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RESUMEN

Ha sido estudiada la actividad in vitro de 22 antimicrobianos frente a cuatro cepas de Vibrio y
Photobacterium de origen marino. Todas las cepas son susceptibles a cloranfenicol, ácido nalidíxi-
co, cotrimoxazol, tetraciclina, netilmicina y norfloxacina; resistentes a penicilina y ampicilina, y
producen ß-lactamasas. Sin embargo, hay diferencias significativas entre las cepas, especialmen-
te en sus patrones de sensibilidad a otros antibióticos betalactámicos y aminoglicósidos. Vibrio
splendidus biovar 1 y Vibrio harveyi poseen ß-lactamasas pertenecientes al grupo 2d (ß-lactamasas
que hidrolizan la cloxacilina); Photobacterium angustum, ß-lactamasas del grupo 2b (ß-lactamasas
de amplio espectro inhibidas por el ácido clavulánico); y Photobacterium phosphoreum var. K, ß-lac-
tamasas del grupo 2c (ß-lactamasas que hidrolizan la carbenicilina y son inhibidas por el ácido
clavulánico).
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ABSTRACT

In vitro antimicrobial susceptibilities and production of β-lactamases in marine Vibrio and
Photobacterium

Four marine strains of Vibrio and Photobacterium were tested for their susceptibilities to 22 antimi-
crobial agents. All strains were susceptible to chloramphenicol, nalidixic acid, cotrimoxazole, tetracycline,
netilmicin and norfloxacin; all were resistant to penicillin and ampicillin, and exhibited ß-lactamase activi-
ty. However, there were significant differences between strains, especially in their patterns of betalactam and
aminoglycosides susceptibility. Vibrio splendidus biovar 1 and Vibrio harveyi have ß-lactamases of the 2d
group (cloxacillin-hydrolyzing ß-lactamases), Photobacterium angustum has ß-lactamases of the 2b group
(broad-spectrum ß-lactamases inhibited by clavulanic acid), and Photobacterium phosphoreum var. K
has ß-lactamases of the 2c group (carbenicillin-hydrolyzing ß-lactamases inhibited by clavulanic acid).
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INTRODUCCIÓN

Algunas especies de Vibrio y Photobacterium de
origen marino pueden producir infecciones en
el hombre (Blake et al., 1979; Larsen, Farid
y Dalsgaard, 1981; Vartian y Septimus, 1990;

Carnahan et al., 1994; Fraser et al., 1997) y en algu-
nas especies de animales marinos (Crosa, Hodges y
Schiewe, 1980; Love et al., 1981; Tison et al., 1982;
Valla et al., 1992; Lee et al., 1996).

Ciertas cepas de Vibrio cholerae, el agente patóge-
no más representativo de esta familia, muestran re-
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sistencia a ampicilina y otros antibióticos (Sengup-
ta et al., 1992; Urassa, Lyamuya y Mhalu, 1997; 
Vijayalakshmi, Rao y Badrinath, 1997); esta resis-
tencia suele estar mediada por plásmidos 
(Porazikova, Michalus y Krcmery, 1978; Reid y
Amyes, 1986; Olukoya, Ogunjimi y Abaelu, 1995) y
transposones (Johnson y Romig, 1979a,b).

En el ambiente marino, la transferencia de resis-
tencia a antibióticos entre cepas pertenecientes a la
misma familia es relativamente fácil, de ahí la im-
portancia de conocer los patrones de resistencia
que presentan las diferentes especies de la familia
Vibrionaceae, tanto patógenas como saprofitas de
origen marino, ya que estas últimas pueden actuar
como reservorios de genes de resistencia a los anti-
bióticos. 

En este trabajo se estudia la susceptibilidad fren-
te a 22 antimicrobianos que presentan cuatro cepas
de origen marino pertenecientes a las especies
Photobacterium phosphoreum var. K, Photobacterium an-
gustum, Vibrio splendidus biovar 1 y Vibrio harveyi, y la
producción por las mismas de ß-lactamasas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Las cepas objetivo de este trabajo, pertenecien-
tes a la familia Vibrionaceae, han sido aisladas a
partir de agua de mar (Photobacterium phosphoreum
var. K y Vibrio harveyi) de la playa de las Canteras
(Las Palmas de Gran Canaria, islas Canarias), de la
superficie del pez Sarpa salpa (Limnaeus, 1758)
(Vibrio splendidus biovar 1) y de su contenido intes-
tinal (Photobacterium angustum). Estos microorga-
nismos han sido clasificados de acuerdo con las di-
rectrices del manual de Bergey (Holt et al., 1994) y
los criterios expuestos por Baumann et al. (1983).

Para poner de manifiesto la susceptibilidad in vi-
tro de estas cepas a los distintos antimicrobianos se
han realizado una serie de antibiogramas en medio
de Mueller-Hinton siguiendo la técnica disco-placa
de difusión en agar (Bauer et al., 1966) y, para su in-
terpretación, las recomendaciones de National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (anónimo, 1994). Las concentraciones
mínimas inhibitorias (CMI) se han obtenido por el
método estándar de dilución descrito por Woods y
Washington (1995).

Con polvo valorado de los diferentes antibióticos
se prepararon soluciones madre y, a partir de ellas,
diluciones en tubo con medio de cultivo líquido, ob-

teniendo concentraciones finales desde 0,06 mg/l
hasta 128 mg/l. Por último, se inoculaban todos los
tubos, incluyendo un tubo de control sin antibióti-
co, con la cepa bacteriana cuya CMI se pretendía
calcular. Tanto para el antibiograma disco-placa co-
mo para la determinación de las CMI se ha utilizado
la cepa de control Escherichia coli ATCC 25922, pro-
cedente de American Type Culture Collection junto
con las cepas de Vibrio y Photobacterium. 

La producción de ß-lactamasas se ha puesto de
manifiesto utilizando el método cromogénico con
cefalosporina cromógena Nitrocefin (O’Callaham
et al., 1972). Los isoenzimas de ß-lactamasas se han
separado por isoelectroenfoque en gel de poliacri-
lamida. A partir de extractos enzimáticos de las ce-
pas productoras de ß-lactamasas se ha realizado un
isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida con un
gradiente de pH: 3,5-8,5. Una vez realizado el isoe-
lectroenfoque, los isoenzimas de ß-lactamasas se
ponen de manifiesto utilizando una solución de la
cefalosporina cromógena Nitrocefin (Figueroa et
al., 1983).

Los perfiles de sustrato, y sus hidrólisis relativas
por las ß-lactamasas, se determinaron por el méto-
do espectrofotométrico-acidimétrico, que consiste
en un estudio de las cinéticas de hidrólisis de los
distintos antibióticos por los extractos enzimáticos
de las cepas de Photobacterium y Vibrio productoras
de ß-lactamasas. Como indicador se utiliza el rojo
fenol, la absorbancia se mide a 560 nm y los resul-
tados se expresan como actividad específica. Una
vez calculadas las actividades específicas para todos
los sustratos que se desea analizar, se asigna un va-
lor hipotético de 100 % a la actividad hidrolítica
obtenida utilizando la penicilina G como sustrato y
refiriendo las restantes actividades a este valor
(Shannon y Phillips, 1980). Como inhibidores de
ß-lactamasas se usaron el ácido clavulánico y el p-
cloromercuriobenzoato.

Los discos con las cargas estándar de antibióticos
utilizados fueron los de Laboratorios Difco
(Detroit, USA). Para el cálculo de las CMI los anti-
bióticos fueron suministrados, como sustancias va-
loradas, por los distintos laboratorios farmacéuti-
cos encargados de su comercialización.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En un trabajo previo (González-Lama y Díez del
Pino, 1996) se han estudiado las bacterias biolumi-
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niscentes en la costa de Gran Canaria. De las cua-
tro cepas objetivo de este estudio, dos emiten luz
(Vibrio splendidus biovar 1 y Vibrio harveyi) y las otras
dos no (Photobacterium phosphoreum var. K y
Photobacterium angustum). P. phosphoreum var. K es
un mutante espontáneo, obtenido en el laborato-
rio a partir de una cepa de Photobacterium phospho-
reum que ha perdido la capacidad de emitir luz.

Las cuatro cepas son sensibles a cloranfenicol,
ácido nalidíxico, cotrimoxazol, tetraciclina y nor-
floxacina. Estos resultados concuerdan con los en-
contrados por otros autores cuando estudian la sus-
ceptibilidad de estos antibióticos frente a vibrios
halófilos, tanto de origen humano como ambien-
tal, y encuentran que todas las cepas, o la mayoría
de ellas, son sensibles a cloranfenicol, ácido nalidí-
xico, cotrimoxazol, tetraciclina, norfloxacina y
otras quinolonas (Joseph, DeBell y Brown, 1978;
Larsen y Farid, 1980; Morris, Tenney y Drusano,
1985; French et al., 1989; French, 1990; Liu, Lee y
Chen, 1997).

Como se observa en las tablas I y II, las CMI que
presentan las cuatro cepas de Photobacterium y Vibrio
varían de una a otra, presentando distintos patro-
nes de resistencia a los antibióticos betaláctamicos

y aminoglicósidos. En la tabla I, todas las cepas tie-
nen en común ser resistentes a penicilina y ampici-
lina y sensibles a cefotaxima; resultados similares
han sido publicados por French et al. (1989) y
Joseph, DeBell y Brown (1978) en vibrios halófilos. 

Las cuatro cepas son productoras de ß-lactama-
sas, y éstas son inhibidas por el ácido clavulánico.
El p-cloromercuriobenzoato inhibió las ß-lactama-
sas de Photobacterium phosphoreum var. K y las de
Photobacterium angustum, pero no las de Vibrio splen-
didus biovar 1 y Vibrio harveyi. Los isoenzimas de ß-
lactamasas encontrados fueron: en Vibrio splendidus
biovar 1, Vibrio harveyi y Photobacterium phosphoreum
var. K, uno de punto isoeléctrico 4,9; en Photobac-
terium angustum, uno de punto isoeléctrico 6,2.

De acuerdo con sus perfiles de sustrato (tabla 
III), y siguiendo los criterios de clasificación de ß-lac-
tamasas de Bush, Jacoby y Medeiros (1995), las 
ß-lactamasas de Vibrio splendidus biovar 1 y Vibrio
harveyi pueden ser encuadradas dentro del grupo
2d: ß-lactamasas que hidrolizan la cloxacilina; las 
de Photobacterium angustum, dentro del grupo 2b: 
ß-lactamasas de amplio espectro inhibidas por el
ácido clavulánico; y las de Photobacterium phospho-
reum var. K, como del grupo 2c: ß-lactamasas que hi-
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Tabla I. Concentraciones mínimas inhibitorias de antibióticos betalactámicos (mg/l) para estirpes de Photobacterium y Vibrio.
(R): resistente; (I): intermedio; (S): sensible.

P. phosphoreum var. K P. angustum V. splendidus 1 V. harveyi

Penicilina G > 128 (R) > 128 (R) > 128 (R) > 128 (R)
Cloxacilina 0,25 (S) > 128 (R) > 128 (R) > 128 (R)
Ampicilina 32 (R) 32 (R) 64 (R) > 128 (R)
Carbenicilina 64 (R) 0,25 (S) 32 (R) 64 (R)
Cefaloridina 0,125 (S) 16 (I) 8 (I) 16 (I)
Cefalotina 0,125 (S) 128 (R) 32 (R) 64 (R)
Cefuroxima 0,125 (S) 64 (R) 64 (R) 128 (R)
Cefamandol 0,125 (S) 128 (R) 16 (I) 16 (I)
Cefoxitina 1 (S) 32 (R) 4 (S) 64 (R)
Cefotaxima 0,06 (S) 1 (S) 0,25 (S) 2 (S)

Tabla II. Concentraciones mínimas inhibitorias de antibióticos aminoglicósidos (mg/l) para estirpes de Photobacterium y 
Vibrio. (R): resistente; (S): sensible.

P. phosphoreum var. K P. angustum V. splendidus 1 V. harveyi

Estreptomicina 0,125 (S) > 128 (R) > 128 (R) > 128 (R)
Gentamicina 0,250 (S) 32 (R) 2 (S) 8 (S)
Dibekacina 0,500 (S) 32 (R) 0,5 (S) 8 (S)
Tobramicina 0,500 (S) 128 (R) 8 (S) 32 (R)
Netilmicina 0,500 (S) 0,250 (S) 1 (S) 1 (S)
Kanamicina 0,125 (S) > 128 (R) 16 (S) 32 (R)
Amikacina 0,125 (S) 128 (R) 8 (S) 64 (R)



drolizan la carbenicilina y son inhibidas por el áci-
do clavulánico. Esta ß-lactamasa tiene el mismo
punto isoeléctrico que la ß-lactamasa SAR-1 descri-
ta en Vibrio cholerae por Reid y Amyes (1986) y que,
además, se encuentra en el mismo grupo 2c. Para
una caracterización más profunda de estas ß-lacta-
masas se requieren estudios más complejos que se-
rán objetivo de otro trabajo.

Como se observa en la tabla II, Photobacterium
phosphoreum var. K es sensible a todos los antibióti-
cos aminoglicósidos; así mismo, se puede ver la sen-
sibilidad que presenta esta cepa, al igual que Vibrio
splendidus biovar 1 y Vibrio harveyi, a la gentamicina.
La sensibilidad a la gentamicina ha sido también
descrita por otros autores en vibrios (Joseph,
DeBell y Brown, 1978; Larsen y Farid, 1980; French
et al., 1989; French, 1990; Vijayalakshmi, Rao y
Badrinath, 1997).

Por último, debemos destacar la alta resistencia
que presenta esta cepa de Photobacterium angustum
a los antibióticos, tanto betalactámicos (tabla I) co-
mo aminoglicósidos (tabla II); a esta cepa, que es
de origen intestinal, los genes de resistencia a estos
antibióticos, posiblemente, le hayan sido transferi-
dos por otras cepas de especies que comparten el
mismo hábitat.
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