se 40 
interrumpió. Además, el constructo S1S2 se integró en el DGCC7710 precursor, como se muestra en las Figuras 6-
8. 
 
EJEMPLO 4 
 45 
Aislamiento de Mutantes Resistentes al fago y Confirmación de Secuencias CRISPR 
 
En este Ejemplo, se describen los métodos usados en el aislamiento de mutantes resistentes al fago y confirmación 
de secuencias CRISPR. Los mutantes resistentes al fago S. thermophilus fueron obtenidos mediante la prueba 
inmogénica de la cepa DGCC7710 hospedadora del tipo natural (también llamada “RD534”) con el fago 2972 y/o el 50 
fago 858 (Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057 [2005]). La cepa hospedadora se desarrolló a 42°C en 
10 ml de un caldo M17 suplementado con 0.5% de lactosa (LM 17). Cuando la densidad óptica (600 nm) alcanzó 
0.3, fagos y se agregó el cloruro de calcio 10 mM a una concentración final de 107 pfu/ml y 50 mM, respectivamente. 
El cultivo que contiene el fago se incubó a 42°C durante 24 horas y se monitoreó para la lisis. Después, 100 μl del 
lisado se inocularon en 10 ml del LM17 fresco. El lisado restante se centrifugó y los peletizados se inocularon en otro 55 
tubo que contenía 10 ml del medio LM17 fresco. Estos dos cultivos se incubaron a 42°C durante 16 horas. 
Finalmente, estos cultivos se diluyeron y colocaron en LM17. Las colonias aisladas se probaron para la sensibilidad 
del fago como se conoce en el arte (Ver, Moineau et al., Can J. Microbiol., 38:875 [1992]). La ubicación CRISPR de 
los aislados resistentes se verificaron mediante la secuenciación de productos PCR, usando la información del 
genoma del fago pertinente conocida en el arte (Ver, Levesque et al., Appl. Environ. Microbiol., 71:4057 [2005]). 60 
 
EJEMPLO 5 
 
Diseño del espaciador CRISPR 
 65 
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En este Ejemplo, se describen métodos usados en algunas modalidades para diseñar el espaciador CRISPR. Las 
enzimas usadas para llevar a cabo la digestión por restricción y PCR se adquirieron de Invitrogen y se usaron de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador de Gradiente 
Mastercycler Eppendorf, usando métodos conocidos en el arte.  
 5 
La inactivación del gen y la inserción del plásmido en el sitio específico por medio de la recombinación homóloga en 
el cromosoma S. thermophilus se llevó a cabo mediante la subclonación en el sistema pCR2.1 -TOPO (Invitrogen), 
mediante la clonación subsecuente en el sistema pORI usando E. coli como un hospedador, y los constructos se 
purificaron y transformaron finalmente en S.thermophilus como se conoce en el arte (Ver, Russell y Klaenhammer, 
Appl. Environ. Microbiol.., 67:4361 [2001]). 10 
 
El ADN del mutante WTΦ858

+S1S2 se usó como una plantilla para amplificar dos fragmentos PCR distintos usando P1 
(5'-acaaacaacagagaagtatctcattg-3'; SEQ ID NO:666) y P2 (5'-aacgagtacactcactatttgtacg-3'; SEQ ID NO:667) en una 
reacción, y P3  
 15 
(5'-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactcgtttttgtattctcaagatttaagtaactgtacagtttgattcaacataaaaag-3'; SEQ ID NO:668) y P4 
(5' - crttccttcatcctcgctttggtt-3'; SEQ ID NO:669) en otra reacción. Se usaron ambos productos del PCR 
subsecuentemente como plantillas en otra reacción de PCR usando los cebadores P1 y P4 para generar el 
constructo SlS2 de acuerdo a la Figura 11.  
 20 
El constructo S1S2 se sub-clonó en el sistema Invitrogen pCR2.1-TOPO. Este constructo se digirió con NotI y Hindlll 
y se clonó subsecuentemente en el pORI en los sitios NotI y HindIII, que proporcionan el constructo pS1S2. La 
integración de pS1S2 en la ubicación CRISPR1 de WTΦ2972

+S4 ocurrió por medio de la recombinación homóloga en el 
extremo 3' del cas7, para generar WTΦ2972

+S4::pS1S2. 
 25 
El constructo pR se generó usando el constructo pS1S2 como una plantilla. Específicamente, el constructo S1S2 
subclonado en el pCR2.1-TOPO se digirió usando BsrGI, que se corta dentro de la repetición CRISPR. Después, la 
digestión se ligó nuevamente y se usó un plásmido que contenía una sola repetición y ningún espaciador 
subsecuentemente para clonarse en pORI usando NotI y Hindlll, generando pR. La integración de pR en el 
cromosoma de WTΦ858

+S1S2 en el extremo 3’ de cas7 vía la recombinación homóloga generó WTΦ858
+S1S2 ::pR, un 30 

mutante donde la ubicación CRlSPR1 se desplaza y una única repetición se inserta en su lugar.  
 
El mutante WTΦ858

+S1S2::pR se desarrolló subsecuentemente en ausencia de eritromicina, y se analizaron variantes 
sensibles a los antibióticos para encontrar un mutante que tenía una eliminación completa de la ubicación CRISPR1. 
La eliminación se derivó de una recombinación homóloga que se presenta en el extremo 3' de ORF (opuesto a un 35 
evento de recombinación que ocurre en el extremo 3' de cas7, que habría resultado en una restauración de la cepa 
WTΦ858

+S1S2), generando WTΦ858
+S1S2 ∆CRISPR1 (Ver, Figura 12), un mutante dónde la ubicación CRISPR1 se 

elimina (Ver también, Figura 10). 
 
EJEMPLO 6 40 
 
Inactivation de Genes cas 
 
Para la inactivación cas5, una pieza interna de 801-pb cas5 se amplificó por PCR usando los cebadores 5'-
caaatggatagagaaacgc-3’ (SEQ ID NO:670) y 5'-ctgataaggtgttcgttgtcc-3' (SEQ ID NO:671) y se subclonó en la E. coli 45 
pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Este constructo se digirió con EcoRV y HindIII y se clonó subsecuentemente en pORI en 
los sitios EcoRV y HindIII. La integración de este constructo en el gen cas5 de WTΦ858

+S1S2 ocurrió por medio de la 
recombinación homóloga de la pieza interna del gen, resultando en WTΦ858

+S1S2::pcas5 -.  
 
De manera semejante, una pieza interna 672-pb de cas7 se amplificó por PCR usando los cebadores 5'-50 
ggagcagatggaatacaagaaagg-3' (SEQ ID NO:672) y 5'-gagagactaggttgtctcagca-3' (SEQ ID NO:673) y se subclonó en 
la E. coli pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Este constructo se digirió con EcoRV y HindIII y se clonó subsecuentemente en 
pORI en los sitios EcoRV y HindIII. La integración de este constructo en el gen cas7 de WTΦ858

+S1S2 ocurrió por 
medio de la recombinación homóloga de la pieza interna del gen, resultando en WTΦ858

+S1S2 ::pcas7 - (Ver, Figuras 
10-12).  55 
 
EJEMPLO 7 
 
Métodos Naturales para Insertar una Secuencia Adicional en una Ubicación CRISPR 
 60 
En este Ejemplo, se describen los métodos usados para provocar naturalmente la inserción de una secuencia 
adicional dentro de una ubicación CRISPR de una cepa bacteriana. La “secuencia adicional” como se usa en la 
presente se define como una secuencia espaciadora asociada con la secuencia de repetición CRISPR. Más 
particularmente, la “secuencia adicional” se origina en parte de un fago donador capaz de infectar la bacteria dirigida 
y en parte de la duplicación de la secuencia de repetición CRISPR. La introducción del ADN del fago donador en la 65 
célula bacteriana resulta de la infección de la célula por el fago donador. La selección de células que contienen la 
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secuencia adicional se hace a través de la presión de selección con el fago donador de tal modo que las células 
modificadas seleccionadas sean resistentes al fago. 
 
En estos experimentos, una cepa precursora se expuso a un fago donador y una variante resistente al fago de la 
cepa precursora (es decir, una cepa variante) seleccionada. La cepa variante se analizó (por ejemplo, por PCR y/o 5 
formación de secuencias de ADN) para confirmar la presencia de una secuencia adicional dentro de una ubicación 
CRISPR. La secuencia del nucleótido de la secuencia adicional se determinó. Típicamente, la secuencia adicional es 
un fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño, del fago donador asociado (fusionado) a una 
secuencia de repetición CRISPR, y confiere resistencia al fago donador. 
 10 
En algunos experimentos, la cepa precursora se pre-cultivó toda la noche en un medio basado en leche a 42°C. Un 
medio basado en leche se inoculó entonces a 0.1% (v/v) con el pre-cultivo de la cepa precursora y con una 
suspensión del fago donador a un MOI de 10. Después de 6 horas de incubación a 42°C, se colocaron las diluciones 
del cultivo en un medio nutritivo para obtener las colonias aisladas. Los aislados se probaron entonces para su 
resistencia al fago donador (cualquier método adecuado en el arte encuentra uso en estos experimentos). Se 15 
analizaron después cepas variantes para la presencia de una secuencia adicional dentro de una de sus ubicaciones 
CRISPR.  
 
Las ubicaciones CRISPR se amplificaron por PCR y las secuencias del nucleótido de los productos de PCR 
resultantes se determinaron mediante una formación de secuencias de ADN usando PCR estándar y métodos de 20 
secuenciación conocidos en el arte. Estas secuencias se compararon después con las de la cepa precursora usando 
métodos estándares conocidos en el arte.  
 
En algunos experimentos, DGCC7710 se usó como cepa precursora y D2972 se usó como un fago donador. La 
cepa DGCC7710 S. thermophilus se expuso al fago donador D2972 como se describió anteriormente. Se obtuvo una 25 
cepa variante nombrada WT phi2972 

+S6 (Ver, tabla 7-1). La Tabla 7-1 también incluye los resultados para cepas 
variantes descritas en otros Ejemplos. En la Tabla 7-1, el EOP se expresa relativamente como el fago D2972. El 
posicionamiento de la secuencia adicional en el genoma del fago se da relativamente al fago D2972, a menos que 
se especifique lo contrario.  
 30 

 

  Tabla 7.1 Descripción de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710 

Cepa 
variante 

Cepa 
precursora 

Fago 
donador 

Secuencia 
adicional 

Secuencia 
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Esta resistencia mostrada de la variante para D2972, como la eficiencia de la formación de placa (EOP) de D2972 
en WTphi2972

+S6 se redujo por 4 logs. El ADN se extrajo de WTphi2972
+S6 y la ubicación CRISPR1 se analizó por PCR 

como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Bolotin et al. [2005], supra) usando la combinación de un cebador 5 
delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-arriba (5’-gTCTTTAgAAACTgTgACACC-3’; SEQ ID NO:674) y un cebador 
inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo (5’-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La secuencia del 
producto PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR1 de DGCC7710. Comparado con 
DGCC7710, WTphi2972

+S6 se encontró que difiere por la adición de una secuencia espaciadora sencilla de 30 pb en el 
extremo 5’ de su región CRISPR1 y por la duplicación de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 14. La 10 
comparación de la secuencia adicional con la secuencia del genoma D2972 muestra que la nueva secuencia 
espaciadora es 100% idéntica a la del genoma D2972 del nucleótido 34521 hasta el nucleótido 34492. 
 
En algunos experimentos adicionales, WTphi858

+s1S2::pcas5 se usó como la cepa precursora y D858 se usó como un 
fago donador. La cepa variante resultante nombrada WTphi858

+S1S2::pcas5phi858
+Sl9 (Ver, Tabla 7-1) fue resistente a 15 

D858, con un EOP reducido por 5 logs. El ADN se extrajo de WTphi858
+S1S2::pcas5phi858

+S19 y su ubicación CRISPR3 
se analizó por PCR usando un cebador delantero (CR3_líderF1, 5’-CTGAGATTAATAGTGCGATTACG; SEQ ID 
NO:676) y un cebador inverso (CR3_pistaR2, 5’-GCTGGATATTCGTATAACATGTC; SEQ ID NO:677). La secuencia 
del producto PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR3 de WTphi858

+S1S2::pcas5. Comparado con 
WTphi858

+S1S2::pcas5, WTphi858
+S1S2::pcas5phi858

+S19 difiere por la adición de una secuencia espaciadora sencilla de 30 20 
pb en el extremo 5’ de su región CRISPR3 y por la duplicación de la secuencia repetida. La comparación de la 
secuencia adicional con la secuencia del genoma D858 muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100% 
idéntica a la del genoma D858 del nucleótido 33824 hasta el nucleótido 33853. 
 
En otros experimentos adicionales, DGCC7809 se usó como la cepa precursora y D3743 se usó como el fago 25 
donador. La cepa variante resultante nombrada DGCC7809phiD3743

+S28 (Ver, Tabla 7-2) fue resistente a D3743 con un 
EOP reducido por 8 logs. El ADN se extrajo de DGCC7809phiD3743

+S28 y su ubicación CRISPR3 se analizó por PCR 
usando un cebador delantero (CR3_líderF1, 5’-CTGAGATTAATAGTGCGATTACG; SEQ ID NO:676) y un cebador 
inverso (CR3_pistaR2, 5’-GCTGGATATTCGTATAACATGTC; SEQ ID NO:677). La secuencia del producto PCR se 
determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR3 de ST0189. Comparado con DGCC7809, 30 
DGCC7809phiD3743

+S28 difiere por la adición de una secuencia espaciadora sencilla de 29 pb en el extremo 5’ de su 
región CRISPR3 y por la duplicación de la secuencia repetida. La secuencia del fago D3743 se desconoce; sin 
embargo la comparación de la secuencia adicional con la secuencia de otro genoma de fago de estreptococos 
muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100% idéntica a la del genoma DT1 de fago del nucleótido 6967 
hasta el nucleótido 6996. 35 

  Tabla 7.1 Descripción de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710 

Cepa 
variante 

Cepa 
precursora 

Fago 
donador 

Secuencia 
adicional 

Secuencia  

(relativamente 
para 7201) 

(relativamente 
para D858) 

(relativamente 
para D858) 

(relativamente 
para D858) 

ES 2 541 693 T3

 



 
86 

 
En otros experimentos adicionales, DGCC3198 se usó como la cepa precursora y D4241 se usó como el fago 
donador. La cepa variante resultante nombrada DGCC3198phi4241

+S29 (Ver, Tabla 7-2) fue resistente a D4241 con un 
EOP reducido por 8 logs. El ADN se extrajo de DGCC3198phi4241

+S1 y su ubicación CRISPR1 se analizó por PCR 
usando un cebador delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-arriba (5’-gTCTTTAgAAACTgTgACACC-3’; SEQ ID NO:674) 5 
y de un cebador inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo (5’-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La 
secuencia del producto PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRlSPR1 de DGCC3198. Comparado 
con DGCC3198, DGCC3198phi4241

+S29 difiere por la adición de una secuencia espaciadora sencilla de 30 pb en el 
extremo 5’ de su región CRISPR1 y por la duplicación de la secuencia repetida. La secuencia del fago D4241 se 
desconoce; sin embargo la comparación de la secuencia adicional con la secuencia de otro genoma de fago de 10 
estreptococos muestra que la nueva secuencia espaciadora es 100% idéntica a la del genoma de fago DT1 del 
nucleótido 3484 hasta el nucleótido 3455. 
 
La Tabla 7-2 a continuación proporciona una descripción de cepas variantes modificadas con CRISPR de 
DGCC7809 y de DGCC3198. En esta Tabla, EOP se expresa relativamente a los fagos donadores. La posición de la 15 
secuencia adicional en el genoma de fago se da relativamente al fago DT1. 
 

 
 
EJEMPLO 8 20 
 
Selección de un Conjunto de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR de la Misma Cepa Precursora 
 
En este Ejemplo, se describen métodos usados para la selección de un conjunto de cepas variantes de la misma 
cepa precursora que difiere por su secuencia adicional originada del mismo fago. Como varias porciones de un fago 25 
donador encuentran uso como fuentes para secuencias adicionales, múltiples cepas variantes diferentes se pueden 
generar del fago donador dado. Además, cada cepa variante tiene una secuencia adicional diferente. En 
consecuencia, las cepas múltiples se desarrollaron de la misma cepa precursora además de la cepa variante 
descrita en el Ejemplo 7. En algunos experimentos, estas cepas adicionales se generaron al exponer la cepa 
receptora al mismo fago donador. Las diversas cepas variantes resultantes se contemplaron para presentar diferente 30 
espectro de la sensibilidad de fago. 
 
En cultivos independientes, la cepa precursora se sometió al mismo fago donador. Para cada cultivo, una variante 
resistente de fago sencillo se aisló como se describe en el Ejemplo 7 y luego se analizó. Las secuencias adicionales 
en cada una de las cepas variantes se comparó una con la otra. El espectro de sensibilidad de las cepas variantes 35 
para el fago donador y otros fagos se determinó usando métodos microbiológicos clásicos conocidos en el arte. Los 
espectros de sensibilidad de las diversas cepas luego se compararon. Las cepas variantes seleccionadas fueron 
aquellas que presentan secuencias adicionales diferentes y espectros diferentes de la sensibilidad de fago. 
 
En algunos experimentos, se condujo la selección de diversas cepas variantes de DGCC7710 usando D2972 como 40 
un fago donador sencillo. La cepa precursora DGCC7710 se expuso al fago donador D2972 en cuatro cultivos 
independientes como se describe en el Ejemplo 7. De cada uno de los cultivos, una cepa variante se aisló y fue 
respectivamente nombrada WTphi2972

+S4, WTphi2972
+S20, WTphi2972

+S21 y WTphi2972
+S22 (Ver, Tabla 7-1). 

 
Estas cepas variantes muestran resistencia a D2972, como la eficiencia de la formación de placa (EOP) de D2972 45 
en las cuatro variantes resistentes al fago se redujo por 3 hasta 5 logs. El ADN se extrajo de WTphi2972

+S4, 
WTphi2972

+S20, WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22 y se analizó por PCR usando métodos conocidos en el arte (Ver por 
ejemplo, Bolotin et al. [2005], supra), usando la combinación de un cebador delantero (ya sea YC70 y/o SPIDR-
arriba (5’-gTCTTTAgAAACTgTgACACC; SEQ ID NO:674) y de un cebador inverso (ya sea YC31 y/o SPIDR-abajo 
(5’-TAAACAgAgCCTCCCTATCC; SEQ ID NO:675). La secuencia de los productos PCR se determinó y comparó 50 
con la de la ubicación CRISPR1 de DGCC7710. Comparado con DGCC7710, WTphi2972

+S4, WTphi2972
+S20, 

WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22 difiere por la adición de una secuencia espaciadora de 30 pb en el extremo 5’ de su 

  Tabla 7-2. Descripción de cepas variantes modificadas con CRISPR de DGCC7809 y DGCC3198 
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Fago 
donador

Secuencia 
adicional 

Secuencia  

(relativamente 
para DT1) 

(relativamente 
para DT1) 

ES 2 541 693 T3

 



 
87 

región CRISPR1 y por la duplicación de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 17). La comparación de 
estas nuevas secuencias espaciadoras con la secuencia del genoma D2972 muestra que las nuevas secuencias 
espaciadoras son 100% idénticas a la del genoma D2972 del nucleótido 31582 hasta el nucleótido 31611, del 
nucleótido 25693 hasta el nucleótido 25722, del nucleótido 27560 hasta el nucleótido 27589, y del nucleótido 24624 
hasta el nucleótido 24653, respectivamente. Los cuatro espaciadores adicionales se encontraron para ser diferentes 5 
uno del otro y diferentes de los espaciadores descritos en el Ejemplo 7. 
 
EJEMPLO 9 
 
Métodos Naturales Usados para la Inserción de una Segunda Secuencia Adicional en una Ubicación CRISPR 10 
 
En este Ejemplo, se describen métodos naturales usados para provocar la inserción de una segunda secuencia 
adicional en la ubicación CRISPR. Durante la inserción de una secuencia adicional de un fago donador dado en una 
ubicación CRISPR bacteriana, la cepa variante se vuelve resistente o al menos, menos sensible a este fago. Por lo 
tanto, el método descrito en el Ejemplo 7 no es más eficiente para la inserción de secuencias adicionales en la 15 
ubicación CRISPR de esta cepa variante. Por ejemplo, el método no puede aplicarse a la cepa variante WTphi2972

+S6 
(como una cepa precursora) usando D2972 como un fago donador, debido a que WTphi2972

+S6 tiene sensibilidad 
significativamente disminuida para D2972 (Ver, Ejemplo 7). 
 
En algunos experimentos, este problema se venció por el uso de un fago donador mutado derivado de D2972 que 20 
incluye al menos una modificación específica dentro de su genoma (esto es, un “fago mutado”). Este fago mutado se 
seleccionó al exponer el fago donador a la cepa variante, de manera que la modificación (esto es, mutación) del fago 
parenteral se vuelve virulenta para la cepa variante. 
 
En algunos experimentos, el fago mutado tuvo una mutación en su genoma dentro de la región que contiene la 25 
secuencia del espaciador adicional que es parte de la secuencia adicional en la cepa variante. La cepa variante fue 
sensible a este fago mutado. La cepa variante se expuso al fago mutado y una nueva variante resistente al fago 
(variante de 2a generación) de la cepa variante se seleccionó. La variante de 2a generación se analizó usando 
métodos adecuados conocidos en el arte (por ejemplo, PCR y procesado por secuencia), para confirmar la presencia 
de una secuencia adicional dentro de una ubicación CRISPR. La secuencia de nucleótidos de la secuencia adicional 30 
se determinó. En algunos experimentos, la secuencia adicional se encontró que contiene un fragmento de 
aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago mutado que da resistencia al fago mutado. 
 
En algunos experimentos, la cepa variante se pre-cultivó durante la noche en un medio con base en leche apropiado 
a 42°C. Un medio con base en leche adecuado luego se inoculó con el pre-cultivo de la cepa variante en una 35 
concentración de alrededor de 106 cfu/ml y con una suspensión del fago donador en un MOI mayor que 100. El 
cultivo se incubó durante la noche a 42°C, y luego se centrifugó. El sobrenadante se cosechó y filtró usando un filtro 
de 0.45 μm. Las diluciones del sobrenadante filtrado se usaron para inocular un medio de agar nutritivo sembrado 
con la cepa variante con objeto de obtener placas de fago aisladas, usando cualquier método adecuado conocido en 
el arte. Las placas aisladas se cultivaron en la cepa variante en medio nutritivo líquido, usando cualquier método 40 
adecuado conocido en el arte. Una suspensión del fago mutado se obtuvo al filtrar el cultivo a través de un filtro 0.45 
μm. El fago mutado luego se usó como se describe arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la inserción de una 
segunda secuencia espaciadora adicional en la ubicación CRISPR de la cepa variante. 
 
En algunos experimentos, WTphi2972

+S6 (Ver, Ejemplo 7, y Tabla 7-1) se usó como la cepa precursora y D4724 se usó 45 
como el fago donador. La cepa variante WTphi2972

+S6 se cultivó en la presencia de alta concentración del fago D2972. 
Un fago mutado nombrado D4724 se aisló al formar en placa el sobrenadante de este cultivo en la cepa WTphi2972

+S6 
usando los métodos descritos arriba. La virulencia del fago mutado D4724 en WTphi2972

+S6 se verificó. La cepa 
variante WTphi2972

+S6 se expuso al fago mutado D4724 en un cultivo como se describe en el Ejemplo 7. Se obtuvo 
una cepa variante resistente al fago nombrada WTphi2972

+S6
phi4724

+S15 (Ver, Tabla 7-1). 50 
 
Comparado con WTphi2972

+S6, esta cepa variante muestra una resistencia incrementada para D2972, como la 
eficiencia de la formación de placa (EOP) de D2972 en WTphi2972

+S6
phi4724

+S15 se redujo por más de 8 logs (en lugar 
de 4 logs); además, su resistencia también se extendió comparada con WTphi2972

+S6 ya que muestra alguna 
resistencia para D4724 (Ver, Tabla 9-1). El ADN se extrajo de WTphi2972

+S6
phi4724

+S15 y su ubicación CRISPR1 se 55 
analizó por PCR como se describe arriba usando las mismas combinaciones de cebadores como se describen 
arriba. La secuencia del producto PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR1 de WTphi2972

+S6. 
Comparado con WTphi2972

+S6, WTphi2972
+S6

phi4724
+S15 difiere por la adición de una secuencia espaciadora de 30 pb en el 

extremo 5’ de su región CRISPR1 y por la duplicación de la secuencia repetida, como se muestra en la Figura 17. La 
comparación de esta secuencia espaciadora adicional con la secuencia del genoma D2972 muestra que la segunda 60 
secuencia espaciadora adicional es 100% idéntica a la del genoma D2972 del nucleótido 1113 hasta el nucleótido 
1142. 
 
De los cultivos independientes usando condiciones experimentales idénticas, las cepas variantes 
WTphi2972

+S6
phi4724

+S17 y WTphi2972
+S6

phi4724
+S24 se aislaron y analizaron (Ver, Tabla 7-1). Como se compara con 65 

WTphi2972
+S6, estas cepas variantes muestran una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la 
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formación de placa (EOP) de D2972 en WTphi2972
+S6

phi4724
+S17 y WTphi2972

+S6
phi4724

+S24 se redujo por más de 8 logs para 
ambas cepas variantes; y su resistencia también se extendió, como se compara con WTphi2972

+S6 ya que muestran 
resistencia para D4724 (Ver Tabla 9-1). Además, estas cepas variantes muestran secuencias espaciadoras 
adicionales en CRISPR1 que son 100% idénticas a la del genoma de D2972 del nucleótido 33968 hasta el 
nucleótido 33997 y el nucleótido 30803 hasta el nucleótido 30832, respectivamente. 5 
 
En experimentos adicionales, WTphi2972

+S6
phi4724

+S15 se usó como la cepa precursora y D4733 se usó como el fago 
donador. Los métodos descritos arriba se usaron para generar el fago mutado D4733 del fago D4724. Luego, el fago 
D4733 se usó para obtener una cepa variante resistente al fago de WTphi2972

+S6
phi4724

+S15. La cepa variante resultante 
se nombró WTphi2972

+S6
phi4724

+S15
phi4733

+S16 (Ver, Tabla 7-1). Esta cepa variante contiene una secuencia adicional 10 
incluyendo una secuencia espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D2972, nucleótido 29923 
hasta el nucleótido 29894. Mostró una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formación de 
placa (EOP) de D2972 en WTphi2972

+S6
phi4724

+S15
phi4733

+S16 se redujo por más de 8 logs y la resistencia se expandió al 
fago D4733 (Ver Tabla 9-1). La Tabla 9-1 proporciona una descripción de la resistencia de fago de algunas cepas 
variantes modificadas con CRISPR de DGCC7710. En esta Tabla, “nd” indica que los resultados no se determinaron. 15 
 

 
 
Todavía en experimentos adicionales, WTphi2972

+S4 se usó como la cepa precursora y D4720 se usó como el fago 
donador. Usando los mismos métodos como se describen arriba, el fago mutado D4720 se generó del fago D2972. 20 
El fago D4720 se usó para obtener una variante resistente al fago de WTphi2972

+S4. La cepa variante resultante se 
nombró WTphi2972

+S4
phi4720

+S17 (Ver Tabla 7-1). Esta cepa variante contiene una secuencia adicional incluyendo una 
secuencia espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D2972 del nucleótido 33968 hasta 33997. 
Muestra una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formación de placa (EOP) de D2972 en 
WTphi2972

+S4
phi4724

+S17 se redujo por 6 logs (comparado con 5 logs); y su resistencia se extendió al fago D4720 (Ver, 25 
Tabla 9-1). 
 
EJEMPLO 10 
 
Métodos Naturales Alternativos para Insertar Segundas Secuencias Adicionales en la Ubicación CRISPR 30 
 
En este Ejemplo, se describen métodos naturales alternativos útiles para insertar una segunda secuencia adicional 
en una ubicación CRISPR. Se conoce que una cepa precursora dada puede ser sensible para más de una familia de 
fagos. Esta diversidad de la sensibilidad se usó ventajosamente para insertar secuencias adicionales en una 
ubicación CRISPR de una cepa variante, como se describen en la presente. En estos experimentos, el segundo fago 35 
donador se seleccionó al probar la virulencia de una selección de fagos en la cepa precursora y en las cepas 
variantes. Los segundos fagos donadores de interés fueron aquellos que estuvieron virulentos en ambas cepas. Se 
contempló que estos fagos deben ser probables para representar una familia diferente de fagos que aquellos 
representados por el fago donador inicial. Después de su selección, el segundo fago donador se usó para infectar la 

  Tabla 9-1: Descripción de la Resistencia de Fago de Algunas Cepas Variantes Modificadas con 
CRISPR de DGCC7710 

Cepa 
variante 

Cepa 
precursora 

Fago 
donador
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cepa variante. Como se describe en los métodos de arriba, una cepa variante resistente al fago de segunda 
generación se aisló y probó para una secuencia adicional dentro de la ubicación CRISPR. 
 
En estos experimentos, una colección de fagos (o muestras que contienen fago) se probó contra la cepa precursora 
usando métodos microbiológicos clásicos conocidos en el arte. Los fagos (o muestras) que son virulentos a la cepa 5 
precursora se probaron a continuación contra la cepa variante usando los mismos métodos. Un fago (o muestra) que 
fue virulento a la cepa variante se seleccionó como un segundo fago donador. En el caso de muestras que contienen 
fago, un fago virulento se purificó para homogeneidad en la cepa variante usando métodos microbiológicos clásicos 
conocidos en el arte. En algunos experimentos, la secuencia del segundo fago donador se determinó. En algunos 
experimentos, el segundo fago donador luego se usó como se describe arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la 10 
inserción de una segunda secuencia adicional en la ubicación CRISPR de la cepa variante. 
 
En algunos experimentos, WTphi2972

+S4 (Ver, Ejemplo 8 y Tabla 7-1) se usó como la cepa precursora y D858 se usó 
como el fago donador. Durante la prueba de varios fagos, la cepa DGCC7710 se encontró que era sensible tanto al 
fago D2972 como al fago D858. Además, D858 se encontró que era virulento contra la cepa variante WTphi2972

+S4. El 15 
fago D858 por lo tanto se eligió como un segundo fago donador en algunos experimentos. 
 
La cepa variante WTphi2972

+S4 se expuso al segundo fago donador D858, como se describe en el Ejemplo 7. Una 
cepa variante resistente al fago nombrada WTphi2972

+S4
phi858

+S18 (Ver, Tabla 7-1) se obtuvo que es resistente a D858 
(Ver Tabla 9-1). Esta cepa muestra una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formación de 20 
placa de D2972 en WTphi2972

+S4
phi858

+S18 se redujo por más de 8 logs (comparado con 5 logs para WTphi2972
+S4; Ver 

Tabla 9-1). El ADN se extrajo de WTphi2972
+S4

phi858
+S18 y su ubicación CRISPR1 se analizó por PCR usando los 

mismos métodos y los cebadores como se describen arriba. La secuencia del producto PCR se determinó y comparó 
con la de la ubicación CRISPR de WTphi2972

+S4. Comparado con WTphi2972
+S4, WTphi858

+S18 difiere por la adición de una 
secuencia espaciadora de 30 pb en el extremo 5’ de su región CRISPR1 y por la duplicación de la secuencia 25 
repetida, como se muestra en la Figura 17. La comparación de esta secuencia espaciadora adicional con la 
secuencia del genoma D858 muestra que la segunda secuencia espaciadora adicional es 100% idéntica a la del 
genoma D858 del nucleótido 30338 hasta el nucleótido 30367. 
 
Otra cepa variante nombrada WTphi2972

+S4
phi4720

+S25 (Ver, Tabla 7-1) también se obtuvo usando este método en 30 
trabajo experimental independiente. Esta cepa variante contiene una secuencia adicional incluyendo una secuencia 
espaciadora que es 100% idéntica a una secuencia del genoma D858 del nucleótido 33886 hasta 33915. Muestra 
una resistencia incrementada para D2972, como la eficiencia de la formación de placa de D2972 en 
WTphi2972

+S4
phi4724

+S25 se redujo por más de 7 logs (Ver, Tabla 9-1). 
 35 
EJEMPLO 11 
 
Génesis de una Cepa Variante Modificada con CRISPR Resistente a Múltiples Fagos por Múltiples Inserciones de 
Secuencias Adicionales en la Ubicación CRISPR 
 40 
En este Ejemplo, el desarrollo de una cepa resistente a fagos múltiples se describe a través de la adición iterativa de 
las secuencias de fago en la ubicación CRISPR, como la adición de 2 secuencias de fago en la ubicación CRISPR 
no es suficiente para conferir resistencia a todos los fagos para una cepa dada. Por ejemplo, la cepa 
WTphi2972

+S4
phi858

+S18 (descrita en el Ejemplo 10) se encontró que era sensible a otros múltiples fagos. En el proceso 
de desarrollar una cepa resistente a fagos múltiples, la cepa precursora se sometió a un primer fago para 45 
seleccionar una cepa variante, luego la cepa variante se sometió a un segundo fago para seleccionar una cepa 
variante de segunda generación que es resistente a ambos fagos. Luego, la última cepa variante se sometió 
iterativamente a los fagos a los cuales todavía fue sensible, hasta que una cepa variante final se obtuvo que fue 
resistente a todos los fagos disponibles. 
 50 
Usando métodos conocidos en el arte, un conjunto de 10 fagos de referencia se identificaron que son 
representativos de la diversidad de fagos que son capaces de desarrollar una cepa DGCC7710, particularmente 
fagos D858, D1126, D2766, D2972, D3288, D3821, D4083, D4752, D4753, y N1495. Como se describe en el 
Ejemplo 7, DGCC7710 se expuso al fago D2972 para generar la cepa variante DGCC9705. DGCC9705 se encontró 
para ser resistente al fago D2766 y D4752 además al fago D2972, pero todavía fue sensible a otros fagos como se 55 
muestra en la Tabla 11-1. DGCC9705 se describe en la Tabla 11-1 y en la Figura 17. DGCC9705 presenta 1 
secuencia adicional en CRISPR1 y 1 secuencia adicional en CRISPR3. El análisis de la secuencia de la ubicación 
CRISPR1 y de la ubicación CRISPR3 se hizo en consecuencia con los métodos descritos en el Ejemplo 7. La 
secuencia de los productos PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR1 y 3 de DGCC7710. 
DGCC9705 presenta 1 espaciador adicional en su ubicación CRISPR1 y un espaciador adicional en su ubicación 60 
CRISPR3. Las secuencias espaciadoras son idénticas a las secuencias del fago D2972. Usando los mismos 
métodos, DGCC9705 luego se expuso al fago D3821 y la cepa variante DGCC9726 luego se aisló. Además de ser 
resistente a D2972, DGCC9726 tiene resistencia a los fagos D858, D3821, D4083 y N1495 (Ver, Tabla 11-1). 
DGCC9726 tiene 1 secuencia espaciadora adicional en su ubicación CRISPR1 como se compara con DGCC9705 
(Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). La secuencia espaciadora adicional es idéntica a una secuencia del D2972. A través de 65 
la exposición de la cepa DGCC9726 al fago D3288, DGCC9733 se aisló. La cepa DGCC9733 es adicionalmente 
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resistente al fago D3288 y D1126 (Ver, Tabla 11-1). DGCC9733 tiene 1 secuencia espaciadora adicional en su 
ubicación CRISPR1 en comparación con DGCC9726 (Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). Esta secuencia espaciadora tiene 
alguna identidad (25/30 pares base de identidad) con una secuencia de fago de estreptococos 7201. Finalmente, por 
una última exposición iterativa al fago D4753, DGCC9836 se aisló que es resistente a todos los fagos (Ver, Tabla 11-
1). DGCC9836 tiene 2 secuencias espaciadoras adicionales en su ubicación CRISPR1 y 2 secuencias espaciadoras 5 
adicionales en su ubicación CRISPR3 (Ver, Tabla 7-1 y Figura 17). Una secuencia espaciadora es idéntica a una 
secuencia en el fago D2972 y las otras 3 secuencias espaciadoras son idénticas a las secuencias en el fago D858. 
 
La Tabla 11-1 proporciona datos con respecto a la sensibilidad de fago de la cepa variante DGCC9836 modificada 
con CRISPR y cepas variantes modificadas con CRISPR intermedias. En esta Tabla, “S” indica sensibilidad y “R” 10 
indica resistencia. 
 

 
 
EJEMPLO 12 15 
 
Método Natural para Insertar Secuencias Adicionales Múltiples en una Ubicación CRISPR 
 
En este Ejemplo, los métodos se describen para insertar secuencias adicionales múltiples en la ubicación CRISPR. 
En estos métodos, en vez de usar los varios fagos iterativamente, la cepa precursora se expuso a una mezcla que 20 
contiene fagos múltiples. Una colección de fagos se probó contra cepas múltiples usando métodos microbiológicos 
clásicos, con objeto de determinar su espectro hospedador. Los fagos que fueron virulentos a la cepa precursora 
pero que tienen diferente espectro hospedador se seleccionaron. Los fagos seleccionados se mezclaron y usaron en 
los métodos proporcionados arriba (Ver, Ejemplo 7) para provocar la inserción de secuencias adicionales en la 
ubicación CRISPR de la cepa variante. 25 
 
En algunos experimentos, DGCC7710 se usó como la cepa precursora y D858 y D2972 se usaron como los fagos 
donadores. Durante la prueba de varios fagos, la cepa DGCC7710 se encontró para ser sensible tanto al fago D2972 
como al fago D858. Sin embargo, D2972 y D858 presentan diferentes espectros hospedadors cuando se prueban en 
la cepa DGCC7778, sugiriendo que los dos fagos fueron diferentes. 30 
 
La cepa precursora DGCC7710 se expuso a una mezcla del fago D858 y D2972 como se describe en el Ejemplo 7. 
Una cepa variante resistente al fago nombrada WTphi858phi2972

+S9S10S11S12 (Ver, Tabla 7-1) se obtuvo. Exhibe 
resistencia para D858, como la eficiencia de la formación de placa de D858 en WTPhi858phi2972

+S9S10S11S12 se redujo 
por más de 7 logs, así como la resistencia para D2972, como la eficiencia de la formación de placa de D2972 en 35 
WTphi858phi2972

+S9S10S11S12 se redujo por más de 7 logs. El ADN se extrajo de WTphi858phi2972
+S9S10S11S12 y su ubicación 

CRISPR se analizó por PCR usando los mismos métodos y cebadores como se describen arriba. La secuencia de 
los productos PCR se determinó y comparó con la de la ubicación CRISPR1 y de la ubicación CRIPR3 de 
DGCC7710. Comparado con DGCC7710, WTphi858phi2972

+S9S10S11S12 difiere por la adición de 4 secuencias 
espaciadoras de 30 pb en el extremo 5’ de su región CRISPR1 y por la duplicación de las secuencias repetidas, 40 
como se muestra en la Figura 17. La comparación de las secuencias espaciadoras adicionales con la secuencia del 
genoma D2972 muestra que las secuencias espaciadoras adicionales son 100% idénticas a las del D2972 del 
nucleótido 7874 hasta el nucleótido 7903, del nucleótido 20650 hasta el nucleótido 20621, del nucleótido 8360 hasta 
el nucleótido 8389, y del nucleótido 18998 hasta el nucleótido 19027. 
 45 
En experimentos adicionales, la cepa WTphi858phi2972

+S13S14 (Ver, Tabla 7-1) también se obtuvo siguiendo estos 
métodos. Muestra resistencia para D858, como la eficiencia de la formación de placa de D858 en 
WTphi858phi2972

+S13S14 se redujo por 7 logs, y resistencia para D2972, como la eficiencia de la formación de placa de 
D2972 en WTphi858phi2972

+S13S14 se redujo por 8 logs. La comparación de las secuencias espaciadoras adicionales con 

  Tabla 11-1. Sensibilidad de fago de la Cepa Variante DGCC9836 modificada con CRISPR y Cepas 
Variantes Modificadas con CRISP Intermedias

Cepa Cepa 
precursora

Fago 
donador 

Fago 

ES 2 541 693 T3

 



 
91 

la secuencia del genoma D2972 muestra que las secuencias espaciadoras adicionales son 100% idénticas a la del 
D2972 del nucleótido 33602 hasta el nucleótido 33631, y del nucleótido 4830 hasta el nucleótido 4801. 
 
EJEMPLO 13 
 5 
Fagos Combatientes en la Fermentación Usando una Cepa Variante Modificada con CRISPR 
 
En este Ejemplo se describen los métodos de fagos combatientes en la fermentación por el uso de una cepa 
variante en vez de una cepa precursora (esto es, tipo natural, receptora). De esta manera, este Ejemplo proporciona 
aún otra descripción de los beneficios proporcionados por las cepas variantes. 10 
 
En algunos experimentos, la comparación de la cepa DGCC7710 con la cepa WTphi2972

+S20 y la cepa WTphi2972
+S26S27 

en la fermentación de leche en la presencia del fago D2972 se realizó. DGCC7710 es una cepa industrial usada en 
la fermentación de la leche. La cepa WTphi2972

+S20 se describe en la Tabla 7-1 y en el Ejemplo 8 y muestra en su 
ubicación CRISPR1 un espaciador adicional, como se compara con la cepa DGCC7710. La cepa WTphi2972

+S20 15 
muestra resistencia mejorada para D2972, como se compara con DGCC7710. WTphi2972

+S26S27 es otra variante que 
muestra alguna resistencia para D2972 (descrita en la Tabla 7-1) y muestra 2 espaciadores adicionales en su 
ubicación CRISPR1. 
 
Las diversas fermentaciones se realizaron con cada cepa. Primero, medio en polvo de leche al 10% (p/v) se sembró 20 
con 1% (v/v) de un pre-cultivo de la cepa probada y con 104 pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubó a 42°C 
durante 6 h. Después de la primera fermentación, una segunda fermentación se estableció. Las mismas condiciones 
de fermentación exactas se usaron excepto que 0.1% de volumen del fermentado de la fermentación precedente se 
agregó (antes de la adición, el fermentado se filtró usando un filtro de 0.45 μm). Luego, las fermentaciones sucesivas 
se realizaron con las mismas condiciones experimentales que aquellas usadas para la segunda fermentación. Todas 25 
las fermentaciones se registraron por impedimetría. Al final de cada una de las fermentaciones, la coagulación de la 
leche se probó y la titulación de fagos se realizó usando métodos conocidos en el arte. 
 
En el caso de la fermentación de leche en la ausencia de fago, la variación de la impedancia con DGCC7710 fue 
arriba de 2500 μS dentro de 6 horas. En la presencia de D2972, (DGCC7710 es muy sensible a los fagos), los fagos 30 
D2972 alcanzan un nivel alto de población durante el primer cultivo y la fermentación falla para coagular la leche. La 
variación de la impedancia en 6 horas fue siempre menos de 500 μS. Al contrario, la fermentación de leche con 
WTphi2972

+S20 en la presencia de D2972 permitió la coagulación de la leche al menos hasta el 3er sub-cultivo y la 
evolución lenta del nivel de fago se notó. La variación de impedancia incrementa hasta más de 2500 μS también 
hasta el 3er sub-cultivo. Esto demuestra que la cepa variante WTphi2972

+S20 es más apropiada que la cepa precursora 35 
DGCC7710 para la acidificación de leche en la presencia de fagos. Además, la fermentación de leche con 
WTphi2972

+S26S27 en la presencia de D2972 permitió la coagulación de la leche hasta el último sub-cultivo sin 
desarrollar el fago. Además, la variación de impedancia incrementó hasta más de 2500 μS también hasta el último 
sub-cultivo. Esto demuestra que la cepa variante WTphi2972

+S26S27 es más apropiada que la cepa precursora 
DGCC7710 y aún más apropiada que WTphi2972

+S20 para la acidificación de leche en la presencia de fagos. Los 40 
experimentos se duplicaron; los resultados se presentan en la Tabla 13-1. 
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En un segundo conjunto de experimentos, la comparación de la cepa DGCC7710 con la cepa WTphi2972

+S20 y la cepa 
WTphi2972

+S26S27 en la fermentación de leche en la presencia del fago D2972 se reprodujo. Además, la cepa 
DGCC9836 se estudió. La cepa DGCC9836 es una cepa variante aún más evolucionada de DGCC7710 que es el 5 
resultado del enfrentamiento del fago múltiple. Esta cepa presenta 5 espaciadores adicionales en su ubicación 
CRISPR1 y 3 espaciadores adicionales en su ubicación CRISPR3 (Ver, Ejemplo 11 y Figura 17). DGCC9836 es 
resistente a todos los fagos probados. 
 
Los experimentos se condujeron como se describen arriba. Los resultados se muestran en la Tabla 13-2. En cuanto 10 
al primer conjunto de experimentos, la fermentación de leche con WTphi2972

+S20 en la presencia de D2972 permitió la 
coagulación de la leche hasta el 5º sub-cultivo y la evolución lenta del nivel de fago se midió. La variación de 
impedancia incrementó hasta más de 2500 μS durante los 5 primeros sub-cultivos, demostrando que la acidificación 
de la leche no es afectada por los fagos. En el 6º sub-cultivo, el nivel de fago incrementó significativamente y la 
fermentación de leche se dañó. Para las otras 2 cepas variantes, la fermentación de leche no se afectó a lo largo de 15 
los 6 sub-cultivos, los fagos jamás se desarrollaron y la variación registrada de impedancia siempre fue superior a 
2500 μS. 
 
Estos experimentos demuestran que las cepas que contienen al menos una secuencia espaciadora adicional en su 
ubicación CRISPR1 permiten la fermentación de leche aún en la presencia de fagos. La fermentación de leche es 20 
aún más segura cuando las cepas tienen más de una secuencia espaciadora adicional en su ubicación CRISPR. 
 

  Tabla 13-1. Comparación de la Fermentación de Leche con DGCC7710 o con Cepas Variantes en la 
presencia del fago D2972 

Cepa Subcultivos  Coagulación de 
leche dentro de 

6 h 

Nivel de fago en la 
fermentación de la 

cepa 

Variación de impedancia 
dentro de 6h (en µS) 

Primera prueba 

Segunda prueba 

Primera prueba 

Primera prueba 

Segunda prueba 

Segunda prueba 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Bajo 

Bajo 

Bajo 

Medio 
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EJEMPLO 14 
 
Fagos Combatientes en la Fermentación Usando una Combinación de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR 5 
 
En este Ejemplo, se describen métodos para fagos combatientes en la fermentación a través del uso de una 
combinación de cepas variantes en lugar de usar una cepa sencilla. De esta manera, este Ejemplo ilustra el uso 
simultáneo de más de una cepa variante (esto es, una combinación de cepas variantes). Ciertamente, las mezclas 
de cepas que muestran las mismas funcionales, aún patrones de sensibilidad de fago diferentes encuentran uso en 10 
tales aplicaciones. Por ejemplo, 2 ó 3 o aún más cepas variantes como se describen en la presente encuentran uso 
en tales aplicaciones. Usando una combinación de cepas variantes con secuencias espaciadoras agregadas 
diferentes en su ubicación CRISPR permite la fermentación para resistir más fácilmente cualquiera de los fagos 
mutantes emergentes. 
 15 
En algunos experimentos, las comparaciones se hacen entre la cepa WTphi2972

+S21 sola y una combinación de 3 
cepas (particularmente WTphi2972

+S20, WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22) usadas en la fermentación de leche en la 
presencia del fago D2972. Las cepas WTphi2972

+S20, WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22 se describen en la Tabla 7-1 y en el 
Ejemplo 8. Existen cepas variantes independientes de DGCC7710. Cada cepa variante muestra en su ubicación 
CRISPR1 una secuencia espaciadora adicional distinta (la cual es originada del fago D2972) como se compara con 20 
la cepa DGCC7710. 
 
Varias fermentaciones se realizaron ya sea con la cepa WTphi2972

+S21 sola o en la combinación de tres cepas. 
Primero, medio en polvo de leche al 10% (p/v) se sembró con 1% (v/v) de un pre-cultivo de la cepa sola o la 
combinación de cepas y con 104 pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubó a 42°C durante 6 h. Después de la 25 
primera fermentación, una segunda fermentación se estableció. Las mismas condiciones de fermentación se usaron 
excepto que el volumen al 0.1% del fermentado de la fermentación precedente se agregó (antes de la adición, el 
fermentado se filtró usando un filtro 0.45 μm). Luego las fermentaciones sucesivas se realizaron usando las mismas 
condiciones experimentales como aquellas usadas para la segunda fermentación. Todas las fermentaciones se 
registraron por impedimetría. Al final de cada una de las fermentaciones la coagulación de la leche se probó y la 30 
titulación de fagos se realizó usando métodos conocidos en el arte. Los experimentos se duplicaron; los resultados 
se proporcionan en la Tabla 14-1. 

  Tabla 13-2. Comparación de la Fermentación de Leche con Cepas Variantes de DGCC7710 en la 
presencia del fago D2972

Cepa Subcultivos  Coagulación 
de leche dentro

de 6 h 

Nivel de fago en la 
fermentación de la 

cepa 

Variación de impedancia 
dentro de 6h (en µS) 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Alto 

Bajo 

Medio 

Sí 

Medio 
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La fermentación de leche se hace con WTphi2972

+S21 en la presencia de fagos fallidos en el tercer subcultivo en ambas 
pruebas. Esto se mostró por una ausencia de coagulación de la leche y por una variación altamente reducida de 
impedancia después de 6 horas de fermentación. Por el contrario, a pesar de algún desarrollo del fago D2972, las 5 
fermentaciones se condujeron exitosamente hasta el quinto subcultivo cuando la mezcla de las tres cepas se usó. La 
coagulación de la leche se registró en todos los cultivos y la variación de impedancia dentro de 6 horas de 
incubación jamás fue menor de 3000 μS. 
 
Estos experimentos demuestran que el uso de la combinación de cepas variantes que tienen al menos una 10 
secuencia espaciadora distinta adicional en su ubicación CRISPR1 permite la fermentación de leche en la presencia 
de fagos, como se compara con el uso de la cepa variante sencilla. 
 
EJEMPLO 15 
 15 
Fagos Combatientes en la Fermentación Usando una Rotación de Cepas Variantes Modificadas con CRISPR 
 
En experimentos adicionales, las cepas variantes se usaron en rotación. En algunos experimentos, las cepas tienen 
las mismas funcionalidades, pero diferentes patrones de sensibilidad de fago. De esta manera, en este Ejemplo, se 
describen experimentos que se conducen en el uso iterativo/posterior de diversas cepas diferentes (esto es, cepas 20 
variantes modificadas con CRISPR) secuencialmente en un esquema de rotación. 
 
En algunos experimentos, las comparaciones se hicieron entre la cepa WTphi2972

+S21 sola y las cepas WTphi2972
+S20, 

WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22 usadas sucesivamente (en rotación) en la fermentación de leche en la presencia del fago 
D2972. La primera fermentación de leche se condujo con la cepa WTphi2972

+S20. Luego, la cepa WTphi2972
+S22 se usó 25 

para la segunda fermentación, y la cepa WTphi2972
+S21 se usó para la tercera fermentación. La cuarta fermentación 

luego se hizo nuevamente usando la cepa WTphi2972
+S20; seguida por una fermentación con la cepa WTphi2972

+S22, 
luego la cepa WTphi2972+S21, y etc. Las cepas WTphi2972

+S20, WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22 se describen arriba en la 
Tabla 7-1. Existen cepas variantes independientes de la cepa DGCC7710. Cada cepa variante muestra una 
secuencia espaciadora adicional distinta en su ubicación CRISPR1, como se compara con la cepa DGCC7710, que 30 
es originada del fago D2972. 
 

   Tabla 14-1. Comparación de la Fermentación de Leche con WTphi2972
+S21 o con una Combinación 

de Tres Cepas en la Presencia del Fago D2972 

Cepa Subcultivos  Coagulación 
de leche dentro 

de 6 h 

Nivel de fago en la 
fermentación de la 

cepa 

Variación de impedancia 
dentro de 6h (en µS) 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 

Sí 
SiSí 

Sí 

Sí 

Sí 

Alto 

Bajo 

Sí 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Alto 

Bajo 

Bajo 

Bajo 

Muy bajo 

Muy bajo 

Primera prueba  

Primera prueba 

Segunda prueba  

Segunda prueba  
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Varias fermentaciones se realizaron usando los mismos métodos experimentales como los que se describen en el 
Ejemplo 14. Los experimentos se hicieron en triplicado; los resultados se muestran en la Tabla 15-1. Varias 
fermentaciones inoculadas con WTphi2972

+S20 solo fueron exitosas hasta el 3er subcultivo, como se muestra por los 
valores de variación de impedancia superiores a 3000 μS y por la coagulación de leche. Los siguientes subcultivos 
fallaron para coagular la leche y los valores de fago altos se registraron. En contraste, varias fermentaciones hechas 5 
al inocular la leche en rotación con 3 cepas variantes diferentes (WTphi2972

+S20, WTphi2972
+S21 y WTphi2972

+S22) fueron 
exitosas hasta el décimo subcultivo. Bajo estas condiciones experimentales, los fagos fallan para propagar y 
permanecer en niveles bajos. Los resultados indican que usando una rotación de cepas variantes proporciona 
resistencia al fago mejorada durante la fermentación, como se compara con el uso de una cepa variante sencilla. 
 10 

Tabla 15-1. Fermentación de Leche Sucesiva con Rotación de Cepas en la Presencia del Fago 
D2972 
Prueba Fermentación Coagulación 

de leche dentro 
de 6h 

Nivel de fago en 
la fermentación 
de la cepa 

Variación de 
impedancia 
dentro de 6h (en 
µS) 

Control 1ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3464 

2ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Bajo 3203 

3ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Medio 3300 

4ª fermentación WTphi2972
+S20 No Alto 235 

5ª fermentación WTphi2972
+S20 No Alto 249 

Primera 
prueba 

1ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3134 

2ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí No 3253 

3ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí No 3076 

4ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3103 

5ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí No 2930 

6ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo 3127 

7ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3160 

8ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí Bajo 2969 

9ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo 2967 

10ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Bajo 3051 

Segunda 
prueba 

1ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3168 

2ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí No 3063 

3ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí No 2992 

4ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3186 

5ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí Bajo 3070 

6ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo  2932 

7ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Bajo 3181 

8ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí Bajo 2920 

9ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo 2863 

10ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Bajo 2995 

Tercera 
prueba 

1ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3308 

2ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí No 3290 

3ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí No 3023 

4ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3039 

5ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí Bajo 2994 

6ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo 2945 

7ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí Bajo 3184 

8ª fermentación WTphi2972
+S22 Sí Bajo 3048 

9ª fermentación WTphi2972
+S21 Sí Bajo 3063 

10ª fermentación WTphi2972
+S20 Sí No 3016 

 
EJEMPLO 16 
 
Reducción y Control de la Población de Fago Usando Cepas Variantes Modificadas con CRISPR 
 15 
En este Ejemplo, se describen experimentos que se conducen para determinar la capacidad de una cepa modificada 
con CRISPR para destruir fagos que se han hecho resistentes. En particular, los experimentos se diseñaron para 
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determinar si una población de fago se disminuirá a un nivel indetectable durante la fermentación de una cepa 
modificada con CRISPR. 
 
En algunos experimentos, DGCC9836 (descrita en el Ejemplo 11 y en la Figura 17) se usó para realizar la 
fermentación de leche en la presencia del fago D2972, en comparación con las fermentaciones hechas con su cepa 5 
precursora DGCC7710 en la presencia de D2972. El medio en polvo de leche al diez por ciento (p/v) se sembró con 
alrededor de 106 cfu/ml de un pre-cultivo de la cepa probada y con 107 pfu/ml del fago D2972. El cultivo se incubó a 
42°C durante 24 h. En varios puntos de tiempo, una alícuota se tomó y la población de fago se midió usando placa 
de agar de doble capa sembrada con DGCC7710 usando métodos estándar conocidos en el arte. Los resultados se 
presentan en la Figura 20. En la fermentación de leche por DGCC7710, el fago D2972 se desarrolló hasta alcanzar 10 
una población de más de 108 pfu/ml. En contraste, durante la fermentación con DGCC9836, la población de fago 
D2972 gradualmente disminuyó a un nivel muy bajo (120 pfu/ml) después de 6 horas de incubación, y fue casi 
indetectable después de 24 horas de incubación. Este último resultado sugiere que los fagos se destruyeron durante 
el proceso de fermentación con la cepa variante DGCC9836. 
 15 
La propiedad de una cepa variante para destruir fagos, así como la de no ser sensible a los fagos representa un 
beneficio adicional, como se compara con el programa de rotación de cultivo iniciador tradicional para el cual las 
cepas no son sensibles, pero son inofensivas a los fagos. Ciertamente, al usar cepas variantes, la erradicación de 
los fagos inactivos ocurrirá a través de la combinación del lavado de los fagos (en cuanto a la rotación usando cultivo 
iniciador tradicional) y destrucción de los fagos. 20 
 
En otros experimentos, las cepas variantes que presentan alguna, pero incompleta, resistencia al fago D2972 se 
asociaron en la fermentación de leche en la presencia de D2972. Las cepas variantes seleccionadas incluidas 
WTphi2972

+S20 y WTphi2972
+S21, como se describen en el Ejemplo 8 y en la Tabla 7-1. Estas cepas muestran 

reducciones EOP para el fago D2972 de alrededor de 5 logs. Las fermentaciones de leche se realizaron como se 25 
describen arriba (velocidad de inoculación bacteriana de 106 cfu/ml; velocidad de inoculación de fago de 107 pfu/ml). 
Las fermentaciones de leche se hicieron ya sea con WTphi2972

+S20 o con WTphi2972
+S21 o una mezcla de las dos cepas. 

En varios puntos de tiempo, la población de fagos se registró. Para este propósito, una alícuota se tomó y la 
población de fago se midió usando placa de agar de doble capa sembrada ya sea con WTphi2972

+S20 o con 
WTphi2972

+S21, usando métodos estándar conocidos en el arte. Los resultados se presentan en la Figura 21, que 30 
indican la suma de los fagos detectados en WTphi2972

+S20 y en WTphi2972
+S21 para cada una de las fermentaciones de 

leche. Cuando una cepa sencilla se usó para la fermentación (WTphi2972
+20 o WTphi2972

+S21), el número de fagos 
detectados en el tiempo de inoculación fue alrededor de 100 pfu/ml (debido a los 5 logs de la reducción EOP). 
Durante el cultivo, este número de fagos se elevó hasta 106 ó 107 (respectivamente), correspondiente a una 
multiplicación de los fagos por 4 hasta 5 logs. El factor de multiplicación de los fagos fue mucho más bajo (2 logs) 35 
para la fermentación de leche inoculada con las 2 cepas. Ciertamente, el número de fagos se elevó desde 100 
pfu/ml hasta un máximo de alrededor de 104 pfu/ml. Estos resultados conclusivamente mostraron que durante un co-
cultivo de 2 cepas variantes la velocidad de propagación de los fagos se redujo significativamente comparada con la 
velocidad de propagación de los fagos en un cultivo hecho con cepas variantes sencillas. 
 40 
EJEMPLO 17 
 
Inserción de Espaciadores 
 
En este Ejemplo, se describen métodos y composiciones usadas para insertar dos espaciadores en S. thermophilus 45 
DGC7710. La cepa DGCC7710 S. thermophilus (depositada en la “Colección Nacional de los Cultivos de 
Microorganismos” francesa con el número CNCM I-2423) posee al menos 3 ubicaciones CRISPR: CRISPR1, 
CRISPR2, y CRISPR3. En las cepas CNRZ1066 y LMG18311, para las cuales la secuencia del genoma completo se 
conoce (Ver, Bolotin et al., [2004], supra), la CRISPR1 se localiza en la misma ubicación cromosomal: entre str0660 
(o stu0660) y str0661 (o stu0661) (Ver, Figura 18). En la cepa DGCC7710, la CRISPR1 también se localiza en la 50 
misma ubicación cromosomal, entre genes altamente similares. La CRISPR1 de la cepa DGCC7710 contiene 33 
repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y de esta manera 32 espaciadores (Ver, Figura 19). Todos estos 
espaciadores son diferentes uno del otro. La mayoría de estos espaciadores no se han descrito previamente para 
estar dentro de la ubicación CRISPR, pero cuatro espaciadores cercanos a la pista CRISPR1 son idénticos a los 
espaciadores CRISPR1 conocidos. Por ejemplo, el 28o espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 31º 55 
espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ1575 (Número de acceso al Genbank DQ072991); el 30º espaciador de 
DGCC7710 es 100% idéntico al 27o espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (Número de acceso al Genbank 
DQ072990); el 31º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 28º espaciador CRISPR1 de la cepa CNRZ703 
(Número de acceso al Genbank DQ072990); y el 32º espaciador de DGCC7710 es 100% idéntico al 30º espaciador 
CRISPR1 de la cepa CNRZ703 (Número de acceso al Genbank DQ072990). La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la 60 
cepa DGCC7710 se muestra en SEQ ID NO:678, a continuación: 
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D858, el fago usado en estos experimentos es un bacteriófago que pertenece a la familia de virus Siphoviridae. Su 
secuencia de genoma se ha determinado completamente, aparentemente permanece para publicarse. Este fago es 5 
virulento para la cepa DGCC7710 S. thermophilus. La cepa DGCC7778 S. thermophilus se aisló como un mutante 
resistente al fago natural usando DGCC7710 como la cepa precursora, y el fago D858 como el fago virulento. La 
CRISPR1 de la cepa DGCC7778 contiene 35 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y de esta manera 34 
espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de DGCC7710, la secuencia CRISPR1 de 
DGCC7778 posee dos espaciadores adicionales, adyacentes, nuevos (y por supuesto dos repeticiones adicionales 10 
que flanquean los nuevos espaciadores) en un extremo de la ubicación CRISPR (esto es, cercano al líder). Todos 
los otros espaciadores de la ubicación CRISPR1 no se cambian. La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa 
DGCC7778 se muestra en la SEQ ID NO:679, a continuación: 
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En el caso de DGCC7778, el primer espaciador (5’-caacacattcaacagattaatgaagaatac-3’; SEQ ID NO:680) y el 
segundo espaciador (5’-tccactcacgtacaaatagtgagtgtactc-3’; SEQ ID NO:681) constituye la marca especifica de la 
cepa que identifica esta cepa etiquetada. Se determinó que la secuencia de ambos espaciadores nuevos existe 5 
dentro del genoma de fago D858. La secuencia del segundo espaciador nuevo se encuentra entre las posiciones 
25471 y 25442 pb (esto es, en la hebra menos) del genoma D858, como una incompatibilidad (96.7% de nucleótidos 
idénticos sobre 30 nucleótidos): 
 

 10 
 
La secuencia del primer espaciador se encuentra entre las posiciones 31481 y 31410 pb (esto es, en la hebra más) 
del genoma D858 (100% de nucleótidos idénticos sobre 30 nucleótidos): 
 

 15 

 Espaciador 2 

 Espaciador 1 
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Aunque no se pretende que la presente invención se limite por ningún mecanismo ni teoría particular, se contempla 
que dos nuevos espaciadores presentes en la ubicación CRISPR1 de DGCC7778 fueron necesarios para conferir a 
la cepa DGCC7778 una nueva resistencia para fago D858). El espaciador “2” (como se encuentra en DGCC7778) se 
insertó primero en la ubicación CRISPR1 de DGCC7710 (33 repeticiones y 32 espaciadores), en un extremo de esta 5 
ubicación CRISPR, junto con una repetición. Esta inserción dio elevación a un mutante insensible del bacteriófago 
(cepa intermedia), marcada por este nuevo espaciador adicional (de esta manera portando 34 repeticiones y 33 
espaciadores). Este espaciador se derivó del genoma D858, pero un error de replicación o error de transcripción 
inverso probablemente ocurrió durante el proceso de inserción, llevando a una mutación de punto. Debido a que la 
alineación imperfecta (esto es, la incompatibilidad 1) entre este espaciador nuevamente adquirido y la secuencia de 10 
fago etiquetada, la eficiencia de la resistencia de esta cepa intermedia al fago D858 fue baja. Un segundo evento de 
la inserción del espaciador ocurrió en esta cepa intermedia (más resistente al fago D858 que la cepa precursora 
DGCC7710, pero no resistente “completamente” debido a la incompatibilidad), llevando a la inserción de un segundo 
espaciador nuevo (esto es, espaciador “1” como se encuentra en DGCC7778) en el mismo extremo de la ubicación 
CRISPR1, junto con una repetición. Esta segunda inserción dio la elevación a un nuevo mutante insensible al 15 
bacteriófago, que se aisló y nombró DGCC7778. DGCC7778 es más resistente a D858 que la cepa intermedia, y por 
supuesto mucho más resistente que la cepa precursora DGCC7710, debido a la presencia del espaciador “1”, que es 
100% idéntico a la secuencia de fago etiquetada. 
 
EJEMPLO 18 20 
 
Método para Etiquetar DGCC7710 y Selección de la Cepa DGCC7778 Etiquetada 
 
En este Ejemplo, se describen métodos usados para etiquetar DGCC7710 y la selección de la cepa DGCC7778 
etiquetada. La cepa DGCC7710 se infectó/estimuló por el fago D858 al inocular la leche pasteurizada con la cepa 25 
DGCC7710 en alrededor de 2.106 cfu/ml y con el fago D858 en alrededor de 1.105 pfu/ml. La leche inoculada se 
cultivó durante 12 horas a 35°C. Después de la incubación, las bacterias viables (esto es, aquellas que son 
probables que sean mutantes insensibles al bacteriófago) se aislaron en medio no selectivo (placas de agar de 
leche) a 35°C, usando una dilución apropiada del cultivo infectado. Un aislado, nombrado DGCC7778, se propagó 
en medio líquido de M17-glucosa a 35°C y su ADN se extrajo usando un protocolo de extracción de ADN clásico, 30 
como se conoce en el arte. 
 
El extracto de ADN se amplificó usando PCR como se conoce en el arte (Ver por ejemplo, Bolotin et al. [2005], 
supra) usando la combinación de un cebador delantero (ya sea yc70 y/o SPIDR-arriba [5’-
gTCTTTAgAAACTgTgACACC]; SEQ ID NO:674) y de un cebador inverso (ya sea yc31 y/o SPIDR-abajo [5’-35 
TAAACAgAgCCTCCCTATCC]; SEQ ID NO:675). La secuencia de los productos PCR se determinó y comparó con 
la de la ubicación CRISPR de DGCC7710. 
 
EJEMPLO 19 
 40 
Producción de una Segunda Cepa Etiquetada 
 
En este Ejemplo, se describen métodos usados para producir una segunda cepa etiquetada. La cepa DGCC7710-
RH1 S. thermophilus se aisló como un mutante resistente al fago natural usando DGCC7710 como la cepa 
precursora y el fago D858 como el fago virulento. 45 
 
La CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 contiene 34 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y de esta 
manera 33 espaciadores. Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 S. thermophilus, la 
secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH1 S. thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (esto es, 
secuencia de etiquetado) (y por supuesto una repetición adicional que flanquea el nuevo espaciador) en un extremo 50 
de la ubicación CRISPR (esto es, cerca del líder, en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR). Todos los otros 
espaciadores de la ubicación CRISPR1 no se cambiaron. La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH1 
es: 
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La secuencia líder es 5’ caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag 3’ (SEQ ID NO:688). La 
secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACtcaacaattgcaacatcttataacccactt; SEQ ID 
NO:689) se muestra en gris, que comprende una repetición CRISPR (mayúscula) y un espaciador CRISPR (esto es, 5 
secuencia de etiquetado), que se muestra en minúscula. La repetición terminal (5’ 
gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt 3’ (SEQ ID N0:3)) secuencia de pista: 5’ 
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt3’ (SEQ ID NO:691) se muestran. 
 
En consecuencia, en el caso de la cepa DGCC7710-RH1 S. thermophilus, el espaciador (5’-10 
tcaacaattgcaacatcttataacccactt-3’; SEQ ID NO:534) constituye la secuencia de etiquetado específica de la cepa que 
identifica esta cepa mutante (esto es, la bacteria etiquetada). La secuencia del nuevo espaciador (esto es, secuencia 
de etiquetado) existe dentro del genoma de fago D858. La secuencia del espaciador se encuentra entre las 
posiciones 31921 y 31950 pb (esto es, en la hebra más) del genoma D858 (y tiene 100% de identidad con la 
secuencia genómica D858 sobre 30 nucleótidos): 15 
 

 
 
El nuevo espaciador (esto es, secuencia de etiquetado) que se integra en la ubicación CRISPR1 de la cepa 
DGCC7710-RH1 Streptococcus thermophilus confiere a esta cepa una nueva resistencia al fago D858. 20 
 
EJEMPLO 20 

 Espaciador  
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Producción de una Tercera Cepa Etiquetada 
 
En este Ejemplo, se describen métodos usados para producir una tercera cepa etiquetada. La cepa DGCC7710-RH2 
S. thermophilus se aisló como un mutante resistente al fago natural usando la cepa DGCC7710 S. thermophilus 5 
como la cepa precursora, y el fago D858 como el fago virulento. La CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S. 
thermophilus contiene 34 repeticiones (incluyendo la repetición terminal), y de esta manera 33 espaciadores. 
Cuando se compara con la secuencia CRISPR1 de la cepa DGCC7710 S. thermophilus, la secuencia CRISPR1 de 
la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus posee un nuevo espaciador adicional (esto es, secuencia de etiquetado) (y 
por supuesto una repetición adicional que flanquea el nuevo espaciador) en un extremo de la ubicación CRISPR 10 
(esto es, cerca del líder, en el extremo 5’ de la ubicación CRISPR). Todos los otros espaciadores de la ubicación 
CRISPR1 no se cambian. 
 
La secuencia CRISPR1 (5’-3’) de la cepa DGCC7710-RH2 es: 
 15 

 

 
 
La secuencia líder es 5’ caaggacagttattgattttataatcactatgtgggtataaaaacgtcaaaatttcatttgag 3’ (SEQ ID NO:688). 
 20 
La secuencia integrada (GTTTTTGTACTCTCAAGATTTAAGTAACTGTACAACttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatgaj SEQ 
ID NO:694) se muestra en gris, que comprende una repetición CRISPR (mayúscula) y un espaciador CRISPR (esto 
es, secuencia de etiquetado), que se muestra en minúscula. La repetición terminal (5’ 
gtttttgtactctcaagatttaagtaactgtacagt (SEQ ID NO:3)) secuencia de pista: 5’ 
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt3’ (SEQ ID NO:691) se muestran. 25 
 
De esta manera, en el caso de la cepa DGCC7710-RH2 Streptococcus thermophilus, el espaciador (5’-
ttacgtttgaaaagaatatcaaatcaatga-3’; SEQ ID NO:697) constituye la marca específica de la cepa que identifica esta 
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cepa mutante (esto es, bacteria etiquetada). La secuencia del nuevo espaciador se mostró para existir dentro del 
genoma de fago D858. La secuencia del espaciador se encuentra entre las posiciones 17215 y 17244 pb (esto es, 
en la hebra más) del genoma D858 (y tiene 100% de identidad con la secuencia genómica D858 sobre 30 
nucleótidos): 
 5 

 
 
El nuevo espaciador integrado en la ubicación CRISPR1 de la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus confiere una 
nueva resistencia al fago D858 hasta la cepa DGCC7710-RH2 S. thermophilus. 
 10 
EJEMPLO 21 
 
Construcción de Fago de “Escape CRISPR” de Variantes Bacterianas Resistentes al Fago 
 
En este Ejemplo, se describen métodos para la construcción de fagos de escape CRISPR. Las variantes 15 
hospedadoras resistentes al fago se construyeron primero como se describe en los Ejemplos anteriores. En estos 
experimentos, una cepa precursora “A” se expone al fago “P” y se selecciona una variante resistente al fago 
(Variante “A 1.0”). La variante A 1.0 se analiza (por ejemplo por PCR, y/o procesado por secuencia de ADN) para 
confirmar la presencia de un espaciador insertado adicional dentro de ubicación CRISPR. La secuencia de 
nucleótidos del espaciador adicional (espaciador Sp1.0) luego se determina. Típicamente, el espaciador Sp1.0 es un 20 
fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P, y da resistencia al fago P y fagos relacionados 
(“fagos relacionados” son aquellos que contienen la secuencia del espaciador en sus genomas, y define un familia 
de fagos). 
 
Independientemente de la primera exposición del fago, la misma cepa precursora A se expone al mismo fago P y 25 
una segunda variante resistente al fago (Variante A2.0) se selecciona. La variante A2.0 se selecciona con objeto 
también de tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp2.0) dentro de una ubicación CRISPR pero con la 
secuencia del espaciador Sp2.0 siendo diferente de tal espaciador Sp1.0. Típicamente, el espaciador Sp2.0 es un 
fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P, y da resistencia al fago P y fagos 
relacionados. Similarmente, en algunas modalidades, la variante A3.0 hasta la variante Ax.0 se generan a través de 30 
la exposición de la misma cepa A al mismo fago P. Todas las variantes “A” se seleccionan con objeto también de 
tener un espaciador adicional insertado (espaciador Sp3.0 hasta Spx.0) dentro de una ubicación CRISPR pero con la 
secuencia de todos los espaciadores “Sp” siendo diferentes unas de otras. Típicamente, los espaciadores “Sp” son 
fragmentos de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P, y todos dan resistencia al fago P y fagos 
relacionados. 35 
 
Típicamente, puede estimarse que el nivel de resistencia será aproximadamente el de mutación sencilla que ocurre 
dentro del genoma de fago dentro de la secuencia que corresponde al espaciador (esto es, aproximadamente 10-4 
hasta 10-6). De esta manera, el fago que escapa de la resistencia mediada por CRISPR es fácil de aislar. El fago 
mutado se genera a través de la exposición de la variante A1.0 hasta el fago P. Típicamente, el fago de “escape 40 
CRISPR” mutado (P1.0) alberga al menos una mutación dentro de su genoma correspondiente con la secuencia del 
espaciador Sp1.0 (por ejemplo, eliminaciones, mutaciones de punto, etc.), o en algunas modalidades preferidas, la 
región que flanquea Sp1.0, más o menos 20 pb correspondientes a la porción CRISPR. La variante A1.0 debería ser 
sensible al fago P1.0. Similarmente, las variantes resistentes al fago P independientemente generadas (Variante 
A2.0, A3.0, hasta Ax.0) que alberga espaciadores únicos (Sp2.0, Sp3.0, hasta Spx.0, respectivamente) similarmente 45 
se enfrentan con el fago P para generar los fagos mutantes correspondientes (P2.0, P3.0, hasta Px.0, 
respectivamente). Posteriormente, un grupo de fago virulento mutante, cuyos genomas se han mutado 
específicamente a una secuencia anticipada para ser un espaciador CRISPR, puede generarse. 
 
Ciertamente, el fago D2792 representa un fago de biocontrol completamente virulento contra la cepa DGCC7710 S. 50 
thermophilus (WT). En contraste, el análisis de la ubicación CRISPR de cepas WTphi2972

+S6, WTphi2972
+S4, 

WTphi2972
+S20, WTphi2972

+S21, y WTphi2972
+S22 relacionadas, indica la presencia de una secuencia espaciadora que es 

similar a las secuencias encontradas en el fago D2972 que indican que el fago D2972 tiene virulencia reducida sobre 
estas cepas. Los datos de la formación en placa (Ver, Tabla 7-1) confirman la virulencia reducida del fago D2972 en 
estas cepas. Con respecto a la cepa WTphi2972

+S6, que se ha caracterizado para ser resistente al fago D2972 debido 55 
a la presencia de un espaciador CRISPR correspondiente, separación por exclusión de fagos relacionados con 
D2972 para la virulencia completamente incrementada que identifica los fagos D4724 y D4733 como agentes 
candidatos como agentes de biocontrol (Ver, Tabla 7-1). 
 
En experimentos adicionales, la cepa DGCC7710 se expuso al fago D2972 para generar WTphi2972

+S6 de variante 60 
resistente. Cuando la cepa WTphi2972

+S6 se expuso al fago D2972, fue posible para aislar el fago mutante, tal como 
D4724. Este fago D4724 se encontró para ser completamente virulento sobre DGCC7710 y WTphi2972

+S6. En una 
segunda iteración, WTphi2972

+S6 se expuso al fago D4724, para generar WTphi2972
+S6

phi4724
+S15 de variante resistente. 

 Espaciador 
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Durante la exposición de esta cepa a D4724, los fagos mutantes se identificaron tales como D4733, que son 
completamente virulentos hacia DGCC7710 y WTphi2972

+S6. En algunas modalidades se usan iteraciones sucesivas 
para generar el fago con el nivel deseado de virulencia. 
 
Los ejemplos de mutantes de fago adicionales se proporcionan en la Figura 13. En esta Figura, el fago mutante 858-5 
A y 858-B derivado del fago precursor D858 se muestran. Las mutaciones corresponden al espaciador S1 de 
WTΦ858+S1S2 enfrentado con el fago D858. 
 
Aún en ejemplos adicionales, los mutantes de fago completamente virulentos donde la mutación se identifica en la 
porción CRISPR se muestran en la Tabla 20-1. En esta Tabla, las secuencias de nucleótidos en fagos de tipo natural 10 
y mutante que corresponden a los espaciadores recientemente adquiridos por las cepas S. thermophilus se 
muestran. La porción AGAAW se resalta en gris. Cada mutación está en negrita y subrayada. *, indica una 
eliminación. Esta Tabla proporciona secuencias para la variante CRISPR resistente al fago y pares mutantes de fago 
virulento: DGCC7710Φ858

+S3 / fago 2972.S3C, DGCC7710Φ2972
+S4 / fago 2972.S4A o fago 2972.S4C, 

DGCC7710Φ2972
+S6 / fago 2972.S6A, y DGCC7710Φ2972

+S4
Φ858

+S32 / fago 858.S32A o fago 858.S32D. En esta Tabla, 15 
el nuevo espaciador corresponde a la SEQ ID NO:535 (DGCC7710Φ858

+S3). 
 

 

  Tabla 20-1. Secuencias de nucleótidos en fagos de tipo natural y mutante que corresponden 
a espaciadores recientemente adquiridos por cepas S. thermophilus 

Fuente Secuencia 

Fago 

Fago 

Fago 

Fago 

Fago 
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EJEMPLO 22 
 
Fago de “Escape de CRISPR” de Segundo Nivel 
 5 
En este Ejemplo, se describen experimentos para la construcción de fagos de escape de CRISPR de segundo nivel 
(esto es, con mutaciones múltiples dirigidas a espaciadores múltiples). 
 
A través de un proceso iterativo para crear variantes resistentes al fago mediadas por CRISPR seguido por 
aislamiento del fago mutado (“escape de CRISPR”) capaz de vencer el mecanismo cas-CRISPR, es posible crear el 10 
fago que se ha “pre-adaptado” con mutaciones múltiples contra la resistencia mediada por CRISPR potencial. 
 
En algunas modalidades, las variantes de segundo nivel se producen al aislar un fago mutado a través de la 
exposición de la variante A1.0 hasta el fago P. Típicamente, este fago mutado (fago P1.0) tiene una mutación 
(eliminación, mutación de punto, etc.) en su genoma dentro de la región que contiene la secuencia de espaciador 15 
Sp1.0 o dentro de la región que flanquea a Sp1.0, más o menos 20 pb correspondientes a la porción CRISPR. La 
variante A1.0 es sensible al fago P1.0. Luego, la variante A1.0 se expone al fago P1.0 y una variante resistente al 
fago (Variante A1.1) se selecciona (Ver, Figura 15). La variante A1.1 se selecciona también de manera que tiene un 
espaciador adicional insertado (espaciador Sp1.1) dentro de una ubicación CRISPR pero con la secuencia del 
espaciador Sp1.1 siendo diferente de la de los espaciadores Sp1.0, Sp2.0 hasta Spx.0. Típicamente, el espaciador 20 
Sp1.1 es un fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago P1.0, y dará resistencia al fago P1.0 
y fagos relacionados. La variante A1.1 es resistente al fago P1.0 y preferiblemente, tiene una resistencia 
incrementada para el fago P debido a la acumulación del espaciador Sp1.0 y Sp1.1. 
 
En modalidades adicionales, un fago recientemente mutado (fago P1.1) se genera a través de la exposición de la 25 
variante A1.1 hasta el fago P1.0. Luego, durante la exposición de la variante A1.1 hasta el fago P1.1 una nueva 
variante A1.2 se obtiene que contenga un nuevo espaciador adicional (Sp1.2). Este espaciador da resistencia al fago 
P1.1 y preferiblemente incrementa la resistencia para el fago P1.0 y P (esto es, debido a la acumulación de 
espaciadores Sp1.0, Sp1.1, Sp1.2). El fago P1.1 se infecta completamente a la cepa precursora A, así como las 
variantes A1.0 y A1.1.  30 
 
Aún en modalidades adicionales, los diferentes espaciadores (por ejemplo, 2, 3 ó 4) se acumulan iterativamente 
dentro de la cepa A a través de la variante A1, luego la variante A1.1, luego la variante A1.2, etc., para obtener una 
variante altamente resistente a los fagos (variante A1.n). Todavía en modalidades adicionales, los diferentes 
espaciadores adicionales se pueden acumular en la misma cepa a través de la variante A2, luego la variante A2.1, 35 
luego la variante A2.2, etc. para generar otra variante de la cepa A altamente resistente a los fagos (variante A2.n) 
en paralelo. La misma estrategia encuentra uso con las variantes A3.0 hasta Ax.0. 
 
Siguiendo un proceso iterativo para crear variantes resistentes al fago CRISPR y el aislamiento del fago de “escape 
CRISPR” mutante (por ejemplo, la exposición de la variante A1.1 hasta el fago P1.1 crea la nueva variante A1.2 que 40 
contiene un nuevo espaciador adicional (Sp1.2) del cual un fago mutante se aísla (P1.2) que es completamente 
virulento en la variante A1.2, A1.1, A1.0 y cepa precursora A. 
 
En algunas modalidades, las mutaciones combinatorias se acumulan por la construcción iterativa de variantes 
bacterianas que combinan diferentes espaciadores (por ejemplo, Sp2.0. Sp3.0 hasta Spx.0), la exposición al fago 45 
mutante de primer nivel correspondiente (P2.0, P3.0 hasta Px.0), y el aislamiento de los fagos mutantes de segundo 
nivel. 
 
Un ejemplo de mutaciones combinatorias iterativas que crean variantes resistentes al fago CRISPR y fago de 
“escape CRISPR” mutante se muestra en la Tabla 22-1. Esta Tabla proporciona una lista de nuevos espaciadores 50 
encontrados en CRISPR1 y la región correspondiente en los fagos 2972, 858, o DT1. En esta Tabla, la “a” indica 
regiones ADN que son 100% idénticas entre los fagos 858 y 2972. La “posición 5’” se refiere a la posición 5’ del 
espaciador proto en el genoma de fago. Los nucleótidos subrayados y sombreados en la secuencia espaciadora 
proto indican errores entre el fago y el espaciador. Un asterisco (*) indica una eliminación. En la “región flanqueada 
3’” indica la secuencia flanqueada 3’ en el genoma de fago. Los errores en la porción AGAAW se subrayan y 55 
sombrean en gris. En la columna designada “Hebra/Módulo”, los módulos de transcripción son “E” (genes 
expresados en estadios iniciales); “M” (genes expresados en estadios intermedios); y “L” (genes expresados en 
estadios tardíos). 
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DGCC7710 se expuso al fago 2972 para crear variante DGCC7710Φ2972

+S6 resistente al fago CRISPR de la cual se 
generó el fago mutante 2972.S6B de escape de CRISPR. La exposición de DGCC7710Φ2972

+S6 al fago 2972.S6B 
creó la variante DGCC7710Φ2972

+S6
Φ2972.S6B

+S20 resistente al fago CRISPR de la cual se aisló el fago mutante 5 
2972.S20A de escape de CRISPR. 
 
En algunas modalidades, se proporcionan cepas que son resistentes a más de una familia de fagos. Como una cepa 
dada puede ser sensible a más de una familia de fagos, en algunas modalidades, se desea para agrandar la 
resistencia de la cepa a familias de fago múltiples al introducir espaciadores adicionales dentro de una ubicación 10 
CRISPR que se origina de las otras familias de fagos (Ver, Figura 16). Por ejemplo, los fagos P, Q, y R son fagos 
representativos de tres familias de fagos capaces de infectar la cepa A. Usando el método resumido arriba y en la 
presente, las variantes resistentes a las tres familias de fagos se producen. En algunas modalidades, el fago P se 
usa para generar la variante A1p (que contiene el espaciador Sp1) que es resistente al fago P. Luego, la variante A1p 
se expone al fago Q y una variante resistente al fago (Variante A1pq) se selecciona. La variante A1pq tiene un 15 
espaciador adicional (Sq1) insertado dentro de una ubicación CRISPR. Típicamente, el espaciador Sq1 es un 
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fragmento de aproximadamente 30 nucleótidos en tamaño del fago Q, y da resistencia al fago Q y fagos 
relacionados. La variante A1pq es resistente a tanto fagos P como Q. Después, la variante A1pq se expone al fago R 
y una variante resistente al fago (Variante A1pqr) se selecciona. La variante A1pqr tiene un tercer espaciador adicional 
(Sr1) insertado dentro de una ubicación CRISPR. Típicamente, Sr1 es un fragmento de aproximadamente 30 
nucleótidos en tamaño del fago R, y también da resistencia al fago R y fagos relacionados. La variante A1pqr es 5 
resistente a los tres fagos. En algunas modalidades particularmente preferidas, la variante también es resistente a 
los fagos relacionados. 
 
Estos fagos de escape de CRISPR encuentran uso como fagos de biocontrol/terapéuticos. Como se describe arriba, 
a través del proceso para crear variantes resistentes al fago mediado por CRISPR, se genera la exposición al fago y 10 
aislamiento del fago de “escape de CRISPR” virulento, una mezcla de la especie de fago que alberga mutaciones 
sencillas y/o múltiples dirigidas contra secuencias del genoma de fago sencillas y/o múltiples que son objetivos del 
espaciador CRISPR potenciales. Como las bacterias hospedadoras objetivo pueden volverse resistentes al fago a 
través de la incorporación de espaciadores sencillos o múltiples y que el mecanismo Cas-CRISPR puede vencerse a 
través de una mutación dentro del genoma de fago correspondiente a tales espaciadores, el uso de una mezcla de 15 
fago alberga varias mutaciones que reducen la velocidad de una bacteria individual para adquirir exitosamente 
nuevos espaciadores y proliferan. 
 
En una modalidad adicional, el análisis del protoespaciador y regiones flanqueadas, como se determina de los 
espaciadores en las variantes resistentes al fago CRISPR correspondientes, facilita la identificación de la porción 20 
CRISPR para un CRISPR específico. En el ejemplo de las variantes resistentes al fago DGCC7710 CRISPR 1 que 
contienen espaciadores S1-S33, se generaron después del enfrentamiento con el fago 2972 u 858. El alineado del 
protoespaciador y regiones flanqueadas, del genoma de los fagos 2972 u 858 que corresponde a los espaciadores 
S1-S33, usando el programa de software Clustal X, identificó la porción CRISPR 1 como NNAGAAW (SEQ ID 
NO:696), y se visualiza usando WebLogo (Figura 22). 25 
 
En un ejemplo adicional, las variantes resistentes al fago CRISPR 3 se derivaron de DGCC7710 después del 
enfrentamiento con los fagos 858 y 3821, y LMD-9 después del enfrentamiento con el fago 4241. El alineado de los 
protoespaciadores y la región flanqueada de los genomas de fago respectivos con los espaciadores 
correspondientes de las variantes resistentes al fago CRISPR 3 respectivas, identificó la porción CRISPR 3 como 30 
NGGNG (SEQ ID NO:723) (Figura 23). 
 
El análisis para la presencia de una porción CRISPR específica proporciona medios para identificar la ubicación de 
protoespaciadores supuestos dentro de un genoma u otra secuencia específica (por ejemplo, un plásmido u otro 
elemento genético móvil). En el ejemplo de los fagos secuenciados 858, 2972, y DT1, el análisis para la distribución 35 
de la porción AGAAW CRISPR 1 identificó la ubicación de protoespaciadores potenciales dentro de los genomas 
respectivos. Utilizando la degeneración del código genético y/o el uso de substituciones de aminoácidos 
conservadoras, cada porción AGAAW se eliminó en el proceso de sintetizar químicamente un genoma como se 
describe para el fago ØX174, como se conocen en el arte. De esta manera, el fago se vuelve insensible al sistema 
de resistencia Cas-CRISPR 1. De esta manera, una molécula de ADN, que carece de porciones CRISPR específicas 40 
es insensible al sistema Cas-CRISPR correspondiente. 
 
Estos fagos y “cocteles” de tipos de fagos múltiples encuentran uso en las estrategias de rotación (por ejemplo, 
administración secuencial definida de fago). Como una extensión para el uso de un coctel sencillo, compuesto de 
fago que alberga diferentes mutaciones espaciadoras, en algunas modalidades, se usan fagos virulentos múltiples, 45 
donde cada uno alberga una mutación espaciadora diferente en una manera secuencial definida. Por ejemplo, 
usando un conjunto de fagos de “escape de CRISPR” (P1.0, P2.0, y P3.0, o P1.0, P1.1, P1.2, o alguna combinación 
de los mismos), cada fago se aplica individualmente y en una secuencia y rotación definidas (P.10 > P2.0 > P3.0 > 
P1.0, P2.0 > etc) para minimizar la probabilidad de que las bacterias objetivo desarrollen resistencia mediada por 
CRISPR al fago. Similarmente, un conjunto de cocteles de fago (esto es, cada fago dentro del coctel así como cada 50 
coctel posee una combinación única de mutaciones) encuentra uso en secuencia y rotación. En algunas 
modalidades, el fago y/o coctel comprende una familia de fago sencilla, mientras que en otras modalidades, el fago 
y/o coctel comprende familias de fago múltiples. 
 
EJEMPLO 23 55 
 
Combinaciones funcionales 
 
Este Ejemplo proporciona varias combinaciones funcionales que encuentran uso en la presente invención. A manera 
de ejemplo solamente, las siguientes combinaciones funcionales se pueden usar de acuerdo con la presente 60 
invención. 
 
Combinación funcional #1: 
 
Secuencias cas: SEQ ID NO:461 hasta SEQ ID NO:465 y SEQ ID NO:473 hasta SEQ ID NO:477 (todas las cuales 65 
son secuencias S. thermophilus), como se establecen a continuación: 
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con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 1 hasta SEQ ID NO: 10 
 
Combinación funcional #2: 
 5 
secuencias cas: SEQ ID NO:466 hasta SEQ ID NO:472, y SEQ ID NO:478 hasta SEQ ID NO:487 (todas las cuales son 
secuencias S. thermophilus), como se muestran a continuación: 
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con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 12 
 
Combinación funcional #3: 
 5 
secuencias cas: SEQ ID NO:488 hasta SEQ ID NO:508, y SEQ ID NO:517 hasta SEQ ID NO:521, como se muestra a 
continuación. Las SEQ ID NOS:488-497 son de S. agalactiae, mientras que las SEQ ID NOS:498-503 son de S. mutans, y las 
SEQ ID NOS: 504-508, 517-521 son de S. pyogenes. 
 
 SEQ ID NO:488: 10 
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con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 13 hasta SEQ ID NO: 19 
 
Combinación funcional #4: 
 5 
secuencias cas: SEQ ID NO:509 hasta SEQ ID NO:516 (todas las cuales son de S. pyogenes), como se muestran a 
continuación:  
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con secuencias repetidas: SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 22. 
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Todas las patentes y publicaciones mencionadas en la especificación son indicativas de los niveles de aquellos 
experimentos en el arte a los cuales la invención pertenece. Todas las patentes y publicaciones se incorporan en la 
presente por referencia en el mismo grado que si se indicara específica e individualmente que cada publicación 
individual se incorpora por referencia. 
 5 
Aquellos de experiencia en el arte fácilmente aprecian que la presente invención está bien adaptada para llevar a 
cabo los objetivos y obtener los fines y ventajas mencionados, así como aquellos inherentes en ellos. Las 
composiciones y métodos descritos en la presente son representativos de modalidades preferidas, son ejemplares, y 
no se pretenden como limitaciones en el alcance de la invención.  
 10 
La invención descrita ilustrativamente de forma adecuada en la presente puede practicarse en la ausencia de 
cualquier elemento o elementos, limitación o limitaciones que no se describen específicamente en la presente. Los 
términos y expresiones que se han empleado se usan como términos de la descripción y no de limitación, y no existe 
la intención de que el uso de tales términos y expresiones excluya cualquiera de los equivalentes de las 
características mostradas y descritas o porciones de las mismas, pero se reconoce que varias modificaciones son 15 
posibles dentro del alcance de la invención. De esta manera, deberá entenderse que aunque la presente invención 
se ha descrito específicamente por modalidades preferidas y características, modificación y variación opcionales de 
los conceptos descritos en la presente pueden recurrise por aquellos experimentados en el arte, y que tales 
modificaciones y variantes se consideran dentro del alcance de esta invención. 
 20 
La invención se ha descrito ampliamente y genéricamente en la presente. Cada una de las especies más limitadas y 
agrupaciones subgenéricas caen dentro de la descripción genética también forman parte de la invención. Esto 
incluye la descripción genérica de la invención con la condición de que o la limitación negativa remueva cualquier 
materia objeto del género, sin tener en cuenta si la materia removida se recita específicamente en la presente o no. 

25 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método para generar un cultivo de inicio que comprende al menos dos variantes de una cepa resistente a 
bacteriófagos, que comprende los pasos de: 
 5 
(a) la exposición de una cepa bacteriana precursora que comprende al menos una porción de una ubicación 
CRISPR a un bacteriófago para producir una mezcla de bacterias que comprende una variante de la cepa resistente 
a bacteriófagos que comprende una ubicación CRISPR modificada que comprende al menos un espaciador 
adicional en dicha ubicación CRISPR modificada;  
 10 
(b) la exposición independiente de la misma cepa bacteriana precursora que en el paso (a) que comprende al menos 
una porción de una ubicación CRISPR al mismo bacteriófago que en el paso (a) para producir una mezcla de 
bacterias que comprende otra variante de la cepa resistente a bacteriófagos que comprende una ubicación CRISPR 
modificada que comprende al menos un espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada;  
 15 
(c) la selección de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriófagos de dichas mezclas de bacterias;  
 
(d) la selección de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriófagos que comprenden un espaciador adicional 
en dicha ubicación CRISPR modificada de dichas cepas resistentes a bacteriófagos seleccionadas en el paso (c); y  
 20 
(e) el aislamiento de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriófagos, donde dichas cepas comprenden un 
espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada;  

 
donde la secuencia de al menos un espaciador adicional en la variante de la cepa resistente a bacteriófagos es 
diferente de la secuencia de al menos un espaciador adicional en la otra cepa resistente a bacteriófagos. 25 
 
2. El método de la Reivindicación 1, donde dicho método comprende además la etapa de comparar dicha ubicación 
CRISPR o una porción de la misma de dicha cepa bacteriana precursora y dicha ubicación CRISPR modificada de 
las variantes de la cepa resistente a bacteriófagos para identificar las variantes de la cepa resistente a bacteriófagos 
que comprenden al menos un espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada que está ausente de 30 
dicha ubicación CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora. 
 
3. El método de la Reivindicación 1, donde dicho bacteriófago se selecciona del grupo de familias de virus que 
consiste en: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae, 
y Tectiviridae. 35 

 
4. El método de la Reivindicación 1, donde dicho bacteriófago es un bacteriófago de origen natural o es un 
bacteriófago mutado obtenido mediante presión selectiva utilizando una bacteria resistente a bacteriófagos. 

 
5. El método de la Reivindicación 1, donde dichas cepas resistentes a bacteriófagos o dicha cepa bacteriana 40 
precursora es una mutante insensible a bacteriófagos. 

 
6. El método de la Reivindicación 1, donde las porciones terminales 5’ y/o 3’ de dicha ubicación CRISPR de la cepa 
bacteriana precursora se comparan con dicha ubicación CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa 
resistente a bacteriófagos.  45 

 
7. El método de la Reivindicación 1, donde las porciones terminales 5’ y/o 3’ de al menos el primer espaciador 
CRISPR de dicha ubicación CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora se comparan con dicha ubicación 
CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa resistente a bacteriófagos. 

 50 
8. El método de la Reivindicación 1, donde dicha al menos una porción de dicha ubicación CRISPR de dicha cepa 
bacteriana precursora y al menos una porción de dicha ubicación CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa 
resistente a bacteriófagos se comparan al amplificar, preferiblemente utilizando la reacción en cadena de la 
polimerasa, al menos una porción de dicha ubicación CRISPR y al menos una porción de dicha ubicación CRISPR 
modificada, para producir una secuencia de ubicación CRISPR amplificada y una secuencia de ubicación CRISPR 55 
modificada amplificada. 

 
9. El método de la Reivindicación 1, donde dicha al menos una porción de dicha ubicación CRISPR de dicha cepa 
bacteriana precursora y al menos una porción de dicha ubicación CRISPR modificada de dichas variantes de la cepa 
resistente a bacteriófagos se comparan al procesar por secuencia al menos una porción de dicha ubicación CRISPR 60 
y al menos una porción de dicha ubicación CRISPR modificada. 

 
10. El método de la Reivindicación 8, que además comprende la etapa de procesar por secuencia dicha secuencia 
de ubicación CRISPR amplificada y dicha secuencia de ubicación CRISPR modificada amplificada. 

 65 
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11. El método de la Reivindicación 1, donde dicho espaciador adicional en dicha ubicación CRISPR modificada 
forma parte de una unidad espaciadora de repetición. 

 
12. El método de la Reivindicación 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una 
unidad espaciadora de repetición que comprende al menos 44 nucleótidos o donde dicha unidad espaciadora de 5 
repetición adicional comprende entre 44 nucleótidos y 119 nucleótidos. 

 
13. El método de la Reivindicación 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una 
unidad espaciadora de repetición que comprende al menos una secuencia de nucleótido que tiene al menos 95% de 
identidad con una repetición CRISPR en dicha ubicación CRISPR de dicha cepa bacteriana precursora. 10 

 
14. El método de la Reivindicación 1, donde al menos uno de dichos espaciadores adicionales forma parte de una 
unidad espaciadora de repetición que comprende al menos una secuencia de nucleótido que tiene al menos 95% de 
identidad con una secuencia de nucleótido en el genoma de dicho bacteriófago. 

 15 
15. El método de la Reivindicación 1, donde dicha cepa bacteriana precursora es una cepa útil en la industria. 

 
16. El método de la Reivindicación 15, donde dicha cepa bacteriana precursora es susceptible a infección por al 
menos un bacteriófago. 

 20 
17. El método de la Reivindicación 15, donde dicha cepa bacteriana precursora es una cepa obtenida de un cultivo 
seleccionado de cultivos de inicio, cultivos probióticos, y cultivos de suplementos dietéticos. 

 
18. El método de la Reivindicación 1, donde dicha cepa bacteriana precursora se selecciona de Escherichia, 
Shigella, Salmonella, Erwinia, Yersinia, Bacillus, Vibrio, Legionella, Pseudomonas, Neisseria, Bordetella, 25 
Helicobacter, Listeria, Agrobacterium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Clostridium, Corynebacterium, 
Mycobacterium, Treponema, Borrelia, Francisella, Brucella, Campylobacter, Klebsiella, Frankia, Bartonella, 
Rickettsia, Shewanella, Serratia, Enterobacter, Proteus, Providencia, Brochothrix, Bifidobacterium, Brevibacterium, 
Propionibacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Oenococcus. 

 30 
19. Un cultivo de inicio obtenido mediante el método de la Reivindicación 1. 

 
20. Un método de fermentación que comprende agregar el cultivo de inicio de la Reivindicación 19 a un medio de 
fermentación, bajo condiciones tales que ocurra la fermentación de los componentes de dicho medio de 
fermentación. 35 

 
21. El método de la Reivindicación 20, donde dicha fermentación no se ve afectada por la presencia de 
bacteriófagos. 

 
22. El método de la Reivindicación 20, donde dicho medio de fermentación es un producto alimenticio tal como un 40 
producto lácteo, por ejemplo, leche. 

 
23. El método de la Reivindicación 20, donde dicho medio de fermentación se expone secuencialmente a al menos 
dos cultivos de inicio diferentes. 
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FIGURA 1 
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FIGURA 8 
 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
160 

FIGURA 9 
 

 
 

ES 2 541 693 T3

 



 
161 

FIGURA 10 
 

 
 

ES 2 541 693 T3

 



 
162 

FIGURA 11 
 

 

 
FIGURA 12 

 
FIGURA 13 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
163 

FIGURA 14 
 

 
 
 
 

FIGURA 15 
 

 
 

FIGURA 16 
 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
164 

FIGURA 17 
 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
165 

FIGURA 18 
 

 
 

FIGURA 19 
 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
166 

FIGURA 20 
 

 
FIGURA 21 

 

ES 2 541 693 T3

 



 
167 

FIGURA 22 
 

 
 

FIGURA 23 
 

 
 

ES 2 541 693 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



