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Resumen 

En sus habitas naturales, los microorganismos están en un estado constante de adaptación a 

cambios  tanto bióticos como abióticos. Ante situaciones de estrés, como por ejemplo 

cambios en nutrientes, temperatura o de osmolaridad, las estrategias de supervivencia o 

adaptación se pueden manifestar como cambios fenotípicos y genotípicos. En este estudio se 

analizaron algunos mecanismos de cambio asociados  a la supervivencia y la composición 

proteica de membrana en Escherichia coli (bacteria mesófila), al ser expuesta a condiciones 

de ayuno y a temperaturas subóptimas (4 y 20ºC). Al realizar un análisis comparativo del 

subproteoma de membrana entre estas dos temperaturas, se observó que ante la ausencia de 

nutrientes, E. coli respondía de forma diferente en la expresión de proteínas asociadas a 

estructura (lipoproteínas), conservación de la energía y transporte, con un aumento en el 

número de proteínas expresadas a 20
o
C. Se observó, además, una importante diferencia en la 

supervivencia a estas dos temperaturas, donde el número de células en el estado viable no 

cultivable (VNC) representaron un porcentaje importante a 20ºC. 

 

Abstract 

In their natural habitat, microorganisms are in a constant adaptation process to couple with the 

changes in the surrounding environment. During stress, occurring as a result of changes in 

temperature, nutrients, or salinity, microorganisms respond by either phenotypic or genotypic 

changes in order to survive and adapt to those conditions. In this study we analyzed some of 

the changes associated to cell survival and membrane proteins composition in Escherichia 

coli under starvation conditions and as a response to sub-optimal temperatures exposure (4 

and 20 °C). By performing a comparative analysis of the membrane subproteome, we 

observed changes in the expression of transport, energy, and structural (lipoproteins) 

associated proteins, with an overall increased number of expressed proteins at 20
o
C.  

Differences in bacterial survival rate were also observed at both temperatures, with a 

significant increase in viable but not cultivable cells (VBNC) at 20
o
C when compared to 4

o
C.  
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1. Introducción 

Se puede considerar que los microorganismos en sus ecosistemas naturales están en un estado 

de cambio continuo, adaptándose a modificaciones de las condiciones medioambientales (p.e. 

fluctuaciones de las temperaturas) o a cambios de ambiente (p.e. el paso desde el intestino de 

un animal hacia un medio acuático). Las bacterias responden a estos cambios a través de la 

regulación en la expresión de familias de proteínas que son requeridas para la supervivencia 

durante periodos de estrés (Young y Bernlohr, 1991). Según las estrategias empleadas para 

sobrevivir, las bacterias se clasifican en diferenciadas y no diferenciadas (Guerrero y 

Berlanga, 2001). Las primeras poseen la capacidad de formar estructuras de resistencia, 

siendo las esporas un ejemplo, mientras que las bacterias no diferenciadas no poseen la 

capacidad de formar esporas. Al no tener esta capacidad, experimentan cambios graduales en 

su fisiología celular y en su morfología. Ya en 1954, Heinmets et al. apoyaron la teoría de 

que, durante estos periodos de estrés en los que no se presentaba división en las bacterias, se 

seguían manteniendo procesos metabólicos de forma activa (p.e. síntesis de proteínas). Un 

ejemplo de respuesta ante estas condiciones es el desarrollo del estado viable no cultivable 

(VNC). En este estado, las células bacterianas poseen funciones metabólicas detectables, pero 

no son capaces de crecer en medios de cultivo convencionales (Roszak y Colwell, 1987). 

Algunos autores sugieren que perder la cultivabilidad podría representar una vía alternativa 

para generar formas durmientes de supervivencia similar a la formación de esporas que se 

produce en bacterias diferenciadas (McDougald et al., 1999; Kell y Young, 2000). Durante la 

transición del estado cultivable al estado VNC, se han descrito cambios morfológicos y 

fisiológicos que tienen lugar en las células, pero también cambios de ámbito molecular, entre 

los que destacan la síntesis de nuevas proteínas (Morton y Oliver, 1994; Srinivasan et al., 

1998), o la expresión diferencial de determinados genes (Lleó et al., 2000; Wetherell, 2004; 

Smith y Oliver, 2006; Asakura et al., 2007). El estado VNC podría resultar por tanto de vital 

importancia para conseguir sobrevivir ante condiciones desfavorables si las células en este 

estado tuvieran la capacidad de recuperar nuevamente la cultivabilidad. De ser así, este estado 

se podría considerar como parte del ciclo vital del microorganismo (McDougald et al., 1999; 

Oliver, 2005; Keep et al., 2006; Panutdaporn et al., 2006; Coutard et al., 2007). 

Para bacterias como Escherichia coli, los medios acuáticos representan un entorno hostil, 

donde se presentan condiciones de escasez de nutrientes y de temperaturas no óptimas para el 

crecimiento del organismo, a lo cual responderá mediante el uso de estrategias que le 

permitan sobrevivir. Escherichia coli generalmente se encuentra en el intestino de los 
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animales (donde las condiciones son completamente diferentes e ideales para su crecimiento), 

formando parte de la microbiota intestinal, contribuyendo con la absorción de nutrientes. 

Escherichia coli, al ser una bacteria Gram negativa, presenta dos membranas (una interna o 

citoplasmática y una externa) separadas por el espacio periplásmico, donde se localiza el 

peptidoglicano (Figura 1).  

 

Figura 1. Representación de la envoltura celular característica en bacterias Gram negativas. (Ref.: 

http://morfologiabacteriana.blogspot.com.es/2013/03/estructura-de-la-pared-celular-de-las_7765.html). 

 

En estas estructuras se llevan a cabo actividades que determinan el funcionamiento de la 

bacteria, y se pueden catalogar en diferentes grupos funcionales. Las actividades relacionadas 

con la conservación de la energía se realizarán principalmente en la membrana interna. En el 

espacio periplásmico se encuentran las lipoproteínas, cuyo papel se relaciona con el 

mantenimiento estructural de las membranas. Las funciones vinculadas al transporte se 

realizan en ambas membranas, interna y externa.  

Las proteínas son el componente que desempeña la mayoría de las funciones activas de las 

membranas, y son por ello una parte importante de las mismas. Aproximadamente el 20% del 

total de proteínas se localizan en la membranas bacterianas (Schulz, 2002). Constituyen, 

además, alrededor del 50% de la masa de la membrana externa, ya sea en forma de proteínas 

integrales de membrana o como lipoproteínas que están fijadas a la membrana (Koebnik et 

al., 2000).  

Hasta ahora, muchos han sido los estudios enfocados en la respuesta de E. coli ante diferentes 

tipos de estreses. Se ha observado que se producen regulaciones en el funcionamiento de la 
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bacteria que contribuyen a una mejor supervivencia ante los estreses a los que se enfrenta 

(Alba y Gross, 2004; Mandel y Silhavy, 2005; Santos et al., 2005; Jones, 2012; Shimizu, 

2014; White-Ziegler et al., 2008).  

La membrana externa es el componente estructural en contacto con el medio circundante y, 

por tanto, la primera barrera de respuesta de la célula frente a las condiciones 

medioambientales cambiantes. Por tanto, el estudio de las variaciones en el subproteoma de la 

membrana puede ser de gran utilidad al contribuir al conocimiento de la respuesta bacteriana 

al estrés. 

 

2. Objetivos  

Determinar estrategias de adaptación y supervivencia de Escherichia coli ante condiciones de 

estrés inducido por ayuno a dos temperaturas subóptimas (4 y 20
o
C).  Los objetivos fueron 

observar cambios en el subproteoma de membrana externa y analizar la cultivabilidad celular 

a estas dos temperaturas. Estos cambios, podrían ayudarnos a entender las posibles estrategias 

de adaptación y supervivencia de Escherichia coli bajo condiciones subóptimas. 

 

3. Materiales y métodos 

3.1- Cepa de Escherichia coli y preparación del inóculo 

Previamente a realizar el inóculo, los matraces se lavaron con ácido clorhídrico (HCl, 10% 

[v/v]) para eliminar los restos de materia orgánica. Posteriormente se aclararon 10 veces con 

agua desionizada. Finalmente, se secaron a 250ºC durante 24 horas.  

En este trabajo se utilizó la cepa Escherichia coli CECT 416, suministrada por la Colección 

Española de Cultivos Tipo (C.E.C.T, Valencia, España). 

La cepa se incubó en medio de cultivo Luria Bertani (LB, Merck) en oscuridad y con 

agitación (120 r.p.m.) a 37ºC hasta alcanzar la fase estacionaria. 

Al cabo de 24 horas las células se encontraban en fase estacionaria y se recogieron por 

centrifugación (5.000 r.p.m., 10 minutos), realizándose 3 lavados sucesivos con solución 

salina estéril (NaCl 0,9% [p/v]). Finalmente, las pastillas celulares se resuspendieron en 



 

5 
 

solución salina, y las suspensiones bacterianas resultantes se emplearon como inóculos en las 

distintas experiencias, hasta alcanzar una concentración final de aproximadamente 10
8
 

células/ml. 

Las condiciones medioambientales adversas se simularon en microcosmos. Para ello se 

utilizaron matraces que contenían solución salina y se mantuvieron bajo agitación continua, 

sometiendo a las células a situaciones de ayuno y exposición a temperaturas subóptimas para 

el crecimiento (4 y 20ºC). 

Periódicamente se tomaron alícuotas por triplicado, con el fin de poder determinar los 

siguientes parámetros: número total de células (TDC), número de células con membrana 

citoplasmática intacta (MEMB
+
) y número de células cultivables o formadoras de colonias 

(UFC).  

Cada uno de los ensayos de supervivencia fue repetido 3 veces. 

 

3.2- Determinación de los parámetros celulares 

Cuantificación del número total de bacterias (Total Direct Count, TDC) 

La determinación del número total de bacterias se llevó a cabo por recuento directo mediante 

microscopía de epifluorescencia, siguiendo la técnica descrita por Hobbie et al. (1977).  

Para ello, se recogieron volúmenes adecuados de las muestras y se conservaron con formalina 

(concentración final 2% [v/v]) para, posteriormente, teñirlos con una solución de naranja de 

acridina (concentración final 0,06 mg/ml) (Molecular Probes) durante 2 minutos. Una vez 

pasado este tiempo, las submuestras teñidas se filtraron a través de filtros de membrana de 

policarbonato de color negro con 0,22 μm de diámetro de poro (Millipore Corp.). Los filtros 

se montaron sobre portaobjetos con aceite de inmersión de baja fluorescencia (Nikon tipo A). 

Las preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E-400, 

equipado con un bloque de filtros B-2A (filtro de excitación EX450-490, espejo dicroico 

DM505 y filtro barrera BA520). 
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Cuantificación del número de bacterias que presentan membrana citoplasmática íntegra 

(MEMB
+
) 

El número de bacterias que presentan membrana citoplasmática íntegra (MEMB
+
) se 

cuantificó mediante microscopía de epifluorescencia, utilizando el kit Live/Dead® 

BacLightTM (Molecular Probes) tal y como describen Joux et al. (1997). El kit está 

compuesto por dos fluorocromos, SYTO 9 e ioduro de propidio. El fluorocromo SYTO 9 

penetra en todas las bacterias, proporcionando a las células una fluorescencia verde. Por el 

contrario, el ioduro de propidio, sólo va a penetrar en aquellas bacterias con las membranas 

dañadas, proporcionando una fluorescencia de color rojo. Cuando ambos fluorocromos están 

presentes en una bacteria, la fluorescencia producida por el ioduro de propidio se impone 

sobre la del SYTO 9 de forma que las bacterias con las membranas citoplasmáticas dañadas 

fluorescerán en rojo, mientras que las bacterias con la membrana citoplasmática íntegra 

(MEMB
+
) fluorescerán en verde. Las muestras se procesaron empleando filtros de 

policarbonato negros (Millipore Corp.) de 0,22 μm de diámetro de poro. Para los objetivos de 

este trabajo, se consideraron viables a todas aquellas bacterias con membrana citoplasmática 

integra (MEMB
+
). 

 

Cuantificación del número de bacterias cultivables (unidades formadoras de colonias, 

UFCs) 

La cultivabilidad, expresada como UFC, se estimó mediante la siembra en superficie 

empleando como medio de cultivo agar Luria Bertani (Merck). Las placas se incubaron 

durante 24 horas a 37ºC.  

El límite de detección del método fue 3,3 UFC/ml. 

 

 

3.3- Análisis proteómico  

 

 Obtención de las suspensiones celulares 

 

Las suspensiones celulares se obtuvieron para el tiempo 0, a los 6 y 21 días para la 

experiencia llevada a cabo a 4ºC, mientras que a 20ºC se recogieron para el tiempo 0, a los 6, 
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12 y 21 días. Las células fueron recogidas por centrifugación (8000 g, 40 min). La pastilla 

celular obtenida se resuspendió en 10 ml de TBS (Tris-buffered saline). 

 

Obtención de las proteínas de membrana externa  

 

Las suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron nuevamente (8000 g, 20 min) y 

resuspendieron en 10 ml de TBS. Se añadieron 250 µl de Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-

Aldrich) por g o peso celular y 90 µl de PSMF 2 mM (AppliChem). Las muestras fueron 

congeladas con nitrógeno líquido y almacenadas a -80ºC. 

Las células se rompieron por sonicación intermitente (SONICS VibraCell
TM

 VCX130 

Ultrasonic Cell Disrupter, USA) usando una sonda de 6 mm de diámetro (ajuste al 65% de 

amplitud, ciclos de 30 segundos encendido/45 segundos apagado durante 3 minutos en total). 

Las células intactas y los restos celulares fueron retirados por centrifugación a 6000 g durante 

20 minutos a 4ºC. El sobrenadante se almacenó en hielo mientras el precipitado se 

resuspendió nuevamente en 10 ml de TBS y se sonicó a las mismas condiciones descritas 

anteriormente. Este proceso se repitió al menos 3 veces. 

El sobrenadante fue diluido (1:1) con carbonato sódico 0,2 M y se incubó en hielo durante 

una hora con agitación suave. Después de una hora de incubación las muestras se 

centrifugaron a 35000 r.p.m. durante 1 hora a 4ºC. El sobrenadante se descartó y el 

precipitado de proteínas fue resuspendido en 1 ml de TBS.  

 

Cuantificación de las proteínas  

Para la cuantificación de las proteínas presentes en las suspensiones obtenidas previamente se 

utilizó el kit BCA protein assay (BioRad) basado en el método colorimétrico descrito por 

Lowry et al. (1951) y utilizando como estándar proteico albúmina de suero bovino.  

 

Identificación de proteínas  

Las proteínas se identificaron y cuantificaron mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) en el Servicio General de Proteómica de la 

UPV/EHU. 
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4. Resultados 

El efecto de la temperatura sobre la integridad, la viabilidad y la cultivabilidad de E. coli en 

condiciones de ayuno se muestran en la Figura 2. 

En ambas experiencias, la integridad celular (TDC) permaneció constante al igual que su 

viabilidad (MEMB
+
). A 4ºC se mantuvo constante el número de células cultivables (UFC), 

mientras que a 20ºC se produjo un descenso rápido en la cultivabilidad a partir del día 6 

(Figura 2.b). Esta disminución en la cultivabilidad fue de aproximadamente un orden de  

magnitud entre ambas temperaturas a 21 días. 

 

Figura 2. Evolución de la población de E. coli durante la permanencia en solución salina estéril mantenida a 4ºC 

(a) y 20ºC (b). Número total de células ( ); número total de bacterias con membrana intacta ( ), número de 

células cultivables (♦). 

 

Para determinar el efecto del ayuno y de la temperatura sobre el subproteoma de membrana 

externa de E. coli, se estudió su composición proteica a diferentes tiempos a lo largo de las 

experiencias. Las proteínas detectadas e identificadas, fueron clasificadas en base a un criterio 

funcional en diferentes grupos: proteínas implicadas en la conservación de la energía, en 

procesos de transporte, en el mantenimiento de la estructura de la membrana, en la división 
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celular y en la síntesis de proteínas. Del total de proteínas detectadas, 33 proteínas de 

membrana fueron consideradas para el análisis. Los resultados se muestran en la Tabla 1.  

 

A lo largo de las experiencias, el número de proteínas de membrana detectadas aumentó para 

las dos temperaturas estudiadas con respecto al tiempo 0. El número de proteínas analizadas 

al cabo de 21 días resultó ser mayor a 20ºC que a 4ºC, donde se detectaron nuevas 

lipoproteínas no identificadas para el tiempo 0. Sin embargo, no se observó ninguna nueva 

lipoproteína en común para ambas temperaturas. A 20ºC se mantuvo detectable la proteína 

TolC, mientras que a 4ºC dejó de ser detectable al finalizar la experiencia.  Estos resultados se 

reflejan en las Tablas 2 y 3. 
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Se mantuvieron detectables a lo largo de ambas experiencias 21 proteínas de las 33 analizadas 

en el tiempo 0. Entre ellas destacan una importante proporción de lipoproteínas (p.e. 

lipoproteína EcnB y proteína de membrana externa Slp), el factor de elongación Tu (EF-Tu) y 

la proteína OmpA. Algunas proteínas no detectadas en el tiempo 0 fueron identificadas 

posteriormente a ambas temperaturas conforme las experiencias avanzaban. Así, se detectó la 

proteína MinD a partir del día 21 a 4ºC y a partir del día 6 a 20ºC (Tabla 4). El análisis 

comparativo en cada situación se muestra en la Figura 3. 
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Figura 3. Diagrama de Venn indicando el número de proteínas consideradas para el análisis al tiempo 0 (rojo) y a 

21 días en medio sin nutrientes a 4ºC (verde) y 20ºC (azúl).  

 

5. Discusión y conclusiones 

La fluctuación de la temperatura junto a la ausencia de nutrientes son probablemente los 

factores de estrés más frecuentes en los sistemas acuáticos que afectan la supervivencia de las 

bacterias alóctonas como Escherichia coli. Una relación inversa entre el mantenimiento de la 

cultivabilidad y la temperatura fue ya observada para Campylobacter jejuni (Lázaro et al., 

1999; Thomas et al., 1999) y Legionella pneumophila (Ohno et al., 2003). Arana et al. (2010) 

han demostrado que la supervivencia de E. coli sigue una relación inversa con la temperatura, 
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siendo las bajas temperaturas responsables de una ralentización del metabolismo destinada a 

retrasar la aparición de daños celulares. Se ha indicado además, que para evitar este daño a 

bajas temperaturas adquieren importancia moléculas como la trehalosa, que presumiblemente 

contribuiría a estabilizar ciertas proteínas y/o las membranas celulares (Kandror et al., 2002), 

proteínas como la chaperona “factor desencadenante” o “trigger factor”, que aumenta la 

viabilidad del microorganismo en estas condiciones (Kandror y Goldberg, 1997) y  proteínas 

que protegen el material genético como por ejemplo el ARN (Jones et al., 1996). Esto se 

correspondería con nuestros resultados, donde se observó una mejor supervivencia a 4ºC. A 

esta temperatura se seguían manteniendo tanto la integridad de las bacterias como su 

cultivabilidad. Por el contrario, a 20ºC sé observó un descenso importante en la cultivabilidad 

junto a un mantenimiento de la viabilidad en las bacterias (Figura 2). La reducción en el 

número de células cultivables a 20ºC se asocia con una entrada en el estado viable no 

cultivable (VNC), que representaría una respuesta empleada por E. coli para hacer frente al 

estrés. Sin embargo, estudios anteriores (Arana et al., 2007) han postulado que la entrada a 

este estado no representaría un fenotipo exitoso, debido a la incapacidad de regresar a un 

estado cultivable al desaparecer el estrés. 

Matin et al. (1989) observaron que en las células bacterianas se produce una degradación de 

proteínas que presumiblemente proporciona los precursores necesarios para sintetizar 

proteínas que actúan en respuesta a la inanición. Escherichia coli induce la expresión de más 

de 50 proteínas en respuesta a este tipo de estrés y muchas de ellas pertenecen a la membrana 

externa (Alexander y St John, 1994). 

Para entender el comportamiento a nivel molecular de E. coli en estas situaciones de estrés, se 

explicarán posibles funciones de algunas proteínas detectadas durante las experiencias. El 

factor de elongación Tu (EF-Tu), es una proteína citoplasmática cuya función está relacionada 

con la síntesis de proteínas. Sin embargo, se asocia con la membrana cuando se presenta un 

déficit de glucosa, galactosa, amoníaco, glutamato o fosfato (Young y Bernlohr, 1991). 

Además, se ha propuesto que EF-Tu está involucrado en la capacidad bacteriana de percibir y 

responder a la privación de nutrientes (Yu et al., 1986). Nuestros resultados podrían 

corresponderse a este fenómeno, donde EF-Tu podría intervenir como posible respuesta al 

estrés causado por la falta de nutrientes. 

Con respecto a la proteína  OmpA, cabe destacar que pertenece a la membrana externa y 

posiblemente su función principal es intervenir en el mantenimiento de la integridad 
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estructural de la membrana externa, proporcionando una conexión entre ésta y el 

peptidoglicano (Sonntag et al., 1978; Koebnik et al., 2000). Contribuye, además, a la 

formación de biopelículas (Orme et al., 2006; Smith et al., 2007) que podría favorecer el 

proceso de supervivencia en ambientes acuáticos mediante la agregación bacteriana. La 

proteína TolC está relacionada con la proteína OmpA, dado que ambas intervienen en el 

transporte de colicinas (Bernadac et al., 1998), que son toxinas que matan selectivamente 

microorganismos competidores cuando las condiciones nutricionales no son óptimas. 

Además, TolC está involucrada en la exportación de una amplia variedad de moléculas, 

incluyendo algunas tóxicas para la bacteria con el fin de evitar su acumulación, como por 

ejemplo hemolisinas o antibióticos (Sharff et al., 2001). 

También se identificó la proteína MinD a ambas temperaturas. Esta proteína es una ATPasa 

que interviene en el proceso de división celular, en la localización del centro de la célula para 

el posicionamiento correcto del sitio de división (septum) (de Boer et al., 1991). Debido a que 

en nuestras experiencias no estaban ocurriendo procesos de división, dicha proteína podría 

estar participando en la generación de energía durante la permanencia bajo condiciones de 

estrés.  

Santos et al. (2005) observaron que en condiciones de ayuno, aumenta el grosor del 

peptidoglicano en la pared celular, mientras que aumenta la cantidad de lipoproteínas en la 

membrana externa, incrementando así las conexiones entre la membrana externa y el 

peptidoglicano con el fin de obtener una mayor estabilidad. En nuestro caso, aumenta la 

diversidad de lipoproteínas en ambas temperaturas, entre ellas la EcnB. Se trata de una 

lipoproteína asociada a la bacteriólisis. Bishop et al. (1998) propusieron que bajo ciertas 

condiciones de estrés como es el ayuno, su expresión podría jugar un papel en la muerte 

celular programada. Mediante la lisis celular, se liberaría al medio circundante su contenido 

celular para proporcionar nutrientes a demás integrantes de la población y facilitar el proceso 

de supervivencia. Otra lipoproteína detectada en nuestras experiencias fue la proteína de 

membrana externa Slp (también conocida como “starvation lipoprotein”). Esta lipoproteína es 

inducida en ausencia de carbono y también durante la fase estacionaria y su función podría 

contribuir a la estabilización de la membrana externa durante la ausencia de nutrientes 

(Alexander y St John, 1994). 

Se concluye que Escherichia coli, ante situaciones de estrés como la falta de nutrientes y la 

exposición a temperaturas no óptimas, presenta una serie de respuestas posiblemente 
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encaminadas a favorecer su supervivencia. Ante la falta de nutrientes, una serie de proteínas 

intervendrían para facilitar el proceso de supervivencia. En cuanto al efecto de la temperatura, 

se puede concluir que tiene un fuerte impacto en la supervivencia de E. coli, viéndose más 

favorecida en nuestro caso a 4ºC que a 20ºC. Si E.coli pudiera volver exitosamente a un 

estado cultivable tras desaparecer el estrés, el estado VNC representaría una estrategia 

eficiente para sobrevivir en medios acuáticos.   
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