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Resumen 

Se realizó esta investigación mixta en la cual se probó la acción antagónica entre 

bacterias, como respuesta a la escasa información 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 usó el método Tukey (p≤0.05) en el análisis de varianza (ANOVA) (p≤0.05) 

para evaluar los datos. Para el trabajo experimental-explicativo, se trabajó con las 

bacterias Vibrio parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa que afectan 

frecuentemente los cultivos acuícolas, enfrentándolas a la bacteria probiótica comercial 

Embio Plus en el laboratorio de microbiología de la Pontificia Universidad Católica del 

Ecuador Sede Manabí, Campus Bahía de Caráquez. Se probó la dureza del agar 

(consistencia) y la forma de aplicación del inóculo 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 inóculo, se observan mejores resultados con depósito 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 así, los 

resultados son más claros en la evaluación del antagonismo con depósito directo del 

inóculo microbiano para ambas bacterias. En conclusión, la estandarización 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 

probióticas 

 



 

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 Católica del Ecuador Sede Manabí, Bahía de Caráquez 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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Introducción 

El Ecuador es reconocido a nivel mundial por la exportación de calidad de 

productos derivados del mar entre ellos el camarón, nuestro territorio se caracteriza por 

tener un amplio desarrollo de actividades acuícolas, que con el pasar de los años ha 

evolucionado y mejorado sus tácticas, fomentando a la economía del país (Ullsco et al., 

2021). A pesar del éxito en actividades acuícolas, se presentan situaciones que traen 

consigo pérdidas económicas significativas causadas por bacterias patógenas, entre las 

más comunes encontradas en granjas de camarones se encuentran Pseudomonas spp. y 

Vibrio parahaemolyticus, siendo esta última la responsable de necrosis hepatopancreática 

(Saavedra-Olivos et al., 2018; Galaviz-Silva et al., 2021). 

La bacteria patógena 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 halófilas, cuyo 

requerimiento para su desarrollo requiere de concentraciones mínimas de NaCl de 1%. 

La temperatura para la proliferación 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 está presente en la microflora 

de crustáceos; los Vibrio son oportunistas que se replican con mayor facilidad en 

condiciones de estrés.  

En tanto que las bacterias del género Pseudomonas con característica patógena 

son gran negativas, pueden desarrollarse en ambientes aerobio y anaerobio 

distribuyéndose en todos los ambientes terrestres, su transmisión se da por contacto 

directo y presenta resistencia a varios antibióticos por la adquisición de plásmidos de 

resistencia (Alvarado et al., 2020). 
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Habitualmente el tratamiento más eficaz para el control o prevención de las 

bacterias de los géneros Vibrio y Pseudomonas es el uso de bacterias probióticas. Estas 

poseen la capacidad de colonizar el tracto digestivo sin ser destruidas por los jugos 

gástricos y a su vez compiten y desplazan bacterias patógenas que perjudican la salud del 

organismo (Romero et al., 2022), por lo cual es necesario primero evaluar la calidad del 

probiótico para establecer su efectividad mediante la estandarización de pruebas de 

antagonismo ante bacterias patógenas (Jiménez, 2020). 

Los microorganismos antagónicos pueden ser hongos, levaduras y bacterias, 

poseen la capacidad de controlar biológicamente bacterias patógenas, considerada como 

un método efectivo para el control de la colonización de bacterias patógenas, ya que se 

basa en evitar el asentamiento de organismos patógenos a la superficie del tejido epitelial 

de un órgano (Villasanta, 2022). Estos microorganismos poseen la capacidad de generar 

sustancias como metabolitos secundarios ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno e 

incluso producir bacteriocinas polipéptidos con efecto antimicrobiano que reducen el 

crecimiento microbiano lo que permite obtener nuevas vías de combate ante organismos 

patógenos (Salcedo Marcelo, 2021). 

Las bacterias antagónicas poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de otro 

microrganismo en un mismo espacio, así son ampliamente utilizadas en el tratamiento y 

mejoramiento de ambientes ya sean estos marinos o terrestres, estos se aplican como 

control de patógenos que desequilibran la salud del animal. Así, 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). 
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El antagonismo puede ser directo o indirecto, el modo directo consiste en una alta 

afinidad de organismos patógenos y organismos antagónicos que implementan 

mecanismos de depredación 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 secreción 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 inhibición del crecimiento de una bacteria patógena a 

través de una bacteria probiótica. 

Otra forma de provocar antagonismo es mediante el método de estrías, aunque su 

mayor uso es en el aislamiento de bacterias, por agotamiento progresivo o continúo 

aplicado en medio sólido (Sanz, 2011). Esta técnica pretende mejorar el crecimiento de 

las colonias que luego de la incubación nos proporciona una fácil revisión e identificación 

de manera macroscópica, también podemos usar el método de colonias aisladas para 

medir la acción antagónica que existe entre bacterias (Bromatolog et al., 2021). Así existe 

una diversidad de insumos probióticos que buscan mejor mejorar las condiciones de los 

cultivos acuícolas. Este producto se oferta en diversidad de marcas y características, 

generando el problema de no saber cuál es más efectivo contra el patógeno presente en el 

cultivo. De allí es importante conocer una forma confiable de establecer la calidad del 

producto mediante la estandarización de una técnica de antagonismo para Vibrio 

parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa.  

En este contexto la presente investigación tiene como objetivo general 

estandarizar la técnica del antagonismo de bacterias probióticas frente a Vibrios 

parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa, y los objetivos específicos; 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 
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modelo experimental de los parámetros del antagonismo bacteriano para la 

estandarización de la técnica. 

Así probar la hipótesis de que la estandarización de la técnica del antagonismo de 

bacterias probióticas frente microrganismos patógenos por el método competencia dual 

con depósito directo, presentan mayor confiabilidad en el resultado, logrando responder 

a la pregunta de investigación relacionado a ¿Se podrá realizar la estandarización 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 evaluación de productos 

comerciales. 
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Metodología 

Activación de las bacterias y aislamiento  

Se usó una cepa de V.  parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa que se 

encuentran presente en el Laboratorio de Microbiología de la carrera de Biología de la 

PUCE Sede Manabí Campus Bahía.  

 La activación de las bacterias se lo realizó por la metodología modificada de 

Hernández, (2021), se preparó una solución salina al 2% y se esterilizo con luz 

ultravioleta UV.  

El agua estéril se dividió para tres vasos de precipitación (200 ml) y a cada uno se 

le colocó 2,0 g de vitamina C y 2,0 ml de melaza para que las bacterias tengan un buen 

desarrollo, luego le agregó 0,010g de la bacteria comercial, Embio Plus, posteriormente 

se colocó en incubación a temperatura de 30° C. en agitación continua y se esperó cuatro 

días para la activación.  

Para el aislamiento bacterias EMBIO PLUS se preparó 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 estrías, el cual se revisó luego de 24 horas de incubación a 30° C. 

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

replicas cada una.  

Cultivo en medio liquido  

El cultivo en medio liquido se utilizó para determinar el crecimiento de la cepa y 

evaluar el nivel de actividad antibacteriana probiótica o patógena. Se tomó una colonia 

de bacteria activada fresca y se la colocó en medio LB (2% NaCl), la cual se incubó por 

24 horas a 30o C, hasta que alcanzó una densidad óptica de DO 1,0 de acuerdo con la 

metodología descrita por Añazco & Pozo, (2021). 
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 Determinación de la reacción antagónica por estrías. 

Se activó cepas del producto y bacteria patógena en placas de LB Agar (2% NaCl) 

estas se incubaron por 24 horas y se tomó una colonia microbiana, se preparó una 

suspensión de 1 ml con medio LB (2% NaCl) hasta que se obtuvo una densidad de 1,0. 

Se preparó las cajas Petri con LB (2% Agar), para la preparación se usó 7,5 g de 

agar LB y 6 g de bacto agar el cual se diluyó en 300ml de agua destilada, en el ensayo 

con asa de platino estándar, se tomó 10±1 µl de suspensión microbiana. Mientras que el 

ensayo con hisopo se embebió con 141 ±5 µl de suspensión microbiana del probiótico y 

se usó para la siembra por estrías de forma individual. Luego con una segunda asa de 

platino/hisopo se tomó una segunda suspensión microbiana (patógeno) y se procedió a 

realizar una estría que atraviese el rayado anterior. Se incubo a 30° C, durante 48 Horas. 

La reacción antagónica se definió midiendo (mm) el área cruzada de inhibición de 

crecimiento entre las bacterias.  

Competencia por espacio en cultivos duales  

Para la comparación de la velocidad de crecimiento entre el antagonista y los 

patógenos, a partir de suspensión bacteriana, se evaluó de dos formas: 

1) Siembra por discos, se tomó discos de papel (5 mm de diámetro) embebido 

con 11 µl de suspensión microbiana de las cepas de estudio. 

2) Siembra directa del inoculo bacteriano de 3 µl en el medio de cultivo 

semisólido, se depositó en puntos equidistantes (2 cm) en cajas Petri (90 mm de 

diámetro). 

Ambas formas de inoculación fueron realizadas en medios de cultivo LB (2% 

NaCl) a tres concentraciones de agar (0,6%, 1,0% y 2,0%). Para la concentración al 0,6% 

se usó 3,75g de LB agar y 0,9 de Bacto agar diluidos en 150 ml de agua destilada, para el 

agar con concentración 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 concentración 2,0% usamos 3,75 de LB agar y 3 g de 
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Bacto agar. Todas estas preparaciones se llevaron a ebullición 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 tomó el 

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

 Validación del modelo   

Para la validación de la estandarización del antagonismo se realizó la evaluación 

de repetividad y reproducibilidad en tres ensayos independientes. Se usaron cinco réplicas 

para cada protocolo estandarizado según Domínguez-Borbor et al., (2019) modificado y 

los criterios establecidos por la revista MethodsX. 

Acción inhibitoria  

Se tomó una alícuota de suspensión bacteriana a D.O. 0,1 medida en el 

espectrofotómetro (Spectroquant ® NOVA60) a 600 nm de longitud de onda (DO600 = 

0,1) de bacteria probiótica y patógena, la cual se distribuyó en discos de papel filtro de 6 

mm de diámetro embebidos con 141±5µl, 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 suspensión bacteriana de 0,1% de densidad óptica y se incubó por 24 h a 

29±1°C. Los análisis se realizaron con cinco réplicas por concentración, la acción 

inhibitoria se midió con una regla con escala milimétrica (Añazco-Sánchez y Pozo-

Miranda, 2021) 

Análisis estadístico 

A través de las pruebas de Shapiro Wilks y Levene (α = 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 estadísticamente 
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significativas. Complementario a ello se realizó la prueba de contrastes de Tukey 

determinando las diferencias específicas entre los grupos de datos 

Para datos de forma de inoculo y validación del método se usó la prueba de T 

Students a nivel alfa 0,05. Los análisis se desarrollaron mediante el software SPSS versión 

25. 
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Resultados 

 

       Determinación de la reacción antagónica dual. 

Se basa en la evaluación de dos inóculos en posición equidistante para su 

confrontación, para esta actividad se estandarizó: volumen, forma del inoculo y 

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

 Volumen de inoculo. 

Se realizó la evaluación 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 estableció que 3 µl mantenían en forma circular y al 

inoculo en el sitio exacto del depósito en la caja Petri. 

En la evaluación del volumen para el uso en el disco de papel filtro, se determinó 

que con 11,0 µl de inoculo provocan un crecimiento circular uniforme en los ensayos. 

Los volúmenes 12,0 µl, 13,0 µl y 14,0 µl provocan colonia deformadas, mientras que 

volúmenes 9 µl y 10 µl no provocan crecimiento en los platos Petri con agar (figura 1). 
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Figura 1 

Pruebas de inóculos a partir de suspensión bacteriana usados en discos de papel para 

evaluar antagonismo. 9 µl de inoculo sobre disco de papel no cubre y ni humedece el 

área del disco, 11 µl de inoculo sobre disco de papel SI cubre y humedece el área del 

disco, 14 µl de inoculo sobre disco de papel NO cubre y ni humedece el área del disco. 

9 µl 

 

11µl 

  

14 µl   

 

 

Forma de inoculo  

Al evaluar la forma del método de depósito de la muestra por inóculo directo e 

inóculo en disco, los resultados se describieron como la movilidad en milímetros que 

posee el patógeno frente al probiótico. 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 (Gráfico  1)]. 
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Gráfico  1 

 Análisis de la forma del inoculo de la suspensión bacteriana en cajas Petri (directo – 

indirecto) para determinar la movilidad bacteriana. 

 

 

  

Consistencia del agar 

Una vez establecido que el método más apropiado fue inoculo directo, se evalúo 

la movilidad y recubrimiento de la bacteria probiótica sobre V. parahaemolyticus en 

medio de cultivo a diferentes concentraciones de agar, el análisis de varianza ANOVA 

(p≤0,05) se observó diferencias significativas entre los tratamientos, la prueba de Tukey 

(p≤0,05), se pudo establecer que la consistencia del agar al 1% significativamente más 

alta comparado a 0,6% y 2,0 % de agar.  

V. parahaemolyticus presentó una movilidad promedio de 69,9 ±13,9 mm, 

mientras que el recubrimiento fue de 68,8±0,8 mm. Se observó que tratamiento con 0,6% 

de agar no se presentó movilidad de la colonia y en 2,0 % de agar el crecimiento fue 

mínimo (de 4,8±1,5 mm) como se muestra en gráfico 2. 
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Gráfico 2.  

Análisis de movilidad de V. parahaemolyticus con inoculo directo a tres durezas del agar 

(0,6%, 1,0% y 2,0%). DV=Depósito directo de Vibrio. 

 

 

  

En los ensayos con P. aeruginosa el análisis de varianza ANOVA (p≤0,05) 

muestran diferencias significativas entre los tratamientos (consistencia 0,6%, 1,0% y 

2,0%) para movilidad y recubriendo. Según 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 

variación entre las réplicas obteniendo una movilidad promedio de 85,0±5,0 mm (ver 

gráfico 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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Gráfico 3 

Análisis de movilidad y recubriendo de P. aeruginosa a diferentes concentraciones de 

agar. DP=Depósito directo de P. aeruginosa . 

 

  

Antagonismo cruzado 

El ANOVA de los datos del ensayo de siembra por estrías cruzadas determino que 

si existen diferencias significativas ANOVA (p≤0,05) entre los cuatro tratamientos 

evaluados para cada especie bacteriana (gráfico 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 inhibición (5,8±1,9 mm) (Tukey p˃0,05). Mientras al usar un 

asa para generar las estrías, el antagonismo pudo ser medible solo cuando se usó a la 

misma bacteria para generar la estría (control), mientras que al evaluar el antagonismo 

entre bacteria patógena y probiótica no se observó antagonismo (Tukey p≤0,05) (ver 

gráfico 4a). 
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En P. aeruginosa, no se observó diferencias significativas ANOVA (p˃0,05) entre 

cada tratamiento (hisopo / Asa). Aunque se pudo cuantificar de mejor manera cuando se 

usó el hisopo embebido (ver gráfico 4b), con antagonismo promedio fue de 5,6±1,2mm. 

Gráfico 4.  

Análisis de antagonismo cruzado. a) V. parahaemolyticus y b) P. aeruginosa . 
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Validar el modelo experimental 

En la validación de la estandarización del método de antagonismo se consideró la 

reproducibilidad de los resultados a los mismos parámetros estandarizados (Antagonismo 

dual 1% de agar y depósito directo). Según la evaluación mediante T student (p≤0,05) se 

determinó que no existen diferencias significativas entre cada validación. La movilidad 

promedio para V. parahaemolyticus en la validación uno fue 63,2 ±17,47 mientras que la 

validación dos fue de 53.3±10.27 (gráfico 5a). De igual manera P. aeruginosa no presento 

diferencias significativas (t Student p≤0,05) cuyos valores promedios para cada ensayo 

fueron muy similares (validación uno= 66,3±8,18 mm y validación dos= 66,7±5,89 mm) 

(gráfico 5b). En cuanto al recubrimiento, la variación de los resultados en cada ensayo 

muestra que no es un indicador confiable para establecer el antagonismo. 
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Gráfico 5. 

 Análisis de la validación 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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con oxitetraciclina la inhibición de las dos bacterias patógenas fue evidente (15±1 mm) 

como se muestra en Tabla 1. 

Tabla 1. 

 Análisis de acción inhibitoria de la bacteria probiótica césped 

bacteriano de V. parahaemolyticus y P. aeruginosa. 

Tratamiento 

Halo de inhibición 

mm 

Disco Oxitetraciclina 15,0±1,0 

Bacteria Probiótica/césped V. parahaemolyticus 0 

Bacteria Probiótica/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 aparición de bacterias que 

estropean y reducen la calidad del producto, si bien es cierto, la aplicación de muchos 

antibióticos aumenta el cuidado del camarón, pero también tiene desventajas porque 

genera consecuencias en las personas que lo consumen por ello nace la necesidad de usar 

organismos probióticos 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 patógenas (Feria et al., 

2019).  

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

probiótico contra bacterias patógenas comunes que afectan a larvas de camarón, como 
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son Vibrio parahaemolyticus y Pseudomona aeruginosa. De aquí es interesante establecer 

condiciones adecuadas para definir el antagonismo, en el presente estudio se establece 

que la mejor forma de realizar antagonismo es mediante inoculación directa de un 

volumen de 3 µl de suspensión bacteriana en un medio de cultivo con 1% de agar (peso 

volumen p/v) logrando la consistencia adecuada que permitió ver resultados fiables. Esto 

podría 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 observó en el estudio de Palma (2021), con el 

agar al 1%, las pruebas realizadas permitieron comprobar que las bacterias tienen mayor 

motilidad en agares semisólidos o blandos, pero no inferior al 0.4% debido a que no se 

gelifica y no permite tomar datos u observar de manera macroscópica, 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 secreción de moléculas surfactantes logran 

modificar el diámetro de las nanopartículas las cuales se encuentran dispersas en el medio 

de cultivo (Tello, 2018) así mediante el uso de surfactantes disminuyen la fuerza 

intermolecular y logran la movilidad de enjambre para generar el antagonismo en un 

medio semisólido. 

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 concentración de agar a 

utilizar para este tipo de procedimientos también estará relacionada con la biología de la 

cepa que se evalúa. 

Las bacterias Vibrio parahaemolyticus y Pseudomonas aeruginosa presentan su 

flagelo desde el inicio de su división celular lo que les permite tener alta movilidad, este 
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movimiento puede ser analizado de manera macroscópica (Sabándo Corral, 2020) como 

se observa en nuestros análisis de movilidad antagónica. Hay que mencionar que la 

facilidad de movilidad de Pseudomonas aeruginosa tienen una movilidad de enjambre 

(swarming) que es la simulación de natación pues su flagelo rota y este movimiento le 

permite desplazarse a gran velocidad, por otro lado, Vibrio parahaemolyticus posee un 

movimiento que es la simulación de un enjambre que en comparación con el movimiento 

de natación libre (swimming) esta no solo pone a trabajar el flagelo polar, sino que genera 

actividad de flagelos laterales en la bacteria. Así, la estandarización del protocolo para la 

definición del antagonismo se logró con un inoculo bacteriano aplicado directo al medio 

de cultivo y la capacidad biológica de bacteria evaluada permitió su clara cuantificación.  
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Conclusión 

Evaluados los parámetros para la estandarización de la técnica del antagonismo 

microbiano entre una bacteria probiotica frente a Vibrio parahaemolyticus y 

Pseudomonas aeruginosa se concluyó lo siguiente.  

Se determinó que el volumen más adecuado para utilizar en la técnica de 

antagonismo es 3 µL, usado mediante un inoculo por depósito directo, permitiendo una 

correcta deposición y maduración del inoculo en el centro del medio de cultivo en la caja 

Petri. 

Para la evaluación de la movilidad de las bacterias Vibrios parahaemolyticus y 

Pseudomonas aeruginosa, se determinó que el agar a concentración del 1% permite que 

la colonia se movilice sin dificultad, permitiendo registrar los datos para un adecuado 

análisis estadístico en la evaluación de la calidad de un microrganismo probiótico. 

Finalmente, se establece que el método fue estandarizado a inoculo de 3 µl, 

depósito del inoculo directo, con consistencia del agar de 1%. Logrando resultados con 

coeficiente de variación de 8,18 mm y 5,89 mm. 
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