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Resumen

Se realizo esta investigacion mixta en la cual se probd la accion antagdnica entre
bacterias, como respuesta a la escasa informacion sobre este tema, puesto que solo se
registran experimentos de bacterias con hogos, pero no entre bacterias.
Consecuentemente, en este estudio exploratorio ejecutado durante noviembre y diciembre
de 2022, se uso6 el método Tukey (p<0.05) en el analisis de varianza (ANOVA) (p<0.05)
para evaluar los datos. Para el trabajo experimental-explicativo, se trabajo con las
bacterias Vibrio parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa que afectan
frecuentemente los cultivos acuicolas, enfrentdndolas a la bacteria probiotica comercial
Embio Plus en el laboratorio de microbiologia de la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador Sede Manabi, Campus Bahia de Caraquez. Se prob6 la dureza del agar
(consistencia) y la forma de aplicacion del in6culo microbiano en el cultivo para
establecer el antagonismo dual y de rayado. Los resultados para establecer el antagonismo
dual comprueban que la consistencia adecuada corresponde al 1% de agar. En cuanto a la
forma del indculo, se observan mejores resultados con depdsito directo cuya movilidad
es de 85.0+5.0 mm. Considerando el ensayo antagonismo por medio de rayado, la técnica
usada con hisopo muestra mejores resultados con movilidad de 5.6+1.2mm. Aun asi, los
resultados son mas claros en la evaluacion del antagonismo con deposito directo del
indculo microbiano para ambas bacterias. En conclusién, la estandarizacion del método
de antagonismo dual por inoculo directo facilita los procesos de pruebas de antagonismos

de bacteria a bacteria.

Palabras clave: V. parahaemolyticus, P. aeruginosa, antagonismo, bacterias

probidticas



ABSTRAC

This mixed research study was carried out to evaluate the antagonistic action between
bacteria, regarding the scarce information on this subject, since there are only records of
experiments between bacteria and fungi, but there is no record between bacteria.
Accordingly, this exploratory research study was carried out from November through
December 2022, and the Tukey’s test (p<0.05) was used in analysis of variance
(ANOVA) (p<0.05) to evaluate the collected data. Vibrio parahaemolyticus and
Pseudomonas aeruginosa bacteria were used for the experimental-explanatory part of this
research, as they frequently infect aquaculture systems, so that they were confronted with
the commercial probiotic bacterium Envio Plus at the microbiology laboratory at
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador Sede Manabi, Bahia de Caraquez Campus.
The hardness of agar (consistency) and the application of the microbial inoculum in the
culture were tested to screen dual and scratch antagonism. The findings to identify dual
antagonism prove that the adequate consistency corresponds to 1% agar. About the shape
of inoculum, better results are observed with direct application whose mobility
corresponds to 85.0 + 5.0 mm. Regarding the antagonist-scratching test, the cotton swab
technique reveals better results with direct application whose mobility corresponds to
5.6+1.2mm. In spite of that, the findings are clearer in the antagonism evaluation with
direct application of microbial inoculant for both bacteria. In conclusion, the
standardization of the dual antagonistic method by direct inoculum simplifies antagonism
testing processes from bacterium to bacterium.

Keywords: V. parahaemolyticus, P. aeruginosa, antagonism, probiotic bacteria
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Introduccion

El Ecuador es reconocido a nivel mundial por la exportacion de calidad de
productos derivados del mar entre ellos el camardn, nuestro territorio se caracteriza por
tener un amplio desarrollo de actividades acuicolas, que con el pasar de los afios ha
evolucionado y mejorado sus tacticas, fomentando a la economia del pais (Ullsco et al.,
2021). A pesar del éxito en actividades acuicolas, se presentan situaciones que traen
consigo pérdidas econdmicas significativas causadas por bacterias patogenas, entre las
mas comunes encontradas en granjas de camarones se encuentran Pseudomonas spp. y
Vibrio parahaemolyticus, siendo esta ultima la responsable de necrosis hepatopancreéatica
(Saavedra-Olivos et al., 2018; Galaviz-Silva et al., 2021).

La bacteria patdgena Vibrio parahaemolyticus, es gram negativa, pertenece al
ambiente marino, y se transmite a los organismos de los estanques a través del alimento
contaminado perjudicando al organismo que lo consume (Galaviz-Silva et al., 2021). Esta
especie constituye aproximadamente el 60% de las bacterias hal6filas, cuyo
requerimiento para su desarrollo requiere de concentraciones minimas de NaCl de 1%.
La temperatura para la proliferacion es de 5 a 43°C, esta bacteria requiere que el medio
tenga un pH de 7,0 a 8,6 debido a sus condiciones de vida esta presente en la microflora
de crustaceos; los Vibrio son oportunistas que se replican con mayor facilidad en
condiciones de estrés.

En tanto que las bacterias del género Pseudomonas con caracteristica patdgena
son gran negativas, pueden desarrollarse en ambientes aerobio y anaerobio
distribuyéndose en todos los ambientes terrestres, su transmision se da por contacto
directo y presenta resistencia a varios antibidticos por la adquisicién de plasmidos de

resistencia (Alvarado et al., 2020).



Habitualmente el tratamiento mas eficaz para el control o prevencion de las
bacterias de los géneros Vibrio y Pseudomonas es el uso de bacterias probidticas. Estas
poseen la capacidad de colonizar el tracto digestivo sin ser destruidas por los jugos
gastricos y a su vez compiten y desplazan bacterias patdgenas que perjudican la salud del
organismo (Romero et al., 2022), por lo cual es necesario primero evaluar la calidad del
probidtico para establecer su efectividad mediante la estandarizacion de pruebas de
antagonismo ante bacterias patogenas (Jiménez, 2020).

Los microorganismos antagénicos pueden ser hongos, levaduras y bacterias,
poseen la capacidad de controlar biolégicamente bacterias patdgenas, considerada como
un método efectivo para el control de la colonizacion de bacterias patogenas, ya que se
basa en evitar el asentamiento de organismos patogenos a la superficie del tejido epitelial
de un organo (Villasanta, 2022). Estos microorganismos poseen la capacidad de generar
sustancias como metabolitos secundarios acidos organicos, peroxido de hidrogeno e
incluso producir bacteriocinas polipéptidos con efecto antimicrobiano que reducen el
crecimiento microbiano lo que permite obtener nuevas vias de combate ante organismos
patdgenos (Salcedo Marcelo, 2021).

Las bacterias antagdénicas poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de otro
microrganismo en un mismo espacio, asi son ampliamente utilizadas en el tratamiento y
mejoramiento de ambientes ya sean estos marinos o terrestres, estos se aplican como
control de patdgenos que desequilibran la salud del animal. Asi, se ha demostrado que
diferentes especies del género Pseudomonas son capaces de controlar enfermedades que
deterioran los cultivos (Fravel, 2005), esta ha sido identificada como productora de
pirrolnitrinas,  diacetilfloroglucinol, fenacinas, pioluteorina 'y  Nmercapto-4-

formilcarbostiril (Cbs) (Alvarado et al., 2020).



El antagonismo puede ser directo o indirecto, el modo directo consiste en una alta
afinidad de organismos patdgenos y organismos antagonicos que implementan
mecanismos de depredacién a través del contacto directo. El antagonismo de manera
indirecto es aquel en el que no existe contacto alguno entre los agentes microbianos,
aunque si posee efecto supresor por la secrecion de compuestos antimicrobianos, también
por la competencia de espacio y de nutrientes disponibles en el medio (Tilocca et al.,
2020) lo cual permite medir la inhibicién del crecimiento de una bacteria patdgena a
través de una bacteria probidtica.

Otra forma de provocar antagonismo es mediante el método de estrias, aunque su
mayor uso es en el aislamiento de bacterias, por agotamiento progresivo o continlo
aplicado en medio sélido (Sanz, 2011). Esta técnica pretende mejorar el crecimiento de
las colonias que luego de la incubacion nos proporciona una facil revision e identificacion
de manera macroscopica, también podemos usar el método de colonias aisladas para
medir la accion antagdnica que existe entre bacterias (Bromatolog et al., 2021). Asi existe
una diversidad de insumos probioticos que buscan mejor mejorar las condiciones de los
cultivos acuicolas. Este producto se oferta en diversidad de marcas y caracteristicas,
generando el problema de no saber cual es mas efectivo contra el patdgeno presente en el
cultivo. De alli es importante conocer una forma confiable de establecer la calidad del
producto mediante la estandarizacién de una técnica de antagonismo para Vibrio
parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa.

En este contexto la presente investigacion tiene como objetivo general
estandarizar la técnica del antagonismo de bacterias probidticas frente a Vibrios
parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa, y los objetivos especificos; Comparar dos
volumen y forma de inoculo de bacterias en el medio de cultivo; definir la consistencia

adecuada del agar que permita tiempos de movilidad bacteriana; y finalmente validar el



modelo experimental de los parametros del antagonismo bacteriano para la
estandarizacion de la técnica.

Asi probar la hipotesis de que la estandarizacion de la técnica del antagonismo de
bacterias probidticas frente microrganismos patdgenos por el método competencia dual
con depdsito directo, presentan mayor confiabilidad en el resultado, logrando responder
a la pregunta de investigacion relacionado a ¢Se podra realizar la estandarizacion de la
técnica del antagonismo que presente menor variabilidad en los resultados? de esta forma
lograr establecer la confiabilidad de método al usarse en la evaluacion de productos

comerciales.



Metodologia

Activacion de las bacterias y aislamiento

Se usO una cepa de V. parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa que se
encuentran presente en el Laboratorio de Microbiologia de la carrera de Biologia de la
PUCE Sede Manabi Campus Bahia.

La activacion de las bacterias se lo realizé por la metodologia modificada de
Hernandez, (2021), se preparé una solucién salina al 2% y se esterilizo con luz
ultravioleta UV.

El agua estéril se dividio para tres vasos de precipitacion (200 ml) y a cada uno se
le coloco 2,0 g de vitamina C y 2,0 ml de melaza para que las bacterias tengan un buen
desarrollo, luego le agregd 0,010g de la bacteria comercial, Embio Plus, posteriormente
se coloco en incubacion a temperatura de 30° C. en agitacion continua y se esperd cuatro
dias para la activacion.

Para el aislamiento bacterias EMBIO PLUS se prepar6 medios de cultivos en cajas
Petri con 8,8 g de agar LB y 200ml de agua destilada, luego las bacterias se sembraron
por el método de estrias, el cual se revisé luego de 24 horas de incubacion a 30° C.

Una vez aislada se realiz6 cultivos puros por el método de agotamiento con cinco

replicas cada una.

Cultivo en medio liquido

El cultivo en medio liquido se utilizé para determinar el crecimiento de la cepay
evaluar el nivel de actividad antibacteriana probiotica o patégena. Se tom6 una colonia
de bacteria activada fresca y se la colocé en medio LB (2% NaCl), la cual se incubé por
24 horas a 300 C, hasta que alcanz6 una densidad éptica de DO 1,0 de acuerdo con la

metodologia descrita por Aflazco & Pozo, (2021).



Determinacion de la reaccién antagonica por estrias.

Se activd cepas del producto y bacteria patdgena en placas de LB Agar (2% NaCl)
estas se incubaron por 24 horas y se tomé una colonia microbiana, se preparé una
suspension de 1 ml con medio LB (2% NaCl) hasta que se obtuvo una densidad de 1,0.

Se prepard las cajas Petri con LB (2% Agar), para la preparacion se usé 7,5 g de
agar LB y 6 g de bacto agar el cual se diluyd en 300ml de agua destilada, en el ensayo
con asa de platino estandar, se tomd 10+1 pl de suspension microbiana. Mientras que el
ensayo con hisopo se embebid con 141 +5 ul de suspensién microbiana del probidtico y
se usO para la siembra por estrias de forma individual. Luego con una segunda asa de
platino/hisopo se tomd una segunda suspension microbiana (patdégeno) y se procedio a
realizar una estria que atraviese el rayado anterior. Se incubo a 30° C, durante 48 Horas.
La reaccion antagonica se definid6 midiendo (mm) el area cruzada de inhibicién de

crecimiento entre las bacterias.

Competencia por espacio en cultivos duales

Para la comparacién de la velocidad de crecimiento entre el antagonista y los
patdgenos, a partir de suspension bacteriana, se evalué de dos formas:

1) Siembra por discos, se tomd discos de papel (5 mm de diametro) embebido
con 11 pl de suspension microbiana de las cepas de estudio.

2) Siembra directa del inoculo bacteriano de 3 ul en el medio de cultivo
semisolido, se depositd en puntos equidistantes (2 cm) en cajas Petri (90 mm de
diametro).

Ambas formas de inoculacion fueron realizadas en medios de cultivo LB (2%
NaCl) a tres concentraciones de agar (0,6%, 1,0% y 2,0%). Para la concentracion al 0,6%
se uso6 3,75g de LB agar y 0,9 de Bacto agar diluidos en 150 ml de agua destilada, para el
agar con concentracion al 1,0% de uso 3,75g LB agar y 1,5 g de Bacto agar diluidos en

150 ml de agua destilada, y para la concentracion 2,0% usamos 3,75 de LB agary 3 g de



Bacto agar. Todas estas preparaciones se llevaron a ebullicion por calentamiento directo
para luego llevar a cajas Petri.

Se consideraron cinco réplicas por tratamiento en enfrentamiento dual y los
respectivos controles sin el antagonista. Las placas se mantuvieron a 30£1° C, se toma el

registro del crecimiento a partir de las seis horas (Afiasco y Pozo, 2021).

Validacion del modelo

Para la validacion de la estandarizacion del antagonismo se realiz6 la evaluacion
de repetividad y reproducibilidad en tres ensayos independientes. Se usaron cinco réplicas
para cada protocolo estandarizado segun Dominguez-Borbor et al., (2019) modificado y
los criterios establecidos por la revista MethodsX.

Accion inhibitoria

Se tomd una alicuota de suspension bacteriana a D.O. 0,1 medida en el
espectrofotdmetro (Spectroquant ® NOVAG0) a 600 nm de longitud de onda (DO600 =
0,1) de bacteria probidtica y patdgena, la cual se distribuy6 en discos de papel filtro de 6
mm de didmetro embebidos con 141+5ul, luego fueron depositados en medio de cultivo
LB 2,0% agar (NaCl 2%).

Las cajas Petri fueron inoculadas con un hisopo extendido en la caja mediante
barrido, una suspension bacteriana de 0,1% de densidad éptica y se incub0 por 24 h a
29+1°C. Los andlisis se realizaron con cinco réplicas por concentracion, la accion
inhibitoria se midié con una regla con escala milimétrica (Afiazco-Sanchez y Pozo-

Miranda, 2021)

Analisis estadistico

A través de las pruebas de Shapiro Wilks y Levene (a = 0,05) respectivamente, se
comprobaron la normalidad de los datos y la homocedasticidad de varianzas a los valores
registrados de consistencia del agar y antagonismo. Posteriormente se aplicaron un

ANOVA, para determinar que las diferencias observadas eran estadisticamente



significativas. Complementario a ello se realizo la prueba de contrastes de Tukey
determinando las diferencias especificas entre los grupos de datos

Para datos de forma de inoculo y validacion del método se usé la prueba de T
Students a nivel alfa 0,05. Los analisis se desarrollaron mediante el software SPSS version

25.



Resultados

Determinacion de la reaccion antagonica dual.

Se basa en la evaluacion de dos in6culos en posicion equidistante para su
confrontacién, para esta actividad se estandariz6: volumen, forma del inoculo y

consistencia del agar (%) que permita medir de forma correcta el antagonismo.

Volumen de inoculo.

Se realizo la evaluacion de capacidad de volumen de inoculo previo al desarrollo
de los ensayos, con el fin de aplicar dos técnicas de inoculo en la prueba de antagonismo.
En el ensayo con inoculo directo, se establecié que 3 pl mantenian en forma circular y al
inoculo en el sitio exacto del deposito en la caja Petri.

En la evaluacion del volumen para el uso en el disco de papel filtro, se determind
que con 11,0 ul de inoculo provocan un crecimiento circular uniforme en los ensayos.
Los volimenes 12,0 pl, 13,0 pl y 14,0 pl provocan colonia deformadas, mientras que

volimenes 9 ul y 10 pl no provocan crecimiento en los platos Petri con agar (figura 1).
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Figura 1

Pruebas de indculos a partir de suspension bacteriana usados en discos de papel para
evaluar antagonismo. 9 pl de inoculo sobre disco de papel no cubre y ni humedece el
area del disco, 11 pl de inoculo sobre disco de papel Sl cubre y humedece el area del

disco, 14 pl de inoculo sobre disco de papel NO cubre y ni humedece el area del disco.

9 ul 11pl 14 pul

Forma de inoculo

Al evaluar la forma del método de depdsito de la muestra por indculo directo e
indculo en disco, los resultados se describieron como la movilidad en milimetros que
posee el patogeno frente al probidtico. Una vez evaluado los resultados mediante T
student (p<0,05) de las dos cepas evaluadas (V. parahaemolyticus y P. aeruginosa),
podemos establecer que no presentan diferencias significativas (p<0,05) entre los
métodos utilizados basado en la movilidad (inoculo directo 45,7+4,7 mm; inoculo
indirecto 44,88+8,4 mm), mientras que en el recubrimiento si existe diferencias
significativas (T student p<0,05) entre ellas [inoculo directo 26,8+2,1 mm; inoculo

indirecto 33,8+0,1 mm (Gréfico 1)].
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Gréfico 1
Analisis de la forma del inoculo de la suspension bacteriana en cajas Petri (directo —
indirecto) para determinar la movilidad bacteriana.

OlIndculo directo M Indculo en disco
60,0

50,0 [

40,0

30,0

20,0

Halo de movilidad mm

10,0

0,0

Movilidad Recubrimiento

Consistencia del agar
Una vez establecido que el método més apropiado fue inoculo directo, se evallo

la movilidad y recubrimiento de la bacteria probiotica sobre V. parahaemolyticus en
medio de cultivo a diferentes concentraciones de agar, el analisis de varianza ANOVA
(p<0,05) se observo diferencias significativas entre los tratamientos, la prueba de Tukey
(p<0,05), se pudo establecer que la consistencia del agar al 1% significativamente méas
alta comparado a 0,6% y 2,0 % de agar.

V. parahaemolyticus presentd una movilidad promedio de 69,9 £13,9 mm,
mientras que el recubrimiento fue de 68,8+0,8 mm. Se observo que tratamiento con 0,6%
de agar no se presentd movilidad de la colonia y en 2,0 % de agar el crecimiento fue

minimo (de 4,8+1,5 mm) como se muestra en grafico 2.
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Gréfico 2.
Analisis de movilidad de V. parahaemolyticus con inoculo directo a tres durezas del agar

(0,6%, 1,0% y 2,0%). DV=Deposito directo de Vibrio.
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En los ensayos con P. aeruginosa el analisis de varianza ANOVA (p<0,05)
muestran diferencias significativas entre los tratamientos (consistencia 0,6%, 1,0% y
2,0%) para movilidad y recubriendo. Segun la prueba de Tukey (p<0.05) tanto movilidad
y recubrimiento fue significativamente bajo en el tratamiento a 2,0% de agar comparados
con los otros tratamientos. En el caso de medio de cultivo con 0,6% y 1,0% estas no
presentaron diferencias significativas (Tukey p<0.05).

Sin embargo, se pudo observar que el tratamiento con 1% agar mostro menor
variacion entre las réplicas obteniendo una movilidad promedio de 85,0+5,0 mm (ver
gréfico 3) mientras que al 0.6% la movilidad promedio fue de 64,0+19,8 mm, por lo que

existe mayor confiabilidad en el ensayo realizado a 1,0% agar.
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Gréfico 3
Analisis de movilidad y recubriendo de P. aeruginosa a diferentes concentraciones de

agar. DP=Deposito directo de P. aeruginosa .
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Antagonismo cruzado

El ANOVA de los datos del ensayo de siembra por estrias cruzadas determino que
si existen diferencias significativas ANOVA (p<0,05) entre los cuatro tratamientos
evaluados para cada especie bacteriana (grafico 4 a-b).

En ensayos con V. parahaemolyticus observamos antagonismo medible tanto en
el tratamiento como en el control al usar el hisopo embebido, ambos antagonismos
presentaron igual nivel de inhibicion (5,8+1,9 mm) (Tukey p>0,05). Mientras al usar un
asa para generar las estrias, el antagonismo pudo ser medible solo cuando se usé a la
misma bacteria para generar la estria (control), mientras que al evaluar el antagonismo
entre bacteria patdogena y probidtica no se observé antagonismo (Tukey p<0,05) (ver

gréfico 4a).
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En P. aeruginosa, no se observd diferencias significativas ANOVA (p>0,05) entre
cada tratamiento (hisopo / Asa). Aunque se pudo cuantificar de mejor manera cuando se
uso el hisopo embebido (ver grafico 4b), con antagonismo promedio fue de 5,6+1,2mm.

Gréfico 4.

Analisis de antagonismo cruzado. a) V. parahaemolyticus y b) P. aeruginosa .
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Validar el modelo experimental
En la validacion de la estandarizacion del método de antagonismo se considerd la

reproducibilidad de los resultados a los mismos parametros estandarizados (Antagonismo
dual 1% de agar y deposito directo). Seglin la evaluacion mediante T student (p<0,05) se
determiné que no existen diferencias significativas entre cada validacion. La movilidad
promedio para V. parahaemolyticus en la validacion uno fue 63,2 +17,47 mientras que la
validacion dos fue de 53.3+10.27 (gréfico 5a). De igual manera P. aeruginosa no presento
diferencias significativas (t Student p<0,05) cuyos valores promedios para cada ensayo
fueron muy similares (validacion uno= 66,3+8,18 mm y validacién dos= 66,7+5,89 mm)
(grafico 5b). En cuanto al recubrimiento, la variacion de los resultados en cada ensayo

muestra que no es un indicador confiable para establecer el antagonismo.



Grafico 5.
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Analisis de la validacion de dos ensayos en diferentes tiempos para corroborar la

repetitividad de los resultados de antagonismo. a) V. parahaemolyticus. b) P. aeruginosa
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Los resultados no mostraron efecto inhibidor por parte de la bacteria probidtica,

por lo cual no fue posible la cuantificacion. Contrariamente, al usar un disco impregnado
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con oxitetraciclina la inhibicion de las dos bacterias patdgenas fue evidente (151 mm)
como se muestra en Tabla 1.

Tabla 1.

Analisis de accion inhibitoria de la bacteria probiotica césped

bacteriano de V. parahaemolyticus y P. aeruginosa.

Halo de inhibicion

Tratamiento mm
Disco Oxitetraciclina 15,0+1,0
Bacteria Probiotica/césped V. parahaemolyticus 0
Bacteria Probi6tica/césped P. aeruginosa 0

La acuicultura es una actividad altamente productiva que se da a nivel mundial,
esta actividad crece puesto que la demanda ha aumentado, necesitando estricto control
pues el manejo inadecuado puede dar origen a infecciones y la aparicién de bacterias que
estropean y reducen la calidad del producto, si bien es cierto, la aplicacion de muchos
antibidticos aumenta el cuidado del camaron, pero también tiene desventajas porque
genera consecuencias en las personas que lo consumen por ello nace la necesidad de usar
organismos probioticos que son bacterias o microrganismos que brindad beneficios si se
administra en la cantidad adecuada, estos mejoran el estado de salud de los organismos
pues estos colonizan el tracto digestivo y desplazan a las bacterias patogenas (Feria et al.,
2019).

En este contexto, es importante conocer el nivel de eficacia del microrganismo

probidtico contra bacterias patdgenas comunes que afectan a larvas de camardn, como
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son Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa. De aqui es interesante establecer
condiciones adecuadas para definir el antagonismo, en el presente estudio se establece
que la mejor forma de realizar antagonismo es mediante inoculacion directa de un
volumen de 3 ul de suspensién bacteriana en un medio de cultivo con 1% de agar (peso
volumen p/v) logrando la consistencia adecuada que permitié ver resultados fiables. Esto
podria explicarse porque las bacterias del género Vibrio trabajan en conjunto para lograr
la movilidad, esto se ha observado en medios de cultivos a concentraciones de agar al 1%
(Miyata et al., 2020). Resultado similar se observo en el estudio de Palma (2021), con el
agar al 1%, las pruebas realizadas permitieron comprobar que las bacterias tienen mayor
motilidad en agares semisolidos o blandos, pero no inferior al 0.4% debido a que no se
gelifica y no permite tomar datos u observar de manera macroscopica, en contraste, las
concentraciones mayores al 1% dificultan la movilidad de las bacterias ya que estas no
permiten que se desplacen (Gorziglia Palma, 2021). Tal parece que las bacterias en medio
de cultivo con agar a 1% (p/v) a través de la secrecidén de moléculas surfactantes logran
modificar el diametro de las nanoparticulas las cuales se encuentran dispersas en el medio
de cultivo (Tello, 2018) asi mediante el uso de surfactantes disminuyen la fuerza
intermolecular y logran la movilidad de enjambre para generar el antagonismo en un
medio semisolido.

Ahora, hay que considerar las especies microbianas estudiadas (Vibrio
parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa) son bacterias de tipo IV por lo que poseen
una alta movilidad (Partridge & Harshey, 2020), por lo tanto, la concentracion de agar a
utilizar para este tipo de procedimientos también estara relacionada con la biologia de la
cepa que se evalla.

Las bacterias Vibrio parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa presentan su

flagelo desde el inicio de su division celular lo que les permite tener alta movilidad, este
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movimiento puede ser analizado de manera macroscopica (Sabando Corral, 2020) como
se observa en nuestros analisis de movilidad antagonica. Hay que mencionar que la
facilidad de movilidad de Pseudomonas aeruginosa tienen una movilidad de enjambre
(swarming) que es la simulacion de natacion pues su flagelo rota y este movimiento le
permite desplazarse a gran velocidad, por otro lado, Vibrio parahaemolyticus posee un
movimiento que es la simulacion de un enjambre que en comparacion con el movimiento
de natacion libre (swimming) esta no solo pone a trabajar el flagelo polar, sino que genera
actividad de flagelos laterales en la bacteria. Asi, la estandarizacion del protocolo para la
definicion del antagonismo se logré con un inoculo bacteriano aplicado directo al medio

de cultivo y la capacidad biologica de bacteria evaluada permitié su clara cuantificacion.
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Conclusion

Evaluados los parametros para la estandarizacion de la técnica del antagonismo
microbiano entre una bacteria probiotica frente a Vibrio parahaemolyticus y
Pseudomonas aeruginosa se concluyo lo siguiente.

Se determiné que el volumen mas adecuado para utilizar en la técnica de
antagonismo es 3 L, usado mediante un inoculo por deposito directo, permitiendo una
correcta deposicion y maduracion del inoculo en el centro del medio de cultivo en la caja
Petri.

Para la evaluacién de la movilidad de las bacterias Vibrios parahaemolyticus y
Pseudomonas aeruginosa, se determind que el agar a concentracion del 1% permite que
la colonia se movilice sin dificultad, permitiendo registrar los datos para un adecuado
analisis estadistico en la evaluacion de la calidad de un microrganismo probiotico.

Finalmente, se establece que el método fue estandarizado a inoculo de 3 pl,
depdsito del inoculo directo, con consistencia del agar de 1%. Logrando resultados con

coeficiente de variacion de 8,18 mmy 5,89 mm.
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