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Abstract 

Context: The validation of microbiological methods in medical devices is key to ensuring patient safety and the efficacy of healthcare products. These types of 

studies respond to the need to comply with international regulatory requirements and ensure the quality of analytical techniques. 

Aims: To validate the analytical technique of microbial count by dilution-neutralisation of 0.25% quaternary ammonium. 

Methods: Deductive, applied, quantitative and experimental, method, consisting of six batches of three samples with different percentages of cake enriched 

with oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) and 30 panelists of different ages and genders where a checklist was applied for data collection. 

Results: The results obtained count lower than 100 CFU for the strains Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis 

ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, and Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. The proficiency test successfully recovered all the test microorganisms in 

the 10-2 dilution, presenting growth and identification of specific microorganisms. Validation of the neutralisation method showed adequate efficacy of the 

neutraliser at the 10-2 dilution and demonstrated the absence of toxicity of the neutraliser. The accuracy of the recovery percentages was within the 90% 
confidence interval, the precision of the test was <15% of the coefficient of variation, and it was demonstrated that the neutralisers used were specific to 

inhibit the antimicrobial properties of quaternary ammonium. The limit of detection recovered Pseudomonas aeruginosa >11 CFU and Staphylococcus aureus 

>17 CFU, robustness demonstrated that there was no significant variability in the counts, at different incubation times.  

Conclusions: The dilution method - neutralisation with soy lecithin 0.5% and polysorbate 80 4%, allowed the recovery of the test microorganisms at the 10-2 

dilution.  

Keywords: dilution; microbial enumeration; neutralization; validation. 

 

Resumen 

Contexto: La validación de métodos microbiológicos en dispositivos médicos es clave para garantizar la seguridad del paciente y la eficacia de los productos 

sanitarios. Este tipo de estudios responde a la necesidad de cumplir con exigencias regulatorias internacionales y asegurar la calidad de las técnicas 

analíticas. 

Objetivos: Validar la técnica analítica de recuento microbiano, mediante la dilución-neutralización del amonio cuaternario al 0,25%. 

Métodos: Método deductivo, aplicado, cuantitativo y experimental, utilizando como método de vertido en placa para la recuperación de microorganismos de 

prueba, para el desarrollo de los parámetros estadísticos se utilizaron los softwares SPSS y Minitab. 

Resultados: Los resultados obtuvieron recuentos menores a 100 UFC para las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, 
Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. La prueba de aptitud recuperó todos los microorganismos de 

prueba en la dilución 10-2 y presentó crecimiento e identificación de microorganismos específicos. La validación del método de neutralización evidenció 

eficacia adecuada del neutralizante en la dilución 10-2 y, a su vez, se demuestra la ausencia de toxicidad del neutralizante. La exactitud de los porcentajes de 

recuperación estuvo dentro del intervalo de confianza del 90%. La precisión del ensayo se encontró <15% del coeficiente de variación. A su vez, se demostró 

que los neutralizantes utilizados fueron específicos para inhibir las propiedades antimicrobianas del amonio cuaternario. El límite de detección recuperó 
Pseudomonas aeruginosa > 11 UFC y Staphylococcus aureus >17 UFC. La robustez demostró que no existe variabilidad significativa en los recuentos en 

distintos tiempos de incubación. 

Conclusiones: El método de dilución – neutralización con lecitina de soya 0,5% y polisorbato 80 4%, permitió la recuperación de los microorganismos de 

prueba en la dilución 10-2. 

Palabras Clave: dilución; neutralización; recuento microbiano; validación. 
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INTRODUCCIÓN 

La aparición de resistencia microbiana a los agen-
tes biocidas, de la que se informó por primera vez en 
la década de 1950, ha subrayado la necesidad de vali-
dar los métodos de desinfección. Entre ellos, los com-
puestos de amonio cuaternario (QAC) se utilizan am-
pliamente para el saneamiento de superficies debido a 
su actividad antimicrobiana de amplio espectro. Sin 
embargo, los marcos normativos carecen a menudo 
de métodos normalizados para validar la eficacia de 
los agentes neutralizantes utilizados durante las 
pruebas microbiológicas de los QAC (Chacón y Rojas, 
2020; Gholizadeh et al., 2019). 

En ese contexto, la Farmacopea Americana (USP 
NF, 2020) reconoció que el uso de neutralizantes para 
inhibir la actividad residual de biocidas, pero no da 
detalles sobre la concentración a utilizar. Este vacío 
normativo resalta la importancia de validar cada neu-
tralizante, asegurando así la fiabilidad del método de 
recuperación microbiana en productos sanitarios (Ka-
terji et al., 2023). 

De hecho, muchos ensayos microbiológicos apli-
cados a dispositivos médicos no se encuentran descri-
tos en las farmacopeas u otras referencias reconoci-
das; es ahí donde se debe exigir establecer parámetros 
de validación y los resultados deben evaluarse con 
métodos estadísticos apropiados, basados y descritos 
en las farmacopeas (Organización Panamericana de la 
Salud, 2013).  

En el Perú, la Ley N.º 29459 regula los Productos 
Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos 
Sanitarios, delegando a la DIGEMID la supervisión de 
su fabricación bajo Buenas Prácticas de Manufactura 
(BPM) y Laboratorio (BPL) (Ministerio de Salud, 
2018). Sin embargo, la validación de métodos micro-
biológicos específicos para dispositivos médicos no ha 
sido normada por la DIGEMID ni por el Centro Na-
cional de Control de Calidad (CNCC), dejando a los 
laboratorios la responsabilidad de diseñar y validar 
sus propios procedimientos conforme a la naturaleza 
del producto y los principios activos involucrados 
(DIGEMID, 2018).  

Actualmente en los laboratorios se elaboran solu-
ciones de amonio cuaternario al 0,25%, por la acción 
bactericida que presenta, pero ello carece de un es-
quema de neutralización para la recuperación de mi-
croorganismos de prueba. Dicha falencia genera que 
no se tengan claras las pautas y estándares a seguir, 
los cuales puedan ser validados mediante la interpre-
tación de los datos, criterios de aceptación y el desa-
rrollo de métodos estadísticos (Canil et al., 2020). 

Este esfuerzo cobra relevancia considerando que 
incluso productos con acción antimicrobiana han 
mostrado presencia de microorganismos fuera de 
especificación, lo que puede derivar en alertas sanita-
rias, retiros del mercado e incluso destrucción del lote 
afectado (DIGEMID, 2019). 

En consecuencia, validar un método de neutraliza-
ción para la solución de amonio cuaternario al 0,25% 
no solo garantizará una recuperación adecuada de los 
microorganismos de prueba, sino que también forta-
lecerá el aseguramiento de la calidad microbiológica 
de este dispositivo médico (Ramos et al., 2021). 

Como objetivo general de investigación se planteó 
determinar la validación microbiológica de un desin-
fectante de superficies de amonio cuaternario al 0,25% 
mediante el método de dilución-neutralización. Y 
como objetivos específicos: 

1. Estandarizar las cepas microbiológicas de refe-
rencia utilizadas en el ensayo de validación 
microbiológica. 

2. Evaluar la capacidad de los medios de cultivo 
para promover el crecimiento de microorga-
nismos de prueba. 

3. Verificar la aptitud del método en presencia 
del desinfectante y del neutralizante. 

4. Validar la eficacia y la no toxicidad de la neu-
tralizante lecitina 0,5%. 

5. Determinar los parámetros de validación del 
método microbiológico. 

Y como hipótesis objetivo principal: Ho: No existe 
validez del ensayo microbiológico de una solución de 
amonio cuaternario al 0,25% para limpieza de super-
ficies, basado en la Farmacopea Americana vigente. 
Hi: Existe validez del ensayo microbiológico de una 
solución de amonio cuaternario al 0,25% para limpie-
za de superficies, basado en la Farmacopea America-
na vigente.  

MATERIAL Y MÉTODOS 

Diseño de estudio 

El método utilizado fue el hipotético-deductivo, el 
cual se caracteriza por partir de hipótesis iniciales, 
que a través de etapas deductivas tiene la finalidad de 
llegar a la realidad comprobando o refutando las hi-
pótesis mediante la experiencia (Arias y Covinos, 
2021). Respecto al enfoque, fue cuantitativo, el cual 
son eventos de la realidad que se quieren investigar, 
se verifican, se cuantifican y pueden darse o no a co-
nocer o se utilizan de alguna manera (Cadena et al., 
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2017). La investigación es aplicativa; este nivel es en-
tendido como la utilización de los conocimientos en la 
práctica, para aplicarlos en provecho de los grupos 
que participan en esos procesos y en la sociedad en 
general, además del bagaje de nuevos conocimientos 
que enriquecen la disciplina (Vargas, 2009). El diseño 
experimental, se caracteriza por una asignación alea-
toria probabilística de los participantes en el grupo 
experimental y control (Ramos, 2021). 

Población y muestra de estudio 

Población: Nueve litros con solución de amonio 
cuaternario al 0,25%. 

Criterios de inclusión: Solución de amonio cuater-
nario al 0,25% de 1 litro. 

Criterios de exclusión: Solución de amonio cuater-
nario al 0,25 % en presentaciones de 4 litros.  

Muestra: 200 mL de solución de amonio cuaterna-
rio al 0,25 %. 

Muestreo: No probabilístico, por conveniencia. 

Definición de variable 

El amonio cuaternario es un compuesto cuya es-
tructura básica es el catión amonio (NH4

+), es soluble 
en agua y alcohol, actúa de manera eficiente en medio 
alcalino, tiene atributos tensoactivos y su eficacia 
disminuye con la presencia de material orgánico. 
Presenta acción desinfectante a partir de concentra-
ciones de 0,25%. Se utilizan en soluciones acuosas o 
mezclados con detergentes para potenciar su acción, 
generalmente asociados a aminas terciarias en su 
composición (Diomedi et al., 2017). 

Mecanismo de acción: El amonio cuaternario actúa 
incrementando la permeabilidad de la membrana. Su 
acción bactericida actúa sobre las enzimas producto-
ras de energía, desnaturalizando las proteínas celula-
res esenciales y afectando la membrana celular con la 
consiguiente pérdida de los componentes citoplasmá-
ticos (Gaviola et al., 2021). 

Espectro de acción: Presenta actividad desinfectan-
te sobre bacterias vegetativas, hongos y virus. Dentro 
de su espectro de acción presenta excelente eficacia 
sobre las bacterias grampositivas. No presentan ac-
ción esporicida, tuberculocida, y algunos virus pe-
queños (Diomedi et al., 2017). Tiene baja eficacia sobre 
las bacterias Gram-negativas, como la Pseudomonas 
aeruginosa que crea resistencia determinada por plás-
midos (Ramos y Alonso 2011). 

Colección de cultivo Tipo Americano (ATCC): 
Fundada en 1925 para servir como centro de distribu-
ción de cultivos de microorganismos, dedicada a la 
preservación, autenticación y distribución de diversos 

materiales biológicos. Actualmente es la colección de 
cultivos más grande del mundo, con colecciones en 
seis áreas: Bacteriología, Cultivo Celular, Biología 
Molecular, Micología, Protistología y Virología. Por lo 
cual cada laboratorio en su especialidad lo use para 
sus fines convenientes (Institute of Medicine, 1996). 

Pseudomonas aeruginosa: Es un patógeno oportunis-
ta que se encuentra y persiste en el medio ambiente. 
Esta bacteria tiene forma bacilar, perteneciente al 
grupo de los bacilos Gram negativos. Presenta flagelo 
polar que le confiere la motilidad, puede crecer en 
presencia o ausencia de oxígeno, utilizando el nitró-
geno o la arginina como terminal de aceptación de 
protones. Crece de manera eficaz en el agua y en el 
suelo viviendo con mínimos requerimientos nutricio-
nales. Puede crecer entre 20°C y 43°C, se diferencia de 
otras especies de Pseudomonas por crecer a altas tem-
peraturas. Este patógeno pertenece al grupo de no 
fermentadores de lactosa, con la capacidad de utilizar 
acetato y amoniaco, para obtener energía de la oxida-
ción de azúcares (Paz et al., 2019). 

Staphylococcus aureus: Es un microorganismo que 
en la observación microscópica se observa agrupado 
en racimos; la coloración de sus colonias tiene un 
pigmento de color dorado. Se clasifica como un coco 
Gram-positivo, β-hemolítico, catalasa y coagulasa 
positivos. Este microorganismo es parte de la flora 
normal de la piel de los seres humanos (Pasachova et 
al., 2019). 

Bacillus subtilis: Presenta crecimiento aerobio, se-
gún su coloración son bacilos Gram-positivos de ta-
maño variable (0,5 a 10 μm), crecen en pH neutro, son 
mesófilas (temperatura entre 30°C y 45°C), tienen la 
capacidad de producir endosporas, lo que le confiere 
un mecanismo de resistencia a diversos tipos de am-
bientes (Villarreal et al., 2018). 

Candida albicans: Las especies del género Candida 
son microorganismos que se encuentran como parte 
de la flora normal de piel y mucosa; en el individuo 
inmunocompetente se comportan como patógenos 
oportunistas (Lazo et al., 2018), presentan forma 
ovoide, son unicelulares, de reproducción asexual 
(fisión binaria o gemación), son pequeñas (4-6 μm), de 
pared delgada. Mediante la coloración Gram se tiñen 
de color azul oscuro. La morfología de la colonia es 
lisa, de color cremoso y brillante. En la identificación 
preliminar se observa el tubo germinal luego de 90 
minutos de incubación (Rodríguez y Prado, 2005). 

Aspergillus brasiliensis: Sus esporas se diseminan 
fácilmente en el ambiente, crecen a temperaturas en-
tre 6°C y 55°C y a poca humedad. Se desarrollan so-
bre una amplia variedad de sustratos gracias a que 
secretan enzimas que los degradan en compuestos 
nutritivos útiles; son de importancia a nivel industrial 
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como productoras de enzimas (Salazar y León, 2014). 
Las principales características macroscópicas de las 
colonias, como el diámetro, la textura de las colonias, 
el pigmento difusible del anverso y del reverso de las 
colonias en el medio de cultivo y a nivel microscópi-
co, se observan esclerocios y formas de conidióforo, 
entre otros (Arrúa et al., 2012). 

La concentración del 0,25% de amonio cuaternario 
fue seleccionada por ser la mínima concentración 
reportada en la literatura y en la Farmacopea Ameri-
cana que garantiza actividad antimicrobiana efectiva 
para desinfección de superficies no porosas, minimi-
zando la interferencia con compuestos neutralizantes 
y representando un uso común en la práctica indus-
trial y hospitalaria (Diomedi et al., 2017; Gaviola et al., 
2021). 

Procesamientos 

Estandarización de cepas 

A partir de un cultivo de cada microorganismo y 
con un asa de siembra se inoculó en un tubo con 10 
mL de medio de caldo tripticasa de soya, las cepas 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Staphylococcus 
aureus ATCC 6538, Escherichia coli 8739 y Bacillus subti-
lis ATCC 6633 durante 24 horas entre 30°C y 35°C y 
para el cultivo de Candida albicans ATCC 10231 se 
inoculó con un asa de siembra a un tubo con 10 mL de 
caldo Sabouraud y se incubó durante 48-72 horas 
entre 20°C y 25°C.  

El cultivo de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se 
suspendió con 10 mL de buffer peptona con 0,05% de 
polisorbato 80 hasta completar los 50 mL en un frasco 

con tapa rosca estéril. Se transfirieron 0,1 mL de cada 
suspensión obtenida a 9,9 mL de buffer peptona, solo 
para el caso de Aspergillus brasiliensis se transfirió 
aproximadamente 0,5 mL de la suspensión recolecta-
da a 9,5 mL de buffer peptona con 0,05% de polisorba-
to 80. 

La suspensión de cada microorganismo (Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Bacillus subtilis y Candida albicans) se midió con un 
espectrofotómetro con una longitud de onda de 560 
nm y a una absorbancia entre 0,050 y 0,075, y para el 
caso de Aspergillus brasiliensis a una absorbancia apro-
ximada de 0,27 para obtener un recuento menor de 
100 UFC/mL. 

Se realizaron diluciones seriadas hasta 10-6 para las 
cepas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphyloco-
ccus aureus ATCC 6633 y Escherichia coli ATCC 8739; 
para Bacillus subtilis ATCC 6633 hasta la dilución 10-5; 
para los microorganismos Candida albicans ATCC 
10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se realiza-
ron las diluciones seriadas hasta 10-4. De la última 
dilución de cada microorganismo, se agregó 1 mL a 
una placa Petri (se realizó en 5 placas repetidas) y se 
incorporó agar tripticasa de soya para las cepas (Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia 
coli y Bacillus subtilis). Se homogeneizó e incubó entre 
30°C y 35°C por 72 horas. Para los microorganismos 
Candida albicans y Aspergillus brasiliensis se incorporó 
agar Sabouraud dextrosa y se incubó a 20°C-25°C por 
5 días, y se determinaron las diluciones con menos de 
100 UFC/mL (Fig. 1). Se registró el recuento en la 
ficha de recolección de datos de estandarización de 
cepas. 

 

 

Figura 1. Esquema de estandarización de cepas de prueba. 
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Tabla 1. Propiedades indicadoras de promoción del crecimiento e inhibitorias de los medios de cultivo. 

Prueba / Medio Propiedad Cepas de prueba 

Prueba de Pseudomonas aeruginosa Promoción de crecimiento Pseudomonas aeruginosa 

Agar cetrimide Inhibitoria Escherichia coli 

Prueba de Staphylococcus aureus Promoción de crecimiento Staphylococcus aureus 

Agar manitol salado Inhibitoria Escherichia coli 

Prueba de Candida albicans   

Caldo Sabouraud dextrosa Promoción de crecimiento Candida albicans 

 

Tabla 2. Criterios de aceptación de la prueba de aptitud del método de recuento y microorganismos específicos. 

Prueba Criterio de aceptación 

Aptitud del método de recuento Grupo de prueba con respecto al Grupo 

control no difiere en un factor mayor de 2 

(50%-200%). 

Prueba de 

microorganismos 

específicos 

Grupo de estudio Microorganismo Crecimiento (turbidez) 

Grupo de prueba (A): Pseudomonas aeruginosa 

Staphylococcus aureus 

Grupo control (B): Pseudomonas aeruginosa 

Staphylococcus aureus 

Control negativo: No aplica Ausencia de crecimiento 

Selección y subcultivo Microorganismo Medio selectivo  

Pseudomonas aeruginosa Agar cetrimide Colonias verdosas 

Staphylococcus aureus Agar manitol salado Colonias amarillas 

 

Promoción de crecimiento de los medios de cultivo 

La promoción de crecimiento de los medios de cul-
tivo se realizó mediante la preparación de los medios 
de cultivo de agar digerido de caseína y soja, agar 
Sabouraud dextrosa, caldo digerido de caseína y soja 
y caldo Sabouraud dextrosa como indicó el fabricante. 
Para medios de cultivo sólidos se agregaron 15-20 mL 
de agar estéril a placas Petri a una temperatura apro-
ximada de 45°C-50°C y se dejaron solidificar; para el 
caso de medios de cultivo líquidos estériles se prepa-
raron alícuotas de 9,9 mL en tubos estériles. A los 
medios sólidos y líquidos se les realizó un inóculo de 
microorganismos (no más de 100 UFC), los cuales 
están indicados en la Tabla 1. Estas suspensiones de 
cepas de prueba se usaron dentro de las 2 horas o 24 
horas almacenadas a temperaturas de 2°C-8°C. Con 
una espátula de Drigalsky se distribuyó el inóculo en 
toda la superficie del medio y se incubaron las placas 
a 30°C-35°C por 72 horas para microorganismos aero-
bios mesófilos y para hongos y levaduras se incuba-
ron a 20°C-25°C durante 5 días. Se registró la recupe-
ración de los microorganismos en el formato de regis-
tro de la prueba de promoción e inhibición de creci-
miento de medios de cultivo. 

Propiedades indicadoras de promoción del 
crecimiento e inhibitorias de los medios de cultivo 

La promoción del crecimiento e inhibitorias de los 
medios de cultivo se realizaron mediante la prepara-
ción de los medios de cultivo agar manitol salado y 
agar cetrimide como indica el fabricante. Se agregaron 
15-20 mL de agar estéril a placas Petri a una tempera-
tura aproximada de 45°C-50°C y se dejó solidificar. Se 
seleccionaron e incubaron los microorganismos de 
prueba (no más de 100 UFC) correspondientes a los 
medios indicados en la Tabla 2, con la ayuda de una 
espátula de Drigalsky se distribuyó e inoculó en toda 
la superficie del medio. Se incubaron las placas inver-
tidas de 30°C a 35°C durante 72 horas y de 20°C a 
25°C durante 5 días para levaduras. A continuación, 
se registró la recuperación de los microorganismos en 
el formato de registro de la prueba de promoción e 
inhibición de crecimiento de medios de cultivo. 

Composición del neutralizador y fundamentos de su 
validación 

Se empleó como neutralizante una mezcla com-
puesta por lecitina al 0,5% y polisorbato 80 al 4%, 
formulación recomendada en la Farmacopea Ameri-
cana para neutralizar compuestos catiónicos como los 
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amonios cuaternarios. La validación incluyó la eva-
luación de la eficacia neutralizante (comparación en-
tre el grupo de prueba y el grupo control), ausencia 
de toxicidad (comparación entre el grupo control y el 
grupo de viabilidad) y especificidad del método de 
dilución-neutralización (mediante pruebas de equiva-
lencia). 

Aptitud del método 

Preparación de grupos de prueba (A) 

Para la preparación de A, se realizó una dilución 
1/10 y 1/100 en caldo tripticasa soya lecitina (0,5%) 
polisorbato 80 (4%), tomando 10 mL de muestra a 
evaluar. Posteriormente, se homogeneizó y se distri-
buyó con una pipeta estéril 9,9 mL de las diluciones 
realizadas del caldo tripticasa soya lecitina (0,5%) 
polisorbato 80 (4%) a tubos estériles (ver Fig. 2). Se 
rotuló cada tubo correspondiente con el nombre de 
los microorganismos: Pseudomonas aeruginosa, Staphy-
lococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans y As-
pergillus brasiliensis 

Preparación del grupo control (B) 

A partir del medio cultivo estéril caldo, tripticasa 
de soya, lecitina (0,5%), polisorbato 80 (4%). Se distri-
buyó con una pipeta estéril, 9,9 mL a tubos estériles 

(Fig. 2) y se rotuló cada tubo correspondiente con el 
nombre de los microorganismos: Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis, Candida 
albicans y Aspergillus brasiliensis.  

Inoculación 

La inoculación se realizó mediante la adición de 
0,1 mL de la suspensión de trabajo que contenía me-
nos de 100 UFC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y Aspergi-
llus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada 
microorganismo y se homogeneizó. 

Control negativo 

El control del medio de cultivo se realizó con caldo 
de tripticasa de soya, lecitina (0,5%), polisorbato 80 
(4%) y se incubó a 30ºC-35ºC por 24-72 horas. Adicio-
nalmente se realizó el control negativo del agar tripti-
casa de soya, incorporando 15 a 20 mL del medio de 
cultivo enfriado a 45ºC, aproximadamente. Se dejó 
solidificar a temperatura ambiente y se incubó de 
30ºC a 35ºC por 24 a 72 horas. A su vez, se realizó el 
control negativo del agar Sabouraud dextrosa incor-
porando 15 a 20 mL del medio de cultivo enfriado a 
45ºC, aproximadamente. Se dejó solidificar a tempera-
tura ambiente y se incubó de 20ºC a 25ºC por 3 a 5 
días. 

 
 

 

Figura 2. Esquema de aptitud del método de recuento y microorganismos específicos. 
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Recuento total de microorganismos aerobios mesófilos 
(RTMA) 

Para el RTMA se pipeteó 1 mL del tubo rotulado 
como Pseudomonas aeruginosa a placas Petri estériles 
(por triplicado), se realizó la misma acción para los 
microorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subti-
lis, finalmente a cada placa se incorporó 15 a 20 mL de 
agar tripticasa de soya enfriado a 45ºC, aproximada-
mente. Se realizaron movimientos rotatorios y se dejó 
solidificar a temperatura ambiente. Se incubaron to-
das las placas a la temperatura de 30ºC a 35ºC por 72 
horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se contó 
el número de colonias por placa y se obtuvo el pro-
medio y se expresó el resultado en UFC/mL. Los 
resultados se registraron en el formato de aptitud del 
método de recuento y microorganismos específicos. 

Recuento total de hongos filamentosos y levaduras (RTHL) 

Para el RTHL se pipeteó 1 mL del tubo rotulado 
como Candida albicans a placas Petri estériles (por du-
plicado), se realizó la misma acción para el microor-
ganismo Aspergillus brasiliensis, finalmente a cada 
placa se incorporaron 15 a 20 mL de agar Sabouraud 
dextrosa enfriado a 45ºC, aproximadamente. Poste-
riormente, se realizaron movimientos rotatorios y se 
dejó solidificar a temperatura ambiente. Se incubaron 
todas las placas a la temperatura de 20ºC a 25ºC por 5 
días. Transcurrido el tiempo de incubación, se contó 
el número de colonias por placa, se obtuvo el prome-
dio y se expresó el resultado en UFC/mL. Los resul-
tados se registraron en el formato de aptitud del mé-
todo de recuento y microorganismos específicos. 

Microorganismos específicos 

Preparación del grupo de prueba (A) 

Para el grupo de prueba, se realizó una dilución 
1/10 en caldo tripticasa soya lecitina (0,5%) polisorba-
to 80 (4%) tomando 10 mL de muestra y se homoge-
neizó. De la dilución realizada se transfirieron 10 mL 
a otro envase que contenía 90 mL de caldo tripticasa 
soya lecitina (0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homoge-
neizó. Luego se distribuyeron con una pipeta estéril 
9,9 mL del envase de la segunda dilución a dos tubos 
estériles y se rotularon como Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus. 

Preparación del grupo control (B) 

El grupo B se preparó a partir del medio de cultivo 
caldo de tripticasa de soya y lecitina (0,5%) y polisor-
bato 80 (4%). Se distribuyeron con una pipeta estéril 
9,9 mL a dos tubos estériles y se rotularon como Sta-
phylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Inoculación 

Para la inoculación se adicionó 0,1 mL de la sus-
pensión de trabajo que contenía menos de 100 UFC de 
Pseudomonas aeruginosa al tubo rotulado con el nom-
bre del microorganismo y se incubó a 30ºC a 35ºC por 
18 a 24 horas. Además, se adicionó 0,1 mL de la sus-
pensión de trabajo que contiene menos de 100 UFC de 
Staphylococcus aureus al tubo rotulado con el nombre 
del microorganismo y se incubó a 30ºC a 35ºC por 18 
a 24 horas. 

Control negativo 

Los controles negativos para el medio de cultivo se 
realizaron mediante caldo de tripticasa de soya y leci-
tina (0,5%) y polisorbato 80 (4%) y se incubaron los 
tubos a 30ºC-35ºC por 18 a 24 horas. Finalizado el 
periodo de incubación, se observó la ausencia de tur-
bidez en cada uno de los tubos. 

Selección y subcultivo 

Microorganismo: Pseudomonas aeruginosa 

Mediante un asa de siembra subcultivo por estría y 
agotamiento del tubo de prueba, el tubo del grupo 
control y el control negativo a una placa conteniendo 
agar cetrimida y se incubó a una temperatura de 30º C 
a 35º C por 18 a 72 horas. 

Microorganismo: Staphylococcus aureus 

Mediante un asa de siembra subcultivo por estría y 
agotamiento del tubo de prueba, el tubo del grupo 
control y el control negativo a una placa conteniendo 
agar manitol salado y se incubó a una temperatura de 
30ºC-35ºC por 18 a 72 horas. 

Determinación del límite de detección  

Preparación del grupo de prueba (A) 

Se realizó una dilución 1/10 en caldo de tripticasa 
de soya y lecitina (0,5%) y polisorbato 80 (4%), to-
mando 20 mL de muestra y luego se homogeneizó. De 
la dilución realizada se transfirieron 20 mL a otro 
envase que contuvo 180 mL de caldo tripticasa soya 
lecitina (0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homogeneizó. 
A partir de lo anterior, se distribuyeron con una pipe-
ta estéril, 9,9 mL del envase de la segunda dilución a 
20 tubos estériles y se rotularon como Staphylococcus 
aureus. Además, se distribuyeron con una pipeta esté-
ril, 9,9 mL del envase de la segunda dilución a 20 
tubos estériles y se rotularon como Pseudomonas aeru-
ginosa. 
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Figura 3. Esquema del límite de detección. 

 

Preparación del grupo control (B) 

Previamente se incorporaron 20 mL de buffer pep-
tona al medio de cultivo caldo tripticasa soya lecitina 
(0,5%) polisorbato 80 (4%) y se homogeneizó. Luego 
se distribuyeron con una pipeta estéril 9,9 mL a 20 
tubos estériles y se rotularon como Staphylococcus 
aureus. Además, se distribuyó con una pipeta estéril 
9,9 mL a 20 tubos estériles y se rotularon como Pseu-
domonas aeruginosa. 

Inoculación 

Inoculación de Pseudomonas aeruginosa 

Para el trabajo con P. aeruginosa se realizaron tres 
diluciones sucesivas al medio a partir de la suspen-
sión del inóculo estandarizado (Fig. 3). Se adicionó 0,1 
mL de la suspensión de trabajo que contenía menos 
de 100 UFC de P. aeruginosa a cinco tubos rotulados 
con el nombre del microorganismo en cada una de las 
diluciones  (Dil 1, Dil 2 y Dil 3) y se incubaron todos 
los tubos a 30ºC-35ºC por 18 a 24 horas. 

Inoculación de Staphylococcus aureus 

Para el estudio de S. aureus se realizaron tres dilu-
ciones sucesivas al medio a partir de la suspensión del 
inóculo estandarizado (Fig. 3). Se adicionó 0,1 mL de 
la suspensión de trabajo que contenía 10-4 UFC de S. 
aureus a cinco tubos rotulados con el nombre del mi-
croorganismo en cada una de las diluciones (Dil 1, Dil 
2 y Dil 3) y se incubaron todos los tubos a 30ºC-35ºC 
por 18 a 24 horas. 

Validación de métodos de neutralización  

Para la validación del método de neutralización, al 
grupo de prueba (A) y al grupo control (B) se adicio-
nó el grupo de viabilidad (C) para determinar la au-
sencia de toxicidad del neutralizante, en el cual se 
realizaron tres ensayos independientes en tres lotes 
del producto. 

Preparación del grupo viabilidad (C) 

A partir del medio de cultivo caldo tripticasa soya 
sin presencia de neutralizantes, se realizó lo siguiente 
se distribuyeron, con una pipeta estéril, 9,9 mL a tu-
bos estériles (Fig. 4). Se rotuló cada tubo correspon-
diente con el nombre de los microorganismos: Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
tilis, Candida albicans y Aspergillus brasiliensis. 

Inoculación 

La inoculación se realizó mediante la adición de 
0,1 mL de la suspensión de trabajo que contuvo me-
nos de 100 UFC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans y Aspergi-
llus brasiliensis al tubo rotulado con el nombre de cada 
microorganismo y se homogeneizó. Para la recupera-
ción de los microorganismos para este grupo, se si-
guió el procedimiento a partir de lo expuesto en el 
apartado "Aptitud del método". Para el desarrollo del 
parámetro de robustez se incubaron dos días adicio-
nales para cada grupo de microorganismos. 
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Figura 4. Esquema de validación del método de neutralización. 

 

Descripción del instrumento 

Se registraron los datos como ficha de recolección 
de datos de estandarización de cepas de prueba, for-
mato de registro de la prueba de promoción e inhibi-
ción de crecimiento de medios de cultivo, formato de 
registro de la prueba de la aptitud del método de 
recuento y microorganismos específicos, formato de 
límite de detección y formato de validación de méto-
do de neutralización en grupos de tratamiento. 

Aspectos éticos 

El estudio fue aprobado para su ejecución median-
te la resolución N°175-2024-DFFB/UPNW, la cual fue 
emitida por el comité de ética de la Universidad Pri-
vada Norbert Wiener, siendo el decano de la Facultad 
de Farmacia y Bioquímica quien dio la autorización.  

Análisis estadísticos  

La validación de los instrumentos de medición se 
realizó de acuerdo con las opiniones de tres expertos.  

Los resultados de recuento de UFC y turbidez de 
los medios de cultivo se registraron a los instrumen-
tos respectivos: Ficha de recolección de datos de es-
tandarización de cepas de prueba. Formato de regis-
tro de la prueba de promoción e inhibición de creci-
miento de medios de cultivo. Formato de registro de 
la prueba de la aptitud del método de recuento y mi-
croorganismos específicos. Formato de límite de de-
tección. Formato de validación de método de neutra-
lización en grupos de tratamiento (Tabla 3). 

Estandarización de cepas 

Para el logro de este objetivo se desarrolló el pro-
cedimiento, se promediaron las cinco repeticiones 
(recuento en placa), las cuales obtuvieron un prome-
dio de UFC de la suspensión estandarizada. El re-
cuento de los microorganismos de prueba correspon-
dió a un inóculo estandarizado menor de 100 
UFC/mL. 

Prueba de promoción de crecimiento y propiedades 
indicadoras e inhibitorias de los medios de cultivo 

Para verificar la conformidad del medio de cultivo, 
se realizó el procedimiento de la prueba de promo-
ción. Los resultados se registraron en el formato de 
registro de prueba de promoción e inhibición de cre-
cimiento de medios de cultivo, el cual cumplió los 
criterios de aceptación del medio de cultivo que apa-
recen en la Tabla 4. 

Aptitud del método de recuento y microorganismos 
específicos 

Para el cálculo de la interpretación de los resulta-
dos, previamente se realizó el procedimiento de apti-
tud del método de recuento y microorganismos (Fig. 
5). 

Determinación del límite de detección  

Para determinar el criterio de aceptación, se realizó 
el procedimiento del límite de detección para micro-
organismos. 
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Figura 5. Diagrama de flujo del trabajo experimental. 

 
 

Tabla 3. Procesamiento de parámetros estadísticos. 

Prueba y parámetros Calculo estadístico 

Estandarización de cepas No aplica. 

Promoción de crecimiento No aplica. 

Aptitud del método de recuento No aplica. 

Efectividad del neutralizante Prueba t para comparación de dos medias independientes a nivel de significancia de 5%. 

Bilateral: μ Grupo Prueba = μ Grupo Control. 

Toxicidad del neutralizante Prueba t para comparación de dos medias independientes a nivel de significancia de 5%. 

Bilateral: μ Grupo Control = μ Grupo Viabilidad. 

Exactitud Cumple: Factor 2 se encuentra dentro de los límites del intervalo de confianza al 90%. 

Precisión (repetibilidad) C.V. menor al 15%. 

Especificidad μ Grupo prueba = μ Grupo Control. 

Límite de detección No aplica. 

Robustez Prueba t para comparación de dos medias emparejadas a nivel de significancia de 5%. 

Bilateral: μ Grupo Prueba = μ Grupo Control. 

μ Grupo Control = μ Grupo Viabilidad. 
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Tabla 4. Criterios de aceptación de prueba de promoción de crecimiento y propiedades indicadoras e inhibitorias de los medios de cultivo. 

Prueba Criterio de aceptación 

Promoción en medios de cultivo solido Factor no mayor de 2 

Promoción en medios de cultivo líquido Turbidez 

Propiedades inhibitorias Medio de cultivo Cepas de prueba Ausencia de crecimiento 

Agar cetrimide Escherichia coli 

Agar manitol salado Escherichia coli 

 Medio de cultivo Cepas de prueba Presencia de crecimiento (turbidez) 

Propiedades indicadoras Agar cetrimide Pseudomonas aeruginosa  

Agar manitol salado Staphylococcus aureus  

Agar Sabouraud dextrosa Candida albicans  

 

Interpretación: Turbidez en las cinco réplicas si-
multáneas de cada dilución que permitió el crecimien-
to, lo cual estableció el límite mínimo de recuperación 
de microrganismos en los grupos de ensayo no menor 
del 90% (Aeas, 2022). 

Procesamiento de parámetros estadísticos 

Se trabajó con equipos calibrados, calificados y 
materiales que formaron parte del laboratorio. No 
existieron problemas éticos ni morales. La informa-
ción de la formulación y lotes del producto para esta 
investigación se mantiene en reserva de acuerdo con 
las políticas de confidencialidad de la empresa. 

Validación de métodos de neutralización 

Para garantizar la repetibilidad, se realizaron tri-
plicados o más en cada punto experimental bajo con-
diciones controladas. La reproducibilidad se aseguró 
mediante la realización de tres ensayos independien-
tes con distintos lotes del producto, bajo los mismos 
protocolos, condiciones ambientales y operadores 
calificados. Las desviaciones estándar y coeficientes 
de variación menores al 15% confirmaron la estabili-
dad del método. 

RESULTADOS  

Se observó que el recuento de microorganismos en 
la mayor dilución presentó un recuento menor a 100 
unidades formadoras de colonias (ver Tabla 5). 

Se seleccionaron las diluciones que presentaron un 
recuento referencial menor a 100 UFC/mL con res-
pecto a la dilución estandarizada (Tabla 6). 

Se observó que los medios de cultivo permitieron 
el crecimiento de los microorganismos inoculados, los  

cuales se encontraron dentro de un porcentaje de 
recuperación del 50%-200% (Factor 2) y para medios 
líquidos presentaron crecimiento o turbidez (Tabla 7). 

Se observó que la recuperación de Pseudomonas ae-
ruginosa y Staphylococcus aureus se encontró dentro del 
factor no mayor de 2 para medios selectivos y presen-
tó inhibición del microorganismo Escherichia coli en 
ambos medios de cultivo (Tabla 8). 

La recuperación de microorganismos del primer 
ensayo independiente en la dilución 10-1 para los mi-
croorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis 
no cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%). 
Sin embargo, en la dilución 10-2 todos los microorga-
nismos presentaron recuperación dentro del factor de 
2 (50%-200%) (Tabla 9). 

La recuperación de microorganismos del segundo 
ensayo independiente en la dilución 10-1 para los mi-
croorganismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis 
no cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%). 

Sin embargo, en la dilución 10-2 todos los microor-
ganismos presentaron recuperación dentro del factor 
de 2 (50%-200%) (Tabla 10). 

La recuperación de microorganismos del tercer en-
sayo independiente en la dilución 10-1 para los micro-
organismos Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis no 
cumplieron con el factor mayor de 2 (50%-200%). Sin 
embargo, en la dilución 10-2 todos los microorganis-
mos presentaron recuperación dentro del factor de 2 
(50%-200%) (Tabla 11). 
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Tabla 5. Estandarización de cepas de prueba. 

Diluciones 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Staphylococcus 

aureus 

Escherichia 

coli 

Bacillus 

subtilis 

Candida 

albicans 

Aspergillus  

brasiliensis 

10-4 10-5 10-6 10-4 10-5 10-6 10-4 10-5 10-6 10-3 10-4 10-5 10-2 10-3 10-4 10-2 10-3 10-4 

Fecha 

12-01-24 

9 × 103 9.× 102 86 7 × 103 7 × 102 65 9 × 103 9 × 102 85 6 × 103 6 × 102 60 8 × 103 8 × 102 82 5 × 103 5 × 102 53 

8 × 103 8 × 102 81 7 × 103 7 × 102 70 9 × 103 9 × 102 86 6 × 103 6 × 102 62 9 × 103 9 × 102 85 5 × 103 5 × 102 48 

8 × 103 8 × 102 84 7 × 102 7 × 102 67 9 × 103 9 × 102 87 6 × 103 6 × 102 60 9 × 103 9 × 102 87 5 × 103 5 × 102 50 

9 × 103 9 × 102 85 7 × 103 7 × 102 69 8 × 103 8 × 102 84 6 × 103 6 × 102 58 8 × 103 8 × 102 80 5 × 103 5 × 102 52 

8 × 102 8 × 102 82 7 × 103 7 × 102 66 8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 6 × 102 61 9 × 103 9 × 102 85 5 × 103 5 × 102 51 

Promedio 

(UFC/mL) 
9 × 103 9 × 101 84 7 × 103 7 × 102 67 9 × 103 9 × 102 85 6 × 102 6 × 102 60 9 × 103 8 × 102 84 5 × 103 5 × 102 51 

Absorbancia 0,060 0,075 0,065 0,050 0,050 0,250 

Fecha 

19-01-24 

8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 6 × 102 64 

No aplica 

6 × 103 6 × 102 64 8 × 103 8 × 102 83 5 × 103 5 × 102 52 

8 × 103 8 × 102 84 6 × 103 6 × 102 62 6 × 103 6 × 102 60 8 × 103 8 × 102 82 5 × 103 5 × 102 49 

9 × 103 9 × 102 85 6 × 103 6 × 102 63 6 × 103 6 × 102 63 8 × 103 8 × 102 80 5 × 103 5 × 102 47 

8 × 103 8 × 102 82 7 × 103 7 × 102 65 6 × 103 6 × 102 64 8 × 103 8 × 102 84 5 × 103 5 × 102 48 

8 × 103 8 × 102 82 6 × 103 6 × 102 61 6 × 103 6 × 102 63 8 × 103 8 × 102 81 5 × 103 5 × 102 50 

Promedio 

(UFC/mL) 
8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 7 × 102 63 No aplica 6 × 103 6 × 102 63 8 × 103 8 × 102 81 5 × 103 5 × 102 49 

Absorbancia  0,059   0,074      0,050   0,051   0,251  

Fecha 

24-01-24 

8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 6 × 102 60 

No aplica 

7 × 103 7 × 102 66 9 × 103 9 × 102 85 5 × 103 5 × 102 54 

8 × 103 8 × 102 84 6 × 103 6 × 102 64 6 × 103 6 × 102 62 9 × 103 9 × 102 86 6 × 103 6 × 102 56 

9 × 103 9 × 102 85 7 × 103 7 × 102 65 7 × 103 7 × 102 65 8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 6 × 102 57 

8 × 103 8 × 102 82 6 × 103 6 × 102 62 7 × 103 7 × 102 67 8 × 103 8 × 102 82 5 × 103 5 × 102 53 

8 × 103 8 × 102 82 7 × 103 7 × 102 66 7 × 103 7 × 102 65 9 × 103 9 × 102 86 6 × 103 6 × 102 55 

Promedio 

(UFC/mL) 
8 × 103 8 × 102 83 6 × 103 6 × 102 63 No aplica 7 × 103 7 × 102 65 9 × 103 9 × 102 84 6 × 103 6 × 102 55 

Absorbancia 0,060 0,075  0,050 0,051 0,249 

 
Tabla 6. Suspensión de trabajo. 

Prueba Promoción de crecimiento Aptitud del Método/ Validación 

Dilución 10-5 10-5 10-5 10-4 10-3 10-3 10-4 10-4 10-3 10-2 10-2 

Microorganismo PS ST EC Bs Cd Asp PS ST BS Ca Asp 

Fecha:12-01-24 

9.× 102 7 × 102 9 × 102 6 × 102 8 × 102 5 × 102 

No aplica 

8 × 102 7 × 102 9 × 102 6 × 102 9 × 102 5 × 102 

8 ×102 7 × 102 9 × 102 6 × 102 9 × 102 5 × 102 

9 × 102 7 × 102 8 × 102 6 × 102 8 × 102 5 × 102 

8 × 102 7 × 102 8 × 102 6 × 102 9 × 102 5 × 102 

Promedio UFC/mL 9 × 102 7 × 102 9 × 102 6 × 102 8 × 102 5 × 102      

Fecha: 19-01-24 No aplica 

8 × 103 6 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

8 × 103 6 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

9 × 103 6 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

8 × 103 7 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

8 × 103 6 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

Promedio UFC/mL       8 × 103 6 × 103 6 × 103 8 × 103 5 × 103 

Fecha: 24-01-24 No aplica 

8 × 103 6 × 103 7 × 103 9 × 103 5 × 103 

8 × 103 6 × 103 6 × 103 9 × 103 6 × 103 

9 × 103 7 × 103 7 × 103 8 × 103 6 × 103 

8 × 103 6 × 103 7 × 103 8 × 103 5 × 103 

8 × 103 7 × 103 7 × 103 9 × 103 6 × 103 

Promedio UFC/mL       8 × 103 6 × 103 7 × 103 9 × 103 6 × 103 

Ps: Pseudomonas aeruginosa; St: Staphylococcus aureus; Ec: Escherichia coli; Bs: Bacillus subtilis; Cd: Candida albicans; Asp: Aspergillus brasiliensis. 
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Tabla 7. Recuperación de microorganismos en medios de cultivo. 

Medio de cultivo 

 Cepas de prueba  

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 9027 

Staphylococcus 

aureus 

ATCC 6538 

Bacillus 

subtilis 

ATCC 6633 

Candida 

albicans 

ATCC 10231 

Aspergillus 

brasiliensis 

ATCC 16404 

Control 

negativo 

Fecha: 12-01-24 

Agar tripticasa de 

soya 

Recuento de inóculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC 

- Promoción de crecimiento 82 UFC 58 UFC 56 UFC 95,2 UFC 48 UFC 

Resultados (50%-200%) 98 % 87 % 93,3% 97,4% 95 % 

Agar Sabouraud 

dextrosa 

Recuento de inóculo estandarizado N/A N/A N/A 84 UFC 51 UFC 

- Promoción de crecimiento N/A N/A N/A 82 UFC 47 UFC 

Resultados (50%-200%) - - - 98% 92% 

Caldo tripticasa 

de soya + 

neutralizantes 

Recuento de inóculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC 

- Promoción de crecimiento + + + + + 

Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A 

Caldo tripticasa 

de soya 

Recuento de inóculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC 

- Promoción de crecimiento + + + + + 

Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A 

Buffer peptona 

Recuento de inóculo estandarizado 84 UFC 67 UFC 60 UFC 84 UFC 51 UFC 

- Promoción de crecimiento + + + + + 

Resultados (50%-200%) N/A N/A N/A N/A N/A 

Medios líquidos: (+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento; (N/A) No aplica. 

 
Tabla 8. Propiedades indicadoras de promoción de crecimiento e inhibición de los medios de cultivo. 

Medios de cultivo 
Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 

Escherichia 

 coli 

 ATCC 8739 

Control negativo 

Fecha: 12-01-24      

Agar Manitol salado 

Recuento de inóculo estandarizado 85 UFC 67 UFC 85 UFC 

- 
Promoción de crecimiento N/A 65 UFC N/A 

Resultados (50%-200%) N/A 97 % N/A 

Prueba inhibitoria N/A N/A - 

Agar Cetrimide 

Recuento de inóculo estandarizado 85 UFC 67 UFC 85 UFC 

- 
Promoción de crecimiento 80 UFC N/A N/A 

Resultados (50%-200%) 106,3 % N/A N/A 

 Prueba inhibitoria N/A N/A - 

Medios líquidos: (+) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento; (N/A) No aplica. 

 
Tabla 9. Recuperación de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 1. 

Ensayo: 1 CEPAS ATCC 

A B A/B Control 

negativo 

% 

Recuperación 

(50%-200%) 

Grupo de Prueba (UFC/mL) Grupo Control (UFC/mL) 

Factor 

Muestra + Diluyente + Neutralizante + 

Inóculo 
Diluyente + Neutralizante + Inóculo Caldo Tripticasa 

de Soya 

Lecitina (0,5 %) 

Polisorbato 80 

(4%) 

Recuento (UFC/mL) 
Promedio 

(UFC/mL) 

Recuento de UFC/mL 
Promedio 

(UFC/mL) Placa

1 

Placa

2 

Placa

3 

Placa

1 

Placa

2 

Placa

3 

Amonio 

cuaternario 

 

Lote 1  

Dilución 10-1 

 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 
88 89 81 86,00 85 86 84 85 1,01 - 101 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
00 00 00 0,0 65 58 62 61,7 0,00 - 0 

Bacillus subtilis  

ATCC 6633 
00 00 00 0,0 57 66 63 62 0,00 - 0 

Candida albicans  

ATCC 10231 
88 80 85 84,3 87 84 86 85,7 0,98 - 98 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
53 52 48 51 57 51 54 54 0,94 - 94 

Amonio 

cuaternario  

 

Lote 1  

Dilución 10-2 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 
81 83 83 82,3 85 86 84 85 0,97 - 97 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
62 64 60 62 65 58 62 61,7 1,01 - 101 

Bacillus subtilis  

ATCC 6633 
58 56 58 57,3 57 66 63 62 0,92 - 92 

Candida albicans 

ATCC 10231 
82 84 79 81,7 87 84 86 85,7 0,95 - 95 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
56 51 48 51,7 57 51 54 54 0,96 - 96 
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Tabla 10. Recuperación de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 2. 

Ensayo: 2 CEPAS ATCC 

A B A/B 

Control 

Negativo 

 

Caldo Tripticasa 

de Soya 

Lecitina (0,5 %) 

Polisorbato 80 

(4%) 

 

% 

Recuperación 

(50%-200%) 

Grupo de Prueba 

(UFC/mL) 

Grupo Control 

(UFC/mL) 

Factor 
Muestra + Diluyente Neutralizante + Inóculo 

Diluyente + Neutralizante + 

Inóculo 

Recuento de UFC/mL 

Promedio 

(UFC/mL) 

Recuento (UFC/mL) 

Promedio 

(UFC /mL) 

 

Placa 

1 

Placa 

2 

Placa 

3 

Placa 

1 

Placa 

2 

Placa 

3 

Amonio 

cuaternario 

 

Lote 1  

Dilución 10-1 

 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 
83 80 85 82,7 89 86 90 88,3 0,94 - 93,6 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
00 00 00 0,0 61 65 62 62,7 0,00 - 0,0 

Bacillus subtilis 

ATCC 6633 
00 00 00 0,0 61 59 64 61,3 0,00 - 0,0 

Candida albicans 

ATCC 10231 
88 85 82 85 87 83 88 86 0,99 - 98,8 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
56 57 51 54,7 57 49 50 52 1,05 - 105,1 

Amonio 

cuaternario  

 

Lote 1  

Dilución 10-2 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 9027 
85 88 80 84,3 89 86 90 88,3 0,95 - 95,5 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
65 59 63 62,3 61 65 62 62,7 0,99 - 99,5 

Bacillus subtilis 

ATCC 6633 
58 59 62 59,7 61 59 64 61,3 0,97 - 97,3 

Candida albicans 

ATCC 10231 
81 83 82 82 87 83 88 86 0,95 - 95,3 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
52 49 57 52,7 57 49 50 52 1,01 - 101,3 

 

Eficacia del neutralizante 

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bían tener una distribución normal (para esto se reali-
zó la prueba de Shapiro-Wilk), observándose un 
p>0,05. Seguidamente, se determinó la homogeneidad 
de varianzas mediante la prueba T, la cual mostró 
tener un p-valor mayor que 0,05, lo cual llevó a con-
cluir que los promedios son iguales (Tablas 12 y 13). 

Toxicidad del neutralizante 

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bían tener una distribución normal (para esto se reali-
zó la prueba de Shapiro-Wilk) observándose un 
p>0,05 seguidamente se determinó la homogeneidad 
de varianzas mediante la prueba T, el cual mostro 
tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual llevo para con-
cluir que los promedios son iguales, de esa manera se 
demostró la ausencia de toxicidad del neutralizante 
(Tabla 14). 

Exactitud 

Hipótesis nula: Relación ≤ 0,5 o Relación ≥ 2 

Hipótesis alterna: 0,5 < Relación < 2 

Nivel de significancia: 0,05 

La prueba de hipótesis de dos colas evaluó el por-
centaje de recuperación entre grupos, la relación de 
las medias debía encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual 
llevó a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 15). 

La prueba de hipótesis de dos colas evaluó el por-
centaje de recuperación entre grupos, la relación de 
las medias debía encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual 
llevó a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 16). 

La prueba de hipótesis de dos colas evaluó el por-
centaje de recuperación entre grupos, la relación de 
las medias debía encontrarse entre 0,5 a 2; lo cual 
llevó a concluir y afirmar equivalencia con un interva-
lo de confianza del 90% (Tabla 17). 

Precisión 

La mayor variación entre los recuentos se encontró 
en el grupo Control para Staphylococcus aureus 
(5,22%), cumpliendo la especificación del coeficiente 
de variación <15% (Tabla 18). 
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Tabla 11. Recuperación de microorganismos en presencia del producto/Ensayo 3. 

Ensayo: 3 CEPAS ATCC 

A B A/B 

Control 

Negativo 

% 

Recuperación 

(50%-200%) 

Grupo de Prueba 

(UFC/mL) 

Grupo Control 

(UFC/mL) 

Factor  

Muestra + Diluyente Neutralizante + 

Inóculo 
Diluyente + Neutralizante +Inóculo 

Caldo 

Tripticasa 

de soya 

Lecitina 

(0,5%) 

Polisorbato 

80 (4%) 

Recuento (UFC/mL) 

Promedio 

(UFC/mL) 

Recuento de UFC/mL 

Promedio 

(UFC/mL) Placa 

1 

Placa 

2 

Placa 

3 

Placa 

1 

Placa 

2 

Placa 

3 

Amonio 

cuaternario 

 

Lote 1  

Dilución 10-1 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 9027 

90 87 81 86 82 83 80 81,7 1,05 - 105,3 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
00 00 00 0,0 60 63 64 62,3 0,00 - 0,0 

Bacillus subtilis 

ATCC 6633 
00 00 00 0,0 57 65 59 60,3 0,00 - 0,0 

Candida albicans 

ATCC 10231 
88 82 79 83 79 83 79 80,3 1,03 - 103,3 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
54 57 50 53,7 49 48 53 50 1,07 - 107,3 

Amonio 

cuaternario  

 

Lote 1  

Dilución 10-2 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 9027 

89 82 83 84,7 82 83 80 81,7 1,04 - 103,7 

Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 
62 61 64 62,3 60 63 64 62,3 1,00 - 100 

Bacillus subtilis 

ATCC 6633 
59 58 60 59 57 65 59 60,3 0,98 - 97,8 

Candida albicans 

ATCC 10231 
81 88 82 83,7 79 83 79 80,3 1,04 - 104,1 

Aspergillus brasiliensis 

ATCC 16404 
49 50 57 52 49 48 53 50 1,04 - 104 

 

Tabla 12. Comparación de la eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10-1) en referencia al grupo Control (B). 

Microorganismo 

(UFC) 
Grupo 

Estadísticas de grupo 
Prueba de 

normalidad 

Homogeneidad de varianzas 

Prueba de Levene Prueba T 

Media 

(UFC/mL) 

Desviación 

estándar 
p-valor p-valor 

Diferencia 

de medias 
p-valor Conclusión de la prueba 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Prueba (A) 10-1 85,04 0,84 0,193 
0,641 0,296 0,464 Grupo de Prueba = Grupo Control 

Control (B) 85,33 0,83 0,148 

Staphylococcus 

aureus 

Prueba (A) 10-1 0.00 0.00 _ 
0,000 -59.000 0,000 Grupo de Prueba ≠ Grupo Control 

Control (B) 59,00 3,08 0,158 

Bacillus subtilis 
Prueba (A) 10-1 0,00 0,00 _ 

0,003 -61.000 0,000 Grupo de Prueba ≠ Grupo Control 
Control (B) 61,15 0,78 0,742 

Candida albicans 
Prueba (A) 10-1 82,67 1,62 0,571 

0,762 -0.519 0,473 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Control (B) 83,19 1,36 0,799 

Aspergillus 

brasiliensis 

Prueba (A) 10-1 51,67 0,91 0,175 
1,00 -0.333 0,426 Grupo de Prueba = Grupo Control 

Control (B) 52,00 0,82 0,605 
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Tabla 13. Comparación de la eficacia neutralizante en el grupo de Prueba A (10-2) en referencia al grupo Control (B). 

Microorganismo (UFC) Grupo 

Estadísticas de grupo  
Prueba de 

normalidad 

Homogeneidad de varianzas  

Prueba de Levene Prueba T 
 

Media 
Desviación 

estándar 
p-valor p-valor 

Diferencia de 

medias 
p-valor Conclusión de la prueba 

Pseudomonas aeruginosa 
Prueba (A) 10-2 85,82 1,43 0,855 

0,110 0,481 0,395 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Control (B) 85,33 0,83 0,148 

Staphylococcus aureus 
Prueba (A) 10-2 58,00 1,20 0,158 

0,002 -1,000 0,385 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Control (B) 59,00 3,08 0,321 

Bacillus subtilis 
Prueba (A) 10-2 60,48 0,56 0,256 

0,371 -0,667 0,054 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Control (B) 61,15 0,78 0,742 

Candida albicans 
Prueba (A) 10-2 83,70 2,31 0,474 

0,366 0,519 0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Grupo Control (B) 83,19 1,36 0,799 

Aspergillus brasiliensis 
Prueba (A) 10-2 51,85 1,00 0,570 

0,595 -0,148 0,735 Grupo de Prueba = Grupo Control 
Control (B) 52,00 0,82 0,605 

 
 

Tabla 14. Comparación de la toxicidad del neutralizante en el Grupo Control (B) en referencia al grupo Viabilidad (C). 

Microorganismo (UFC) Grupo 

Estadísticas de grupo 
Prueba de 

normalidad 

Homogeneidad de varianzas 

Prueba de Levene Prueba T 
 

Media 

(UFC/mL) 

Desviación 

estándar 
p-valor p-valor 

Diferencia 

de medias 
p-valor Conclusión de la prueba 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Control (B) 85,33 0,83 0,148 

0,460 -0,074 0,826 Grupo de Control = Grupo Viabilidad 

Viabilidad (C) 85,41 0,55 0,259 

Staphylococcus aureus 

Control (B) 59,00 3,08 0,321 

0,003 -0,259 0,821 Grupo de Control = Grupo Viabilidad 

Viabilidad (C) 59,26 1,32 0,152 

Bacillus subtilis 

Control (B)  61,15 0,78 0,742 

0,283 -0,333 0,451 Grupo de Control = Grupo Viabilidad 

Viabilidad (C) 61,48 1,03 0,318 

Candida albicans 

Control (B) 83,19 1,36 0,799 

0,553 -0,556 0,363 Grupo de Control = Grupo Viabilidad 

Viabilidad (C) 83,74 1,15 0,279 

Aspergillus brasiliensis 

Control (B)  52,00 0,82 0,605 

0,543 0,111 0,827 Grupo de Control = Grupo Viabilidad 

Viabilidad (C) 51,89 1,26 0,188 

 
 

Tabla 15. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilución 10-1/ Grupo Control (B). 

Microorganismo 

(UFC) 
Grupo 

Media 

(UFC/mL) 

Desviación 

estándar 

Porcentaje de 

recuperación 

(50 - 200 %) 

Relación 
Intervalo de confianza 

de 90% 

Grados 

de 

libertad 

Valor T 
Valor 

p 

Conclusión de la 

prueba 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Prueba (A) 10-1 85,04 0,84 
99,7 0,997 (0,988; 1,005) 

15 135,47 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 85,33 0,83 15 -135,62 0,000 

Staphylococcus aureus 
Prueba (A) 10-1 0,00 0,00 

0,0 _ _ 
_ _ _ 

No se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 59,00 3,08 _ _ _ 

Bacillus subtilis 
Prueba (A) 10-1 0,00 0,00 

0,0 _ _ 
_ _ _ 

No se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 61,15 0,78 _ _ _ 

Candida albicans 
Prueba (A) 10-1 82,67 1,62 

99,4 0,994 (0,979; 1,009) 
15 70,008 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 83,19 1,36 15 -79,470 0,000 

Aspergillus brasiliensis 
Prueba (A) 10-1 51,67 0,91 

99,4 0,994 (0,980; 1,007) 
15 77,000 0,000 Se puede afirmar 

equivalencia Control (B) 52,00 0,82 15 -83,920 0,000 
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Tabla 16. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilución 10-2/ Grupo Control (B). 

Microorganismo 

(UFC) 
Grupo 

Media 

(UFC/mL) 

Desviación 

estándar 

Porcentaje de 

recuperación 

(50 - 200 %) 

Relación 
Intervalo de confianza 

de 90% 

Grados 

de 

libertad 

Valor T Valor P 
Conclusión de la 

prueba 

 Pseudomonas 

aeruginosa 

Prueba (A) 10-2 85,81 1,43 
100,6 1,000 (0,991; 1,010) 

14 105,89 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 85,33 0,83 14 -126.87 0,000 

Staphylococcus aureus 
Prueba (A) 10-2 58,00 1,20 

98,3 0,983 (0,951; 1,017)  
10 43,749 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 59,00 3,08 10 -28,660 0,000 

Bacillus subtilis 
Prueba (A) 10-2 60,48 0,56 

98,9 0,989 (0,980; 0,998) 
14 131,97 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 61,15 0,78 14 -111,51 0,000 

Candida albicans 
Prueba (A) 10-2 83,70 2,31 

100,6 1,006 (0,987; 1,026) 
12 52,435 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Control (B) 83,19 1,36 12 -69,614 0,000 

Aspergillus brasiliensis 

Prueba (A) 10-2 51,85 1,00 

99,7 0,997 (0,983; 1,012) 

15 71,708 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia Grupo Control 

(B) 
52,00 0,82 15 -81,666 0,000 

 
 

Tabla 17. Prueba de equivalencia de dos muestras: Grupo de Prueba (A) Dilución 10-2/ Grupo Control (B). 

Microorganismo 

(UFC) 
Grupo 

Media 

(UFC/mL) 

Desviación 

estándar 

Porcentaje de 

recuperación 

(50 - 200 %) 

Relación 
Intervalo de confianza 

de 90% 

Grados de 

libertad 
Valor T Valor p 

Conclusión de la 

prueba 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Control (B) 85,33 0,83 
99,9 0,999 (0,992;1,006) 

13 145,81 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia 
Viabilidad (C) 85,41 0,55 13 -186,44 0,000 

Staphylococcus 

aureus 

Control (B) 59,00 3,08 
99,6 0,996 (0,967;1,030) 

10 27,953 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia 
Viabilidad (C) 59,26 1,32 10 -43,990 0,000 

Bacillus subtilis 
Control (B) 61,15 0,78 

99,5 0,995 (0,982; 1,007) 
14 97,306 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Viabilidad (C) 61,48 1,03 14 -84,217 0,000 

Candida albicans 
Control (B) 83,19 1,36 

99,3 0,993 (0,981;1,006) 
15 84,174 0,000 

Se puede afirmar 

equivalencia 
Viabilidad (C) 83,74 1,15 15 -94,608 0,000 

Aspergillus 

brasiliensis 

Control (B) 52,00 0,82 
100,2 1;002 (0,985; 1,019) 

13 75,833 0,000 
Se puede afirmar 

equivalencia 
Viabilidad (C) 51,89 1,26 13 -58,710 0,000 

 

Especificidad 

Para comparar los promedios, los dos grupos de-
bían tener una distribución normal (para esto se reali-
zó la prueba de Shapiro-Wilk) observándose un p-
valor mayor 0,05 seguidamente se determinó la ho-
mogeneidad de varianzas mediante la prueba T, el 
cual mostro tener un p-valor mayor a 0,05 lo cual 
llevo para concluir que los promedios son iguales, de 
esa manera se demostró que el método de dilución 
neutralización fue el adecuado (Tabla 19). 

Límite de detección 

Se evaluó la turbidez en las cinco réplicas simulta-
neas de cada dilución que permitió el crecimiento, lo 
cual estableció el límite mínimo de recuperación de 
microrganismos en los grupos de ensayo no menor 
del 90% (Ver Tabla 20). 

Producto: Amonio cuaternario al 0,25% 

Lote: 01 

Dilución: 10-2  

Número de ensayo: 1 

Microorganismo: Pseudomonas aeruginosa  

Recuento de inóculo estandarizado: Se evaluó la 
turbidez en las cinco réplicas simultáneas de cada 
dilución que permitió el crecimiento, lo cual estable-
ció el límite mínimo de recuperación de microrganis-
mos en los grupos de ensayo no menor del 90% (Tabla 
21). 

Producto: Amonio cuaternario al 0,25% 

Lote: 01 

Dilución: 10-2  

Número de ensayo: 1 

Microorganismo: Staphylococcus aureus  

Recuento de inóculo estandarizado: 

Límite de detección 

Se observó que el promedio de los recuentos de los 
microorganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococ-
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cus aureus, Bacillus subtilis en un tiempo de incubación  
de 3 días (Fecha 1) en comparación a 5 días (Fecha 2) 
y los microorganismos Candida albicans y Aspergillus 
brasiliensis en un tiempo de incubación de 5 días (Fe-
cha 1) en comparación a 7 días (Fecha 2)  de incuba-
ción, no presentaron diferencias significativas en los 
recuentos, ya que se observó que el p- valor es mayor 
a 0,05 con un intervalo de 95% de confianza, el cual 
llevó a concluir que los promedios son significativa-
mente iguales (Ver Tabla 22). 

Se demostró el cumplimiento de la estandarización 
de cepas, promoción de crecimiento, aptitud del mé-
todo, validación del método de neutralización y los 
parámetros de validación: exactitud, precisión, especi-
ficidad, límite de detección y robustez, se encontraron 
dentro de las especificaciones establecidas, por el cual 
se da validez al método, rechazando la hipótesis nula 
y aceptando la hipótesis alterna. 

 

Tabla 18. Propiedades Indicadoras de promoción de crecimiento e Inhibición de los medios de cultivo. 

Microorganismo (UFC) Grupo Número de casos Media (UFC/mL) Desviación estándar 
Coeficiente de variación 

(< 15%) 

Pseudomonas aeruginosa 

Prueba (A) 10-1 9 85,04 0,84 0,99 

Prueba (A) 10-2 9 85,81 1,43 1,66 

Control (B) 9 85,33 0,83 0,98 

Viabilidad (C) 9 85,41 0,55 0,64 

Staphylococcus aureus 

Prueba (A) 10-1 9 0,00 0,00 N/A 

Prueba (A) 10-2 9 58,00 1,20 2,07 

Control (B) 9 59,00 3,08 5,22 

Viabilidad (C) 9 59,26 1,32 2,23 

Bacillus subtilis 

Prueba (A) 10-1 9 0,00 0,00 N/A 

Prueba (A) 10-2 9 60,48 0,56 0,92 

Control (B) 9 61,15 0,78 1,28 

Viabilidad (C) 9 61,48 1,03 1,67 

Candida albicans 

Prueba (A) 10-1 9 82,67 1,62 1,97 

Prueba (A) 10-2 9 83,70 2,31 2,76 

Control (B) 9 83,19 1,36 1,63 

Viabilidad (C) 9 83,74 1,15 1,38 

Aspergillus brasiliensis 

Prueba (A) 10-1 9 51,67 0,91 1,77 

Prueba (A) 10-2 9 51,85 1,00 1,93 

Control (B) 9 52,00 0,82 1,57 

Viabilidad (C) 9 51,89 1,26 2,43 

N/A: no aplica los recuentos son contantes = 0. 

 
 

Tabla 19. Comparación entre grupo de Prueba (A) Dilución 10-2/ Grupo Control (B). 

Microorganismo (UFC) Grupo p-valor Conclusión 

Pseudomonas aeruginosa 
 Prueba (A) 10-2 

0,395 Grupo de Prueba = Grupo Control 
 Control (B) 

Staphylococcus aureus 
 Prueba (A) 10-2 

0,385 Grupo de Prueba = Grupo Control 
 Control (B) 

Bacillus subtilis 
 Prueba (A) 10-2 

0,054 Grupo de Prueba = Grupo Control 
 Control (B) 

Candida albicans 
 Prueba (A) 10-2 

0,570 Grupo de Prueba = Grupo Control 
 Control (B) 

Aspergillus brasiliensis 
 Prueba (A) 10-2 

0,735 Grupo de Prueba = Grupo Control 
 Control (B) 
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DISCUSIÓN 

La contaminación microbiana de los productos 
farmacéuticos es muy estudiada a nivel nacional co-
mo internacional. Las formas farmacéuticas parente-
rales y oculares deben ser estériles; las otras formas 
farmacéuticas no estériles también pueden ser conta-
minadas con microorganismos como bacterias y hon-
gos filamentosos, levaduriformes. Las materias pri-
mas, el equipamiento, el agua, el aire, etc., también 

pueden ser fuente de contaminación de los productos 
farmacéuticos (Chacón y Rojas, 2020). 

La estandarización de cepas microbianas obtuvo 
resultados reproducibles menores a 100 UFC en todos 
los microorganismos de prueba. Estos resultados son 
comparados con las especificaciones de la Farmaco-
pea Americana (USP NF, 2020), la cual es usada de 
referencia para productos farmacéuticos, donde indi-
ca que para la estandarización del inóculo no debe ser 
mayor de 100 UFC. 

 

Tabla 20. Límite de Detección de Pseudomonas aeruginosa. 

 A  B 

 Grupo de Prueba 

(UFC/mL) 

 Grupo Control  

(UFC/mL) 

 Muestra + Diluyente + Neutralizante + Inóculo  Diluyente + Neutralizante + Inóculo 

N° de Repeticiones 

Número de UFC/mL  Número de UFC/mL 

Inóculo Dil 1 Dil 2 Dil 3  Inóculo Dil 1 Dil 2 Dil 3 

84 42 21 11  84 42 21 11 

1era Repetición + + + +  + + + + 

2da   Repetición + + + +  + + + + 

3era Repetición + + + +  + + + + 

4ta   Repetición + + + +  + + + + 

5ta   Repetición  + + + +  + + + + 

Resultado de Límite de 

Detección ( >90%) 
>11 UFC  >11 UFC 

(+ ) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento. 

 

Tabla 21. Límite de Detección de Staphylococcus aureus. 

 A  B 

 Grupo de Prueba 

(UFC/mL) 

 Grupo Control  

(UFC/mL) 

 Muestra + Diluyente + Neutralizante + Inóculo  Diluyente + Neutralizante + Inóculo 

N° de Repeticiones 

Número de UFC/mL  Número de UFC/mL 

Inóculo Dil 1 Dil 2 Dil 3  Inóculo Dil 1 Dil 2 Dil 3 

67 34 17 8  67 34 17 8 

1era Repetición + + + +  + + + + 

2da   Repetición + + + -  + + + + 

3era Repetición + + + +  + + + + 

4ta   Repetición + + + +  + + + + 

5ta   Repetición  + + + -  + + + + 

Resultado de Límite de 

Detección ( >90%) 
>17 UFC  8 UFC 

(+ ) Presencia de crecimiento; (-) Ausencia de crecimiento. 
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Tabla 22. Estadística de muestras emparejadas en grupos de tratamiento. 

Microorganismo Grupo  
Media 

(UFC) 

Número 

de 

casos 

Desviación 

estándar 

Diferencias 

de medias 

Sig. 

(bilateral) 
Conclusión 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Prueba (A) 10-1 Par 1 
FECHA 1 85,04 9 0,84 

-0.111 0,081 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 85,15 9 0,84 

Prueba (A) 10-2 Par 1 
FECHA 1 85,81 9 1,43 

-0.037 0,347 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 85,85 9 1,43 

Control (B) Par 1 
FECHA 1 85,33 9 0,83 

-0.074 0,169 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 85,41 9 0,91 

Viabilidad (C) Par 1 
FECHA 1 85,41 9 0,55 

-0.074 0,169 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 85,48 9 0,58 

Staphylococcus 

aureus 

Prueba (A) 10-1 Par 1 
FECHA 1 0,00 9 0,00 

N/A - N/A 
FECHA 2 0,00 9 0,00 

Prueba (A) 10-2 Par 1 
FECHA 1 58,00 9 1,20 

-0.074 0,169 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 58,07 9 1,18 

Control (B) Par 1 
FECHA 1 59,00 9 3,08 

-0.111 0,081 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 59,11 9 3,19 

Viabilidad (C) Par 1 
FECHA 1 59,26 9 1,32 

-0.111 0,081 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 59,37 9 1,35 

Bacillus subtilis 

Prueba (A) 10-1 Par 1 
FECHA 1 0.00 9 0,00 

-0.111 0,081 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 0.11 9 0,17 

Prueba (A) 10-2 Par 1 
FECHA 1 60,48 9 0,56 

-0.037 0,347 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 60,52 9 0,58 

Control (B) Par 1 
FECHA 1 61,15 9 0,78 

-0.111 0,081 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 61,26 9 0,83 

Viabilidad (C) Par 1 
FECHA 1 61,48 9 1,03 

N/A - N/A 
FECHA 2 61,48 9 1,03 

Candida albicans 

Prueba (A) 10-1 Par 1 
FECHA 1 82,67 9 1,62 

-0.111 0,195 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 82,78 9 1,54 

Prueba (A) 10-2 Par 1 
FECHA 1 83,70 9 2,31 

N/A - N/A 
FECHA 2 83,70 9 2,31 

Control (B) Par 1 
FECHA 1 83,19 9 1,36 

-0.074 0,169 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 83,26 9 1,30 

Viabilidad (C) Par 1 
FECHA 1 83,74 9 1,15 

-0.037 0,347 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 83,78 9 1,11 

Aspergillus 

brasiliensis 

Prueba (A) 10-1 Par 1 
FECHA 1 51,67 9 0,91 

-0.074 0,169 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 51,74 9 0,89 

Prueba (A) 10-2 Par 1 
FECHA 1 51,85 9 1,00 

-0.111 0,195 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 51,96 9 0,99 

Control (B) Par 1 
FECHA 1 52,00 9 0,82 

-0.111 0,195 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 52,11 9 0,87 

Viabilidad (C) Par 1 
FECHA 1 51,89 9 1,26 

-0.111 0,195 
Promedios significativamente 

iguales FECHA 2 52,00 9 1,26 

N/A: No aplica. Los recuentos son constantes = 0. 
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En la investigación realizada por El-Houssieny et 
al. (2013) de productos no estériles como: suspensio-
nes, sólidos orales, cremas, etc., se evidenció que al-
gunos productos tenían recuentos microbiológicos 
mayores a 2000 UFC para bacterias mesófilas y mayo-
res de 20 UFC para mohos y levaduras. Los procedi-
mientos microbiológicos son importantes porque la 
contaminación cruzada es una problemática impor-
tante en la industria farmacéutica, el impacto que 
tiene sobre seguridad y eficacia es negativo. De ahí la 
importancia que los procedimientos sean validados 
de acuerdo con las exigencias de las BPM. 

La promoción de crecimiento permitió la recupe-
ración de los microorganismos que no deben diferir 
un factor mayor de 2, lo cual demuestra que los me-
dios de cultivo se encontraban aptos para su uso en 
los ensayos de aptitud y validación microbiológica del 
dispositivo médico evaluado. El cual es comparable 
con la Farmacopea Americana (USP NF, 2020) para la 
evaluación de medios de cultivo utilizado en el análi-
sis de productos farmacéuticos, el cual especifica que 
la recuperación de microorganismos no debe diferir 
en factor mayor de 2 con respecto a un inoculo estan-
darizado, podemos decir que Pseudomona aeruginosa 
es una bacteria potencialmente patógena, resistente a 
una variedad de antibióticos en la evaluación de Ca-
rrasco et al. (2020), encontró 40% de colirios con pre-
sencia de este microorganismo, que según la USP NF 
(2020), deben de ser estériles. Este microrganismo 
cuenta con diversos mecanismos de resistencia como 
porinas, bombas de expulsión, alteración del sitio 
blanco, producción de enzimas como betalactamasas, 
metaloenzimas y además tiene una propiedad impor-
tante como la formación de biofilms, su presencia 
indica que los sistemas de agua y limpieza de superfi-
cies son ineficientes y deben tomarse medidas correc-
tivas. 

La aptitud del método de recuento mediante la di-
lución y  neutralización con lecitina de soya 0,5% y 
polisorbato 80 4% en la dilución 10-1 no neutralizo 
completamente al amonio cuaternario, el cual no se 
observó la recuperación de los microorganismos de 
prueba:  Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, pero 
en la dilución 10-2 se logra neutralizar completamente 
al amonio cuaternario, permitiendo la recuperación 
de todos los microorganismos de prueba, en un por-
centaje de recuperación que no difiere en un factor 
mayor de 2, en el estudio de Araújo et al. (2011) utili-
zó como método de neutralización, el uso de lecitina 
de soja 0,5% y 0,4% de polisorbato 80, obteniendo una 
recuperación de microrganismos dentro del factor 2. 
A su vez, Arias et al. (2013) utilizaron como neutrali-
zante al polisorbato, presentando una recuperación de 
microorganismos mayor al 70%. Por su parte, Carras-
co et al. (2020) mostraron que el género Bacillus sp fue 

el más predominante en ese estudio, debido a la colo-
nización en los ambientes de producción de fármacos 
y la materia prima, una característica importante de 
este género es la formación de esporas que confiere 
resistencia a condiciones ambientales adversas y tam-
bién a la falta de nutrientes. Un hallazgo importante 
en esa investigación fue el aislamiento de enterobacte-
rias como Escherichia coli en los colirios un 3,3% y 
14,3% en los productos sólidos, este microorganismo 
es propio del microbiota intestinal de mamíferos y el 
hombre, su aislamiento en agua, alimentos y produc-
tos farmacéuticos es un indicador de contaminación 
fecal. 

La validación del método de neutralización pre-
senta igualdad de promedios en todos los microorga-
nismos y entre los grupos de Prueba (A) de la dilu-
ción 10-2 en referencia al grupo Control (B), observán-
dose un p- valor mayor al 0,05 por el cual se demostró 
eficacia adecuada del neutralizante, a su vez también 
se demostró la ausencia de toxicidad del neutralizante 
al presentar igualdad en los recuentros del grupo 
Control (B) en referencia al grupo Viabilidad (C), en la 
investigación de García y Paredes (2017) presentaron 
eficacia del neutralizante al obtener recuperación 
similar entre los grupos (A) y (B) y ausencia de toxici-
dad al comparar el grupo de (B) y (C). Arias et al. 
(2013) constató que el porcentaje de recuperación de 
los microorganismos como Staphylococcus aureus y 
Candida albicans en presencia de producto crecieron 
gracias a la propiedad inactivante del polisorbato con 
lecitina, se obtuvieron porcentajes de recuperación 
superior al 90% y el de Aspergyllus niger fue de 90 a 
93% cumpliendo con la USP NF (2020) es la que esta-
blece un porcentaje mayor al 70% para dar cumpli-
miento al parámetro. Podemos indicar que el Staphy-
lococcus aureus es un indicador de fuerte contamina-
ción por operadores y humanos, puede ser transpor-
tado por el polvo, piel, ropa y microgotas de hume-
dad, está ampliamente distribuido en la naturaleza se 
le encuentra en la piel y mucosas del hombre y otros 
animales, es un oportunista humano y causa la mayo-
ría de las infecciones agudas y piogénicas, sino se 
trata puede extenderse a todo el organismo, compro-
metiendo la vida del paciente. Este microrganismo se 
encuentra en la materia prima, principios activos de 
un producto farmacéutico y cosmético. 

En cuanto a la determinación de los parámetros de 
la validación, la exactitud de los porcentajes de recu-
peración demostró que los resultados de la relación 
de los promedios se encontraron dentro del intervalo 
de confianza (0,5 a 2), el cual cumplieron cuando hay 
recuperación de microorganismos; a su vez para la 
precisión entre los recuentos se observó que el máxi-
mo coeficiente de variación encontrado fue de 5,22%. 
El parámetro del límite de detección en la dilución   
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10-2 para el microorganismo Pseudomonas aeruginosa 
recupero 11 UFC y para Staphylococcus aureus 17 UFC; 
el parámetro de especificidad, estadísticamente de-
mostró la recuperación de los microorganismos en 
una dilución 10-2 en presencia del producto y neutra-
lizante, finalmente se demostró la robustez del méto-
do al no haber diferencias significativas de los recuen-
tos en las diferentes tiempos de incubación; en com-
paración con los hallazgos de Morales (2018) obtuvie-
ron resultados de exactitud dentro del factor de 2 en 
comparación al control; en la precisión demostró que 
en el grupo de prueba y grupo control, no presenta 
variabilidad significativa en los recuentos de acuerdo 
al valor de la prueba “t” de Student, para el paráme-
tro  robustez en referencia a los tiempos de incuba-
ción existe similitud en los recuentos para ambos 
grupos, a su vez Sueros (2013) obtuvo resultados de 
límite de detección 5 UFC/mL como la mínima canti-
dad detectada. Los resultados de precisión de cada 
analista, como entre ellos obtuvieron una desviación 
estándar relativa menor que 0,02. El parámetro de 
robustez se obtuvo usando distintos medios de culti-
vo y tiempo de incubación, y con un coeficiente de 
variación de máximo 15%. 

CONCLUSIÓN 

En el presente trabajo se realizó la validación mi-
crobiológica de un desinfectante de superficies de 
amonio cuaternario al 0,25% mediante el método de 
dilución-neutralización. Los inóculos estandarizados, 
elaborados con cepas de referencia, se realizaron si-
guiendo el procedimiento establecido en la farmaco-
pea. Los resultados fueron confiables y evidenciaron 
recuentos microbianos de bacterias, hongos y levadu-
ras dentro de los parámetros establecidos por la Nor-
ma Americana. Para la promoción del crecimiento de 
medios de cultivo, se demostró que estuvieron con la 
cantidad de nutrientes e inhibidores dentro de las 
concentraciones que indica el fabricante, óptimas para 
el recuento y validación del ensayo microbiológico 
con las cepas de referencia. 

La prueba de aptitud del método de recuento de-
mostró que las diluciones de trabajo permiten la re-
cuperación satisfactoria de los microorganismos con 
recuentos de bacterias, hongos y levaduras, además 
fue satisfactoria la recuperación de microorganismos 
específicos, dentro de los valores indicados por la 
Farmacopea Americana. 

La validación del método de neutralización se uti-
lizó con un grupo de prueba y un grupo control. Se 
evidenció que el procedimiento de neutralización 
resultó ser eficaz y no tóxico para los microorganis-
mos de prueba. 

Los parámetros de validación como exactitud, pre-
cisión, especificidad, límite de detección y robustez se 
realizaron sobre las bacterias, hongos y levaduras; 
todas cumplieron de acuerdo con las especificaciones 
establecidas por la Farmacopea americana. 
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