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1 . INTRODUCCION

El concepto de salas limpias tuvo su origen a finales del siglo XIX cuando microbidlogos y cirujanos des-
cubrieron que las bacterias que contenia el aire de las salas de operaciones causaban numerosas infec-
ciones y que estas se reducian de forma considerable cuando se realizaba la ventilacion de la dependen-
cia, se esterilizaba el material y se mantenian las medidas de higiene. La primera sala limpia moderna fue
disefada por Willis Whitfield, un fisico norteamericano, en 1960 y consistié en integrar en la sala un flujo
de aire constante muy filtrado, que expulsaba las impurezas al exterior (https://www.invent.org/inductees/
willis-whitfield).

Las salas blancas son actualmente un elemento imprescindible en determinados procesos de produccion
e investigacion. En los ultimos anos, en los hospitales, se ha incrementado el nUmero de estas salas mas
alla de las salas destinadas a los quiréfanos y habitaciones de pacientes inmunodeprimidos, de alto riesgo
infeccioso o pacientes criticos. La expansion de las salas blancas a los Servicios de Farmacia (prepa-
racion de citostaticos, formulaciones parenterales), Unidades de Reproduccién Asistida (preparacion de
embriones), Servicios de Medicina Nuclear (radiofarmacos y gammatecas) y Bancos de Sangre y Tejidos
(preparados celulares) es hoy una realidad en la rutina asistencial de nuestro Sistema de Salud. Este
documento hara referencia al control microbiolégico de las salas blancas de estas Unidades o Servicios.

Existe variabilidad en la terminologia utilizada cuando se habla de las salas blancas. Asi, podemos encon-
trar definiciones tales como salas de ambiente controlado o entornos controlados limpios, salas blancas y
salas limpias. La sala de ambiente controlado esta definida en la norma UNE EN ISO 171340 como “sala
con las estructuras e instalaciones especificas para controlar la contaminacion y los parametros ambienta-
les adecuados” y el entorno controlado limpio esta definido en la norma UNE-EN 17141:2021 como “zona
definida en la cual la contaminacion microbiolégica se controla con medios especificos” abarcando salas
limpias, zonas limpias, zonas controladas, areas limpias y espacios limpios. En realidad, en la mayoria de
las ocasiones, los términos salas blancas y salas limpias se utilizan indistintamente en la literatura aunque
hay documentacion, de determinados fabricantes de la industria, que especifica que la diferencia entre
ellas se encuentra en la pureza del aire, lo que determinaria los tipos de sistemas de ventilacion y filtrado
con los que cuentan (https://iscleanrooms.com/es/faqs/cual-es-la-principal-diferencia-entre-sala-blanca-y-
sala-limpia). A efectos practicos y dada la denominacion indistinta reflejada en las normativas vigentes y
bibliografia, utilizaremos en este documento los tres términos tal y como se refleja en todos los documen-
tos de consulta utilizados.

Una sala blanca o sala limpia, es un area cientificamente construida para trabajar en condiciones de asep-
sia, y esta disefiada para garantizar la exclusion microbiana y prevenir la contaminacion de materiales
estériles, componentes y superficies en operaciones asépticas. Conjuntamente con la exclusion, debe
conseguir una limitacién microbiana en las zonas ocupadas proximas a operaciones asépticas'. En la sala
blanca se controla la concentracién de particulas contenidas en el aire, pero ademas se deben controlar
otros parametros importantes como la temperatura, humedad y presion. La importancia de medir las par-
ticulas ambientales, reside en su capacidad de acumulacion sobre las superficies debido a la gravedad
y por la adherencia electrostatica. En los liquidos, se adhieren a las burbujas de aire y también tienen la
capacidad de adherirse a las paredes de conductos.

El objetivo pues de las salas blancas es limitar y controlar la concentracion de particulas de diferentes
tamafios en suspension en el aire, los niveles de contaminacién microbiana y mantener las condiciones
ambientales controladas (temperatura, humedad, iluminacidn, ruido), para conseguir en unos casos la pro-
teccion y seguridad de las personas y, en el caso que nos ocupa, para proteger los productos fabricados
de una posible contaminacién.
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2 . NORMATIVA VIGENTE

Las instalaciones hospitalarias son equipamientos cuyo disefio, instalacion, puesta en marcha y mante-
nimiento tienen repercusiones importantisimas en la salud de los usuarios de los centros hospitalarios. Por
tanto, todo este proceso debe ser tratado con el maximo rigor.

La Organizacion Internacional de Normalizacion, mas conocida como ISO, es el organismo que establece
y controla las normas internacionales de fabricacidén para todas las areas industriales, incluidas las salas
blancas, con el objetivo de estandarizacion de las normas a nivel internacional. La normativa constructiva
especifica de Salas Blancas es la serie de normas UNE-EN ISO 14644 Salas limpias y locales anexos
controlados sobre la que se basan un gran niumero de normativas relacionadas con las salas de ambiente
controlado. En nuestro caso, las normativas y guias de obligada consulta a efectos de elaboracién de este
documento (ademas de la citada UNE-EN ISO 14644) son las que se especifican a continuaciéon. Se ha de
tener en cuenta, que la mayoria de las guias encontradas para consulta se refieren a instalaciones de los
Servicios de Farmacia. Dadas sus estrictas condiciones y requisitos de control y procesamiento, se han
tomado como base para todas las salas blancas de los diferentes Servicios Hospitalarios objeto de este
documento.

* La validacion y cualificacion de las salas de ambiente controlado en los hospitales viene definida en la
UNE 171340:2020.

» El control de la biocontaminacion de las salas limpias y ambientes controlados viene definido en la re-
cién publicada UNE- EN 17141:2021 (sustituye a la ISO 14698).

* Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario. Anexo
I: Fabricacion de Medicamentos Estériles. Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sani-
tarios (AEMPS). Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social. (https://www.aemps.gob.es/indu-
stria-farmaceutica/guia-de-normas-de-correcta-fabricacion/)

* Guia de Buenas Practicas de Preparacion de Medicamentos en Servicios de Farmacia Hospi-
talaria. Direccion General de Cartera Basica del Servicios del SNS y Farmacia. Ministerio de Sanidad,
Consumo y Bienestar Social. (https://www.sefh.es/sefhpdfs/GuiaBPP_JUNIO_2014_VF.pdf)

* Guide to Good Manufacturing Practice for Medical Products. Part | and Part Il. Pharmaceutical
Inspection Convention. Mayo 2021. (https://picscheme.org)

A continuacion, se detalla la situacion de las normativas de obligado cumplimiento para el control de calidad
ambiental y de sistemas de climatizacion en Espana:

- Reglamento de Instalaciones Térmicas en los Edificios (RITE), aprobado por Real Decre-
to 1751/1998, de 31 de julio cuya actualizacién mas reciente ha sido publicada en el Real Decreto
178/2021, de 23 de marzo.

* Real Decreto-Ley 9/2014, de 4 de julio, por el que se establecen las normas de calidad y seguridad
para la donacion, la obtencién, la evaluacion, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la
distribucion de células y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento
para su uso en humanos.

* Higienizacion de los sistemas de climatizacion: UNE 100012:2005.

» Diagndstico de calidad ambiental interior: UNE 171330-1:2008 (en revision).

« Sistema de gestion de los ambientes interiores: UNE 171330-3:2010.

» Validacién y cualificacion de las salas de ambiente controlado en los hospitales incluyendo el labora-
torio de reproduccion asistida: UNE 171340:2020.

Todas las normas UNE se pueden conseguir en www.une.org
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Otras normas y documentos de interés:

- IEC 31010:2019: Proporciona informacién sobre métodos de evaluacion de riesgos para realizar la
gestion del riesgo de calidad.

- European Commission EudraLex “The Rules Governing Medicinal Products in The European Union”
Volume 4, EU Guidelines for Good Manufacturing Practice, Medicinal Products For Human And Veteri-
nary Use.

- FDA Guidance for Industry-Sterile Drug Products Produced by Aseptic Processing — Current Good
Manufacturing Practice.

- Parenteral Drug Association (PDA)Technical Report N° 13- Fundamentals of an Environmental Moni-
toring Program.

- Parenteral Drug Association (PDA)Technical Report N° 69 — Bioburden and Biofilm Management in
Pharmaceutical Manufacturing Operations.

- Parenteral Drug Association (PDA)Technical Report N° 70- Fundamentals of Cleaning and Disinfection
Programs for Aseptic Manufacturing Facilities.

- Pharmaceutical Microbiology Manual. Pharmaceutical Inspection Convention. Pl 007-6 “Recommenda-
tion on the Validation of Aseptic Processes.

- United States Pharmacopeia <1116> Microbiological Control and Monitoring of Aseptic Processing En-
vironments.

- United States Pharmacopeia <1072> Disinfectants and Antiseptics. Code of Federal Regulations Title
21. Volume 8. Cite 21 CFR 820.70 — Production and Process Controls

3. TERMINOS Y CONDICIONES

Ambiente controlado: zona donde estan controladas las fuentes de contaminacion con la ayuda de me-
dios especificos.

Area protegida o de trabajo: la que incluye la zona de trabajo y la zona de manejo de las sustancias, asi
como las placas estériles de cultivo de éstas, los equipos y demas materiales estériles para su manejo, asi
como la indumentaria del personal.

Contaminantes: toda entidad quimica, fisica o biolégica susceptible de producir un efecto indeseable so-
bre el producto o método.

Esclusa: local o zona intermedia que se utiliza para entrar desde o hacia las salas de ambiente controlado
y se utiliza para mantener la transferencia de aire contaminado de una zona a otra y que debe disponer de
puertas de apertura no simultanea.

Instalacion: sala limpia o una o varias zonas limpias juntamente con todos los procesos, sistemas de trata-
miento de aire, servicios y medios de funcionamiento.

Instalaciéon en funcionamiento: estado en el cual la instalacion esta funcionando en la manera especifica-
da, con el numero especificado de personas presentes y trabajando de la manera establecida.

Instalacion en modo reposo operacional: instalacion completa, con equipamiento instalado y en funcio-
namiento, pero sin personal presente.

Instalacion en modo reposo stand by: instalacién completa, con equipamiento instalado y en funciona-
miento, pero sin personal presente y ajustada al minimo para asegurar un grado aceptable de bioseguridad
minimizando el consumo energético.

Macroparticula: particula con un diametro mayor de 5 pym.
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Microorganismo de interés: contaminacion microbiologica que ha sido identificada como dafina para el
producto, para el proceso, o el destinatario previsto del producto dentro del entorno controlado limpio (el
uso del término microorganismo en las normas de consulta, solo incluye bacterias, levaduras y mohos).

Microorganismo viable: microorganismo vivo, cultivable o no cultivable.

Muestreo microbiolégico activo: muestreo del aire por medio de un equipo de aspiracion que impacta
sobre un medio de cultivo (agar) para determinar la carga microbiolégica ambiental (ufc/m3).

Particula: pieza diminuta de materia con limites fisicos definidos.
Particula viable: particula que contiene uno o mas microorganismos vivos.

Sala de ambiente controlado en hospitales: sala con las estructuras e instalaciones especificas para
controlar la contaminacion y los parametros ambientales adecuados.

Sala blanca o limpia: local en el que se controla y se clasifica la concentracién de particulas contenidas en
el aire y que se disefa, construye y utiliza de forma que se controle la entrada, la produccion y la retencién
de las particulas en el interior del local.

Tecnologia del aislador?: tecnologia de barrera que puede ser cualquier objeto material que separe o sir-
va de barrera u obstaculo fisico de contencidn. En procesos farmacéuticos se considera barrera cualquier
medio de proteccion incluyendo cortinas en las salas limpias, guantes, anteojos, mascaras faciales, cabinas
de seguridad bioldgica, etc.

Unidad de tratamiento de aire (UTA): equipo ensamblado en fabrica que consiste en diversas secciones
que contienen uno o varios ventiladores y los elementos necesarios para cumplir una o mas de las sigui-
entes funciones: mover, filtrar, purificar, calentar, enfriar, recuperar energia, humidificar, deshumidificar y/o
mezclar el aire.

Unidad formadora de colonia (UFC): numero minimo de células microbianas que tras su multiplicacion
da lugar al desarrollo de una colonia visible sobre la superficie de un medio de crecimiento microbioldgico
semisalido.

Validacion: proceso mediante el cual se obtienen pruebas documentales que demuestran que un proceso
o actividad mantiene un nivel de cumplimiento deseado en todas las etapas y debe incluir como minimo
la documentacién de los detalles del disefio, verificacion del disefio, verificacion de la instalacion y cualifi-
cacion de la misma.

Zona confinada: espacio dedicado exclusivamente a la preparacion de medicamentos especiales o pro-
ductos bioldgicos, equipado con un sistema de aire y filtracion tal que impide la contaminacion del medio
ambiente externo por agentes procedentes del interior de la zona.

Zona critica: espacio definido dentro de una sala de ambiente controlado que presenta una vulnerabilidad
particular a la contaminacion.

Zona limpia: espacio dedicado en el cual se controla y clasifica la concentracion de particulas contenidas
en el aire y que se disena, construye y utiliza de forma que se controle la entrada, la produccion y la re-
tencién de las particulas en el interior de la zona.

Zona periférica o de entorno: area en un ambiente controlado alrededor de una zona critica.

Todas estas definiciones han sido recogidas de los documentos de consulta y la bibliografia.

Y
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4 . GESTION DE LAS SALAS BLANCAS

Cada sala blanca es diferente en su aplicacidn y merece un proyecto con caracteristicas concretas, pero
hay una serie de consideraciones a tener en cuenta en todas ellas. Aunque en una sala blanca la instalacion
de climatizacion es fundamental, su gestion comprende ademas aspectos constructivos y de acabados,
el correcto disefo de los sistemas de acceso de personas y materiales, protocolos de funcionamiento del
personal, procesos de limpieza y sistemas de control y validacion. El proceso de validacion debe realizarse
por organismos de validacion externos e internos, incluyendo cualificaciones previas a la puesta en marcha,
postmantenimiento y anuales. Dentro de los parametros ambientales que deben medirse con una frecuen-
cia especifica, se encuentran los parametros especificos de microbiologia.

4.1.

Antes de proyectar una sala blanca siempre debe indicarse qué categoria se pretende conseguir y en qué
sistema de clasificacion. Existen numerosos sistemas de clasificacion de las salas blancas siendo la clasifi-
cacion ISO (regulada por la normativa ISO 14644-1) y la descrita en las normas de correcta fabricacion NCF
(Grados de A a D) de obligado cumplimiento en la industria farmacéutica tal y como ya se ha mencionado
anteriormente. La estandar US FED STD 209E (Clases 1 a 1.000.000 6 M1 a M7) que ha sido de las mas
utilizadas, fue derogada a finales del 2001 por las autoridades americanas quedando sustituida a todos los
efectos por la Norma ISO 14644. La norma UNE 171340:2020 hace una clasificacion en funcién del posible
riesgo de infeccion para el paciente.

Clasificacion ISO. La medicidon de la contaminacion del entorno es crucial en las salas blancas. La cla-
sificacion empleada por las normativas para las salas limpias toma como base la cantidad y tamafio de
las particulas presentes en el ambiente tanto en estado de reposo como en operacion. Dicha medicién se
realiza mediante contadores de particulas con tecnologia laser. Dependiendo del numero de particulas en
suspension por metro cubico de aire permitidas en cada recinto, éstos se subdividen en nueve tipos diferen-
tes (clasificacion ISO). El tamanio limite de particula a medir se sitia dentro del rango de 2 0,1 um a 5 um.
La normativa que lo regula es la ISO 14644-1, sobre la cual estd basada La Guia de Normas de Correcta
Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario (NCF).

Existe controversia en relacion a la medicion de particulas >5 pym (https://www.qualipharma.es/blog/nueva-
clasificacion-particulas-salas-blancas) ya que las normativas farmacéuticas consideran este tamano como
un elemento fundamental en la clasificacion de zonas y procesos estériles por dos motivos: representa una
alarma temprana sobre la posibilidad de un problema de contaminacién ya que son capaces de transportar
microorganismos y porque, aunque éstos en general tienen tamafios inferiores a 1 um, tienden a agruparse
en clusters formando unidades con tamafos superiores a 5 ym. Este aspecto es de importancia para los
Grados Ay B tanto en reposo como en operacion. Sin embargo, se han suprimido estos tamafos de par-
ticulas cuando se detectan bajos limites de contaje ya que algunas pueden ser detenidas en el interior de
los tubos de captacion si estos son demasiado largos, con lo cual no llegarian a la 6ptica del contador o lo
harian en momentos que no corresponden al muestreo del volumen de aire en el que estaban incluidas.
No obstante, aunque en la ISO 14644-1 regula el tamafio limite de particula a medir dentro del rango de
20,1 ym a 5 um, realizar contajes consecutivos o regulares de particulas >5 pm es recomendable ya que
la deteccion de bajos niveles de forma regular pueden indicar un fallo temprano del sistema de ventilacion,
calefaccion y aire acondicionado (HVAC), fallo en el equipo de llenado o puede ser diagndstico de malas
practicas durante el montaje de la maquina u operaciones de rutina.

En la tabla 1 se describe la clasificacion ISO con sus 9 clases de recintos.
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Tabla 1. ISO 14644-1. Categorias de limpieza en relacién a las particulas de aire para las salas blancas y
las zonas limpias.

ISO Clase Limites maximos de concentracién (particulas/m?® de aire
>0,1um >0,2 um >0,3 um > 0,5 um >1,0 um >5,0 um
ISOClase1 10 2

ISO Clase2 100 24 10 4

ISO Clase 3  1.000 237 102 35 8

ISO Clase 4 10.000 2.370 1.020 352 83

ISO Clase 5 100.000 23.700 10.200 3.520 832 29

ISO Clase 6 1.000.000 237.000 102.000 35.200 8.320 293
ISO Clase 7 352.000 83.200 2.930
ISO Clase 8 3.520.000 832.000 29.300
ISO Clase 9 35.200.000 8.320.000

Clasificacion segun la Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y
Veterinario (NCF). Para la fabricacién de medicamentos estériles se distinguen cuatro grados teniendo en
cuenta la limpieza del aire.

a) Grado A: zona donde se realizan operaciones de alto riesgo tales como la zona de llenado, de bandejas
de tapones, de ampollas y viales abiertos y de realizacién de conexiones asépticas. Normalmente estas
condiciones son provistas por estaciones de trabajo de flujo laminar. Los sistemas de flujo laminar deben
proporcionar una velocidad homogénea del aire en un intervalo de 0,36-0,54 m/s (valor orientativo) a nivel
del punto de trabajo en entorno abierto. Debe mostrarse y validarse el mantenimiento de la laminaridad. Se
puede utilizar un flujo de aire unidireccional y velocidades mas bajas en aisladores cerrados y con guantes.
b) Grado B: entorno para la zona de grado A en el caso de preparacion y llenado asépticos.

c) Grados C y D: zonas limpias para realizar fases menos criticas de la fabricacion de productos estériles.

Por lo tanto, de esta clasificacion se deduce que existe una categoria para las salas y otra categoria superior
para las cabinas protegidas de trabajo (Ver clasificacion en la tabla 2)

Tabla 2. Clasificacién de la limpieza del aire segun la Guia UE de Normas para la Correcta Fabricaciéon de
Medicamentos de Uso Humano y Veterinario (NCF) y Grados minimos recomendados.

Clasificacion de la Numero maximo permitido de particulas/m?
limpieza del aire segun
F guia UE de NCF En reposo

En operacion
> 0,5 um >5pum > 0,5 um >5pum

Zona local para A 3.520 20 3.520 20
operaciones de alto

riesgo (por ejemplo,

zona de llenado,

tapones, ampollas y

frascos abiertos,

uniones estériles)

Para preparacion y B 3.520 29 352.000 2.900
llenado en condiciones

estériles. Este es el

ambiente de fondo para

la zona de Grado A

Zonas limpias para C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
realizar las etapas
menos criticas en la D 3.520.000 29.000 Sin definir  Sin definir

fabricacion de
productos estériles
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Grados minimos recomendados

Zona de trabajo Grado Zona de trabajo Grado entorno zona de
trabajo

Cabina (CLF o CSB)* Grado A Grado B/C

Aislador Grado A Grado D

Clasificacion de la limpieza del aire segun la Guia UE de Normas para la Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Hu-
mano y Veterinario (NCF) y Grados minimos recomendados.
*CLF: cabina de flujo laminar, CSB: cabina de seguridad biolégica

Clasificacion de salas de ambiente controlado segun riesgo de infeccion para el paciente (UNE
171340:2020).

Se definen 5 zonas de riesgo:

Riesgo 1: Ligero
Riesgo 2: Moderado

a)
b)
c) Riesgo 3: Medio
d)
)

Riesgo 4: Alto
e) Riesgo 5: Muy alto

Existen tablas de equivalencia entre las diferentes clasificaciones (ver tablas 3 y 4). Los niveles de tipologia
de las salas de ambiente controlado en lo que se refiere a este documento, estan especificados en la tabla 4.

Tabla 3. Equivalencia entre las clasificaciones NCF y ISO 14644-1
EQUIVALENCIA ENTRE CLASIFICACION NCF-ISO

GMP (Grados) ISO 14644-1 (Internacional)
A Clase ISO 4.8 )
B Clase ISO 5
c Clase ISO 7
D Clase ISO 8

* Determinado por el limite de tamafio de particula > 5um

Tabla 4. Tipologia de salas de ambiente controlado y equivalencia entre las diferentes clasificaciones.

ZONA NIVEL DE EQUIVALENCIA ISO
RIESGO UNE
171340
Estado en reposo Instalacion en

(modo operacional) funcionamiento
Esterilizacion: proceso y 3 7 8
empaquetado
Almacén de productos estériles 3 7 8
Sala de preparacion de citostaticos 3 7 8
(presioén negativa)
Sala de preparacion de 2 7 8
alimentacion parenteral
Esclusas de alimentacion 2 7 8

parenteral y citostaticos

3]
1 ;elmc



DOCUMENTO CIENTIFICO

4.2.

En los hospitales son numerosas las areas que tienen diferentes niveles de riesgo de producir infeccion para
el paciente, bien sea por la propia intervencion que se ejerce sobre éste, o por la gravedad de su estado.
Ejemplos de las mismas son las zonas de hospitalizacion de pacientes infectocontagiosos, pacientes in-
munodeprimidos, areas quirurgicas, unidades de cuidados intensivos, unidades de quemados, unidades de
diagndstico intervencionista por imagen, areas de dialisis, etc. En este documento, hacemos referencia a las
actividades a realizar en los Servicios de Farmacia (preparacion de citostaticos, formulaciones parenterales),
Unidades de Reproduccion Asistida (preparacion de embriones), Servicios de Medicina Nuclear
(radiofarma-cos y gammatecas) y Bancos de Sangre y T ejidos (preparados celulares).

En este apartado, se especi ican las operaciones que deben realizarse en los diversos grados segun la cla-
sificacion NCF:

a) Las unidades de soplado/llenado/sellado utilizadas para la produccién aséptica estara provisto de
un chorro eficaz de aire grado A con un entorno al menos grado C.

Preparacion aséptica
1. La manipulacion de componentes y materiales de partida estériles (no sometidos a esterilizacion o
filtracion a través de un filtro), debe realizarse en una zona grado A con entorno grado B.
2. La preparacion de soluciones que son esterilizadas por filtracién durante el proceso debe
hacerse en un entorno grado C.
3. La manipulacién y llenado deben hacerse en una zona grado A con entorno grado B.
4. Antes de completar el taponado, la transferencia de los recipientes parcialmente cerrados,
debe hacerse en una zona grado A con entorno grado B o bien en bandejas de transporte selladas
en un entorno de grado B.

En el siguiente cuadro se detallan los grados para operaciones de preparacion aséptica:

Ejemplos de operaciones para preparacion aséptica

A Preparacion y llenado asépticos
C Preparacion de soluciones para filtrar
D Manipulacién de componentes tras su lavado

b) En las unidades de soplado/llenado/sellado utilizadas para la fabricacion de productos esterili-
zados al final del proceso, debe instalarse un entorno al menos grado D.

Productos sometidos a esterilizacion terminal

1. La preparacion de componentes de la mayoria de productos debe hacerse en un entorno al me-
nos de grado D, excepto cuando el producto tenga un elevado riesgo de contaminaciéon micro-
biana (composicion que favorezca el crecimiento microbiano, tiempo hasta esterilizacion, elaboracion
en recipientes no cerrados) en cuyo caso debe realizarse en un entorno grado C.

2. El llenado de productos debe tener un entorno al menos grado C.

En el siguiente cuadro se detallan los grados para operaciones de productos de esterilizacion:

o)
12 eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Ejemplos de operaciones para productos de esterilizacion terminal

A Llenado de soluciones
C Preparacién de soluciones para su posterior llenado cuando exista riesgo
inusual

Llenado de pomadas, cremas, suspensiones y emulsiones cuando no exista
riesgo inusual

D Preparacién de soluciones y componentes para su posterior
llenado/esterilizacion

4.3

En primer lugar, debera considerarse cual es la finalidad de la sala blanca que se desea construir, es decir, el
uso que se le dara ya que tal y como se ha descrito anteriormente, sus especificaciones seran distintas. Otro
aspecto a tener en cuenta seran las condiciones exteriores y la ubicacion de la sala que se desea disefar y
construir.

Tal y como se detalla en el punto 4.1, la norma UNE-EN ISO 14644 Salas blancas y locales anexos controla-
dos, es un estandar de clasificacion de la concentracion de particulas ambientales, aplicable a cualquier sala
limpia y a todos los procesos y/o productos que precisen de un control del grado de contaminacién del aire.
En el caso de las salas blancas de los Servicios de Farmacia destinadas a la preparacién de medicamentos,
Unidades de Reproduccion Asistida, Bancos de Sangre y Tejidos y Servicios de Medicina Nuclear deberan
considerarse las diferentes areas que pueden estar implicadas e interrelacionadas en los diferentes usos:
area de preparacion, almacenamiento, zonas auxiliares y equipos, debiendo tener siempre como objetivos
garantizar la proteccion del producto, la del personal que trabaja en dichas areas y la proteccién del medio
ambiente.

1. Disefo. En el disefio se debera decidir la distribucion de los espacios, cuantas puertas y ventanas tendra
la instalacién, como seran los cerramientos, el suelo, los accesos, etc. En resumen, se deberan estudiar y
prever la estructura fisica y las circulaciones, teniendo en cuenta las posibles zonificaciones, circuitos y ac-
cesos, sabiendo que el objetivo sera crear una caja estanca y hermética. El disefio debera tener en cuenta
la normativa vigente, tanto estatal como comunitaria y local. Otro aspecto fundamental esta relacionado con
los recursos disponibles: disponibilidad econdmica y de personal cualificado capaz de trabajar en equipo,
siendo fundamental la colaboracion entre los equipos técnicos (constructores, ingenieros, mantenimiento) y
sanitarios.

2. Divisiones interiores, suelos, paredes y techos. Independientemente de la clase de sala que se pro-
yecte construir, es deseable que presenten propiedades como:

2.1. Modularidad. El uso de paredes de tipo modular simplifica la extraccion individual de cada pieza, lo
cual significa un facil acceso que facilita la reparacion, modificacién o sustitucion del panel.

2.2. Prefabricacion. Permite una calidad constante, asi como la reduccion del tiempo de trabajo in situ,
siendo este un factor decisivo en las reformas de areas hospitalarias.

2.3. Calidad de acabados y de ejecucion. Deberan ser lisos y no porosos, resistentes a impactos y desgas-
te, asi como impermeables y resistentes a los diferentes productos de limpieza y desinfectantes; no deben
presentar hendiduras ni salientes que puedan facilitar la acumulacién de particulas. Las juntas deberan ser
estancas para poder lograr la presurizacién deseada e impedir la entrada de aire no controlado. Estos aca-
bados deberan caracterizarse por presentar facilidad de instalacion, mantenimiento y reparacion. En el caso
de los suelos deberan tener propiedades antiestaticas (y la correspondiente toma de tierra).

o)
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No debe olvidarse que todos los materiales empleados tienen que presentar baja combustibilidad y baja
emisién de humos.

3. Seguridad eléctrica. Es fundamental y hay que considerar todos los equipos y aparatos imprescindibles
para el buen funcionamiento de la sala. Debe cumplir las especificaciones de seguridad maxima de la nor-
mativa vigente aplicable.

4. Climatizacion. Es preciso climatizar las salas blancas para que el proceso de fabricacién sea correcto,
creando unas buenas condiciones de trabajo para el personal y minimizando cualquier riesgo de contamina-
cion cruzada. La instalacion de climatizacion debe eliminar los contaminantes que hay en el aire, aislar el
ambiente de las salas adyacentes (que comunican con la sala blanca) y conseguir un confort higrotérmico
adecuado.

5. Sistema de filtracion. Es el corazon de la sala blanca. Resulta evidente que la Unidad de Tratamiento del
Aire es un componente complejo y fundamental que consta de diferentes secciones, las cuales tienen una
mision concreta en el tratamiento del aire: impulsion, filtracion, calentamiento, enfriamiento, humidificacion,
etc. Sin olvidar el control de los diferentes niveles de presion segun las zonas y necesidades, las renovacio-
nes y movimientos de fluidos. Esta seccion es la responsable de la pureza del aire mediante diversos filtros
tipo HEPA compuestos por fibras de vidrio capaces de retener particulas y microorganismos.

6. lluminacion. Las luminarias deben ser empotrables y estancas, entre otras caracteristicas, sin olvidar la
eficiencia energética que puede facilitarse mediante controles de iluminacion que faciliten el encendido y
apagado sin necesidad de acceder a la sala blanca. Las iluminancias medias varian desde los 200 lux en
pasillos a los 1000 lux en el caso de las zonas de trabajo.

7. Instalaciones de acceso de personal o material. Es muy recomendable la instalacion de un siste-
ma SAS (Security Airlock System) para la entrada y salida de material; con este sistema, se evitan cambios
bruscos de temperatura y de presion cada vez que se accede a la sala blanca. Se construyen a medida y
constan, como minimo, de dos puertas que nunca estan abiertas simultaneamente; entre dichas puertas se
pueden incluir mirillas, aire ultra filtrado, sistemas germicidas, etc.

En el caso de las esclusas para entrada y salida del personal pueden incluirse elementos como las duchas
de aire impulsado a gran velocidad.

Teniendo en cuenta todas estas premisas, es importante destacar lo siguiente:

* En el disefo de las salas blancas, de cara al futuro mantenimiento de la misma, es importante la ubi-
cacioén de las salas de preparacion donde se colocaran las cabinas de flujo. Es conveniente que estas
salas estén fisicamente ubicadas en una zona de la sala blanca con acceso directo al exterior mediante
una unica apertura de paneles. Si fuese necesario un cambio de cabinas, solo seria necesario desmontar
un panel del recinto para poder sacar y/o introducir una nueva cabina. Tras esto, la colocacién y nuevo
sellado del panel retorna la funcionalidad a la totalidad de las salas blancas.

» Un parametro importante que tiene su influencia en la clase de limpieza del aire y, consecuentemente,
en la calidad del producto farmacéutico, es el control de la presién estatica en la sala. Se debe definir un
gradiente de presiones en escala ascendente o descendente, segun se defina el proceso a realizar. En el
caso de la fabricacion de productos estériles, con el fin de prevenir una posible contaminacion, la cadena
de presiones de cada uno de los compartimentos sera de menor a mayor, en intervalos de 10-15 pasca-
les positivos. Si por el contrario el producto a procesar es virico, bacteriano, citotdxico o biopeligroso y la
prevencion es que no salga contaminacion al exterior desde la zona de produccidn, el juego de presiones
debera ser a la inversa, negativas y en forma ascendente.

)
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8. Equipamiento en salas de preparacion de medicamentos y otros productos de uso humano esté-
riles.

8.1. Medicamentos y productos estériles no peligrosos.

8.1.1. Cabinas de flujo laminar horizontal para trabajar en condiciones de esterilidad y ausencia de
particulas garantizando la total proteccion del producto.

8.1.2. Dispensador de solucion antiséptica estéril para el lavado de manos.

8.1.3.Contenedor de residuos G-Il (clasificacion del grupo de residuos sanitarios segun peligrosidad).

8.2. Medicamentos y productos peligrosos.

8.2.1. Senalizacion de la instalaciéon (RD 485/1997, 14 de abril).
8.2.2. Cabina de seguridad bioldgica Clase Il tipo B2 o Clase lll (aislador). Imprescindibles para el
manejo de citostaticos y medicamentos o materiales peligrosos.

9. Equipamiento para manipulacion de medicamentos y productos peligrosos no estériles.

9.1. Campanas de humo para manipulacion de polvos toxicos.

9.2. Dispensador de solucion antiséptica.

9.3. Contenedor de residuos citostaticos G-IV (clasificacion del grupo de residuos sanitarios segun peli-
grosidad).

10. Mobiliario. Constara, entre otros, de diversas bancadas de trabajo y bancadas separadoras de zonas,
vitrinas, estantes, percheros, lavaojos, dispensadores de desechables, asi como de material propio de labo-
ratorio y ordenadores.

4.4

Los procedimientos de trabajo de cada una de las salas blancas deberan establecer, entre otros, los pro-
tocolos de entrada y salida de las areas, asi como el uso de los equipos de proteccion individual.

En una sala blanca debe trabajar el personal necesario minimo y, siempre que sea posible, deberia ser
habitualmente el mismo (personal fijo) ya que, generalmente, los problemas suelen ocurrir con personal
de sustitucidon o eventual. Estas situaciones deben minimizarse implementando una adecuada formacién
para cada sala concreta bajo unos estrictos protocolos de trabajo. Como maxima, hay que recordar que
en una sala blanca no puede trabajar nadie que carezca de una formacion adecuada.

Las guias PIC/S Guide to Good Manufacturing Practice for Medicinal Products publicadas en mayo de
2021 (https://www.picscheme.org), detallan todo lo relacionado con el personal en los diferentes escena-
rios en funcion de los productos que se estén preparando con diferentes anexos: productos medicinales
estériles, fabricacion de medicamentos de terapia avanzada para uso humano, radiofarmacos y productos
veterinarios, entre otros.

Todos estos anexos tienen en comun algunos aspectos que se describen a continuacién, aunque se reco-
mienda su consulta para aspectos mas concretos de cada uno de los productos y situaciones.

Asi pues, todo el personal (incluido el que se ocupa de la limpieza y el mantenimiento) deberia recibir
formacion periddica que debe incluir referencias a la higiene y a los elementos basicos de Microbiologia.
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Cuando sea necesaria la contratacion de personal externo que no haya recibido dicha capacitacion (por
ejemplo, contratistas de construccion o personal de mantenimiento), se debe prestar especial atencion a
su instruccion y supervision.

Los altos estandares de higiene y limpieza personal son esenciales y debera resaltarse la importancia para
que el personal implicado notifique cualquier condicién que pueda causar la liberacion de cantidades o tipos
anormales de contaminantes.

En relacién a la indumentaria y vestimenta, su calidad debe ser adecuada para el proceso y el grado del
area de trabajo. Debe usarse de manera que se proteja el producto de la contaminacién:

- Los relojes de pulsera, el maquillaje y las joyas no deben usarse en areas limpias.

- El cambio y el lavado deben seguir un procedimiento escrito disefiado para minimizar la contamina-
cién de la ropa del area limpia o el arrastre de contaminantes a las areas limpias.

La descripcién de la ropa requerida para cada grado se detalla a continuacion:

» Grado D: el cabello y la barba deben estar cubiertos. Se debe usar un traje de proteccion general y
zapatos o chanclos adecuados y tomar las medidas adecuadas para evitar cualquier contaminacion
proveniente del exterior del area limpia.

* Grado C: el cabello y, en su caso, la barba y el bigote deben estar cubiertos; usar un traje pantalén
de una o dos piezas, fruncido en las mufecas y con cuello alto y zapatos o chanclos adecuados. Lo
deseable seria no desprender fibras ni particulas.

* Grado A/ B: el arnés debe cubrir totalmente el cabello y, cuando corresponda, la barba y el bigote;
debe estar metido en el cuello del traje. Se debe usar una mascarilla para evitar el derramamiento
de gotitas. Se deben usar guantes apropiados de plastico o goma esterilizados, sin polvo, y calzado
esterilizado o desinfectado. Las perneras de los pantalones deben meterse dentro del calzado y las
mangas de la prenda dentro de los guantes. La ropa protectora no debe desprender fibras o material
particulado, asi como retener las particulas desprendidas por el cuerpo.

No se debe introducir ropa del exterior en los vestuarios que conducen a las salas de grado B y C. Para
cada trabajador en un area de grado A/ B, se deben proporcionar prendas protectoras limpias y estériles
(o adecuadamente desinfectadas) en cada sesion de trabajo. Los guantes deben desinfectarse periodi-
camente durante las operaciones. Las mascarillas y los guantes deben cambiarse como minimo en cada
sesion de trabajo.

La ropa del area limpia debe limpiarse y manipularse de modo que no acumule contaminantes adicionales
que puedan desprenderse con posterioridad. Son deseables instalaciones de lavanderia independientes y
especializadas para esta ropa, ya que el tratamiento inadecuado podria dafiar las fibras y, por tanto, incre-
mentar el riesgo de desprendimiento de particulas.

En la Tabla 5 se resumen los requerimientos minimos de vestuario segun los grados de la clasificaciéon de
la NCF.
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Tabla 5. Requerimientos minimos de vestuario segun los grados de las salas (Clasificacion NCF)

Clasificacion Vestuario Descripcion

Grado D

Grado C

Grado A/B*

Mascarilla Dependiendo del proceso, al menos barba y bigote cubierto

Gorro El pelo debe estar cubierto

Traje Traje de proteccién estandar

Zapatos Zapatos desinfectados, esterilizados o calzas

Guantes Dependiendo del proceso

Mascarilla Dependiendo del proceso, al menos barba y bigote cubierto

Gorro El pelo debe estar cubierto

Traje Un traje pantalon de una o dos piezas fruncido en las mufiecas
y de cuello alto

Zapatos Zapatos desinfectados, esterilizados o calzas

Guantes Estériles, de goma sin polvo o de plastico

Mascarilla Estéril de un solo uso. Debe cubrir totalmente el vello facial.
Proteccién ocular estéril/ la cobertura dependera del proceso

Gorro Estéril de un solo uso. Debe cubrir el pelo totalmente. Debe de
estar introducido dentro del cuello del traje

Traje Mono estéril. Las mangas introducidas dentro de los guantes

Zapatos Calzado esterilizado. Perneras que deben introducirse dentro
del calzado

Guantes Estériles, de goma sin polvo o de plastico

* La ropa protectora no debe desprender fibras o material particulado, asi como retener las particulas desprendidas por el

cuerpo.

5. GESTION DEL SISTEMA DE CALIDAD: ESTRATEGIAS PARA EL CONTROL DE LA

CONTAMINACION

Es fundamental establecer un control de la contaminacion microbiolégica adecuado de la sala blanca. Este
sistema de gestion de la calidad debe ser capaz de identificar, controlar y monitorizar todos los factores
que puedan influir en la contaminacion microbiologica del producto, asi como de documentar todos los

resultados.

Los atributos deseables para dicho sistema deben considerar los pasos siguientes:

1. Identificar todas posibles fuentes y rutas de contaminacion microbiolégica de los microorganis-
mos considerados de interés:

- Las personas son una importante fuente principal de contaminacién; otras fuentes principales son los
materiales de los productos, los equipos, servicios como el aire comprimido y el agua para inyeccion.

- Fuentes asociadas son las superficies (suelos, paredes, carros, contenedores de desinfectantes, etc)
y areas adyacentes (vestuarios, pasillos).
- Las rutas de transferencia de contaminacion microbioldgica son el contacto superficial, los liquidos y la
sedimentacién de las particulas suspendidas en el aire.

2. Evaluar el riesgo originado por las fuentes y rutas con el fin de introducir o mejorar los métodos
de control de la contaminacioén microbiologica:

- Pueden usarse diferentes sistemas para evaluar el riesgo como el sistema HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points) o cualquier otro que puede consultarse en la norma IEC 31010: 2019. Gestion de
Riesgos: Técnicas de Evaluacion de Riesgos. La evaluacion del riesgo debe identificar las variables que
deben monitorizarse y qué contaminacion microbioldgica debe ser medida con el objetivo de controlar todos
aquellos riesgos que puedan tener un efecto perjudicial en la calidad del producto, en el paciente o en el

consumidor.
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- Los resultados de estas evaluaciones del riesgo deben ser documentados y revisados peridédicamente.

3. Establecer un programa de monitorizacién y métodos de muestreo validos para monitorizar la
fuente de contaminacion:

- El sistema de control microbioldgico debe especificar los métodos de medicion asociados.

- Las ubicaciones de la monitorizacién y el numero de estas deberan tener en cuenta el tipo de producto
fabricado, asi como la actividad que se lleva a cabo en la sala de entorno controlado.

- Aplicar el proceso de mejora continua Planificar-Implementar-Comprobar-Actuar puede ser de gran
ayuda para revisar cuales son las ubicaciones mas optimas, asi como su numero y frecuencia.

4. Establecer objetivos, niveles de alerta y de actuacion y medidas a tomar en caso de excederse los
niveles:

- Debe especificar los niveles de microorganismos de interés tanto en el aire como en las superficies;
también debe especificar las condiciones de alerta de acuerdo a las cuales deberan emprenderse accio-
nes.

- En los casos en los que se exceda un nivel de actuacion, el plan de monitorizacidén debera especificar
qué actuacion debe realizarse para recuperar el control microbiolégico.

5. Verificacion continuada de la efectividad del sistema de control de la contaminaciéon microbiol6-
gica:

- Revisién de tasas de la contaminacion del producto, resultados de monitorizacion ambiental, métodos
de control y monitorizacién de los limites con objeto de, si fuera el caso, modificarlos adecuadamente.

6. Control de las estufas de incubacion:

- Las estufas o incubadoras deben de tener una cualificacién adecuada antes de su uso y funcionamien-
to. El rango de temperatura debe ser cartografiado para garantizar que todas las ubicaciones de la estufa
alcanzan y mantienen la temperatura de incubacion dentro de una desviacion de +2,5°C. Esta califica-
cion deberia realizarse al menos una vez cada tres anos. Aparte de esta calificacién, la temperatura del
incubador debe ser monitorizada de forma continua durante su uso rutinario y en caso de detectar una
desviacion de las temperaturas requeridas emitir una alarma.

7. Control de los medios de cultivo:

- Para verificar el rendimiento de los medios de cultivo utilizados, deben llevarse a cabo periédicamente
ensayos de promocién del crecimiento con cepas comerciales (BioBall®). Brevemente, consiste en rehi-
dratar las cepas suministradas y sembrar los medios de cultivo con una alicuota que contenga un indculo
conocido (generalmente 100 pl de una suspension de 102 ufc/ml) . Los recuentos obtenidos deben estar
en el rango esperado en funcién del inéculo utilizado.

8. Documentacion y mantenimiento de la misma:

- Todo el sistema de control microbioldgico debe estar documentado y revisarse regularmente, ademas
de actualizarlo con los cambios incorporados.

- Los informes deben mostrar el analisis de la monitorizacion ambiental y de las desviaciones de los re-
sultados esperados. Seran de especial utilidad la evaluacion de los datos, el analisis de tendencias y la
investigacion de los registros de resultados fuera de especificaciones.
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9. Formacion y sensibilizaciéon de todo el personal que esta implicado en la sala a estudio y monito-
rizacion:

- Debe capacitarse al personal mediante formacion adecuada que debera ser registrada. El personal
debe efectuar Unicamente aquellas actividades para las cuales estan cualificados y autorizados para
desempenfarlas (consultar en ISO 14664-5).

6. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LAS SALAS BLANCAS
6.1.

Todos los Servicios Hospitalarios que cuentan con salas blancas deben implantar un plan de control am-
biental que evalue y controle los factores que suponen un riesgo para la contaminacion microbiolégica y que
garantice la eficacia de las medidas implantadas. En este plan debe incluirse el procedimiento de monitori-
zacién microbioldgica en el que, a su vez, deben constar, entre otros:

* Los controles microbiolégicos a realizar sobre instalaciones y personal
* Puntos y frecuencia de muestreo

* Limites de aceptacion y alerta sobre los resultados obtenidos

* Procedimientos de registro de resultados

Cuando se excedan los limites de alerta o admisibles, deberan ponerse en marcha las acciones preventivas
y correctivas adecuadas, asi como la investigacion de las causas. Todos estos aspectos deben estar recogi-
dos en el plan de control ambiental.

Los procedimientos generales de toma de muestras para llevar a cabo la monitorizacidon microbiologica del
aire y superficies son similares en todos los casos, mientras que los limites admisibles de recuento de mi-
croorganismos, asi como la frecuencia y puntos de muestreo, estan directamente relacionados con la clasi-
ficacion en funcion del riesgo de la sala 0 ambiente controlado.

6.2

6.2.1. Recogida de muestras

El personal técnico que lleva a cabo la toma de muestras debe estar formado especificamente para esta
tarea y cumplir la normativa establecida en cuanto a higiene y vestuario apropiado antes de entrar a la zona
controlada. Los requisitos de vestuario dependeran de la clasificacion de la sala a la que se accede.

La toma de muestras de aire, en general, puede realizarse mediante dos métodos:

A) Captacion activa con muestreadores de aire volumétricos
B) Sedimentacion en placa

Son métodos complementarios y no excluyentes que se seleccionaran en funcion de las caracteristicas del
procedimiento que se monitoriza. EI monitoreo microbioldgico puede llevarse a cabo en las salas en reposo
(dispuestas para su utilizacion, pero sin personal trabajando) o en funcionamiento (con personal trabajando
en las condiciones habituales).

A) Captacion activa con muestreadores de aire volumétricos

Es el método recomendado para la toma de muestras de aire en todas las salas de ambiente con-
trolado, cualquiera que sea su clasificacién. EI muestreador volumétrico por impacto directo es un
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dispositivo que aspira un volumen de aire constante, regulable, durante un tiempo determinado,
haciéndolo pasar a través de un cabezal perforado, para impactar finalmente sobre un medio de culti-
vo. Se utiliza una placa de Petri estandar de 90 mm de diametro, abierta, colocada dentro del cabezal.
El flujo de aire ha de ser suficiente para recoger las particulas sin dafiar aquellas que sean viables. Ge-
neralmente se recomienda que la muestra se tome durante 10 minutos a un caudal de 100 L de aire por
minuto (volumen final de la muestra de 1 m?®). El cabezal debe desinfectarse entre cada toma de muestra
si no se dispone de varios cabezales para ir cambiandolos. La desinfeccion puede hacerse con alco-
hol y gasa estéril. Al final de cada jornada de trabajo, el cabezal debe esterilizarse por autoclavado?.

Existen otros tipos de muestreadores volumétricos por impacto indirecto, menos utilizados, que hacen pa-
sar el aire a través de un liquido o un filtro que se transfiere posteriormente a un medio de cultivo sdlido.

El fabricante debe garantizar la idoneidad de los muestreadores volumétricos para la eficiencia en la recogida
de las particulas que contienen bacterias (particulas viables). El operador del dispositivo debe asegurarse
de que el muestreador se somete a revisiones periddicas para llevar a cabo la calibracidon del caudal de as-
piracion.

B) Sedimentacion en placa

La sedimentacion en placa es un método pasivo y semicuantitativo (ya que no se determina el volumen de
aire muestreado), utilizado generalmente para toma de muestras de aire en cabinas de flujo laminar u otros
puntos de interés donde no se puede acceder facilmente con un muestreador volumétrico. La recogida de
muestra se lleva a cabo mediante la exposicion al aire de placas de Petri estandar con medio de cultivo,
durante un tiempo que puede oscilar entre 1 y 4 horas. No deben sobrepasarse las 4 horas de exposicion
por la desecacion a la que se veria sometido el medio de cultivo. Si es necesario exceder las 4 horas por
la larga duracién del proceso a monitorizar, deberan utilizarse otras placas adicionales tras este periodo
de tiempo.

El método de sedimentacion tiene la ventaja de que puede utilizarse para llevar a cabo el monitoreo conti-
nuado durante un procedimiento especifico de trabajo. Sin embargo, al ser un método menos sensible que
el volumétrico, no se recomienda su utilizacion salvo en las situaciones especificadas, entre otras razones,
porque los resultados pueden verse afectados por las turbulencias del aire. Normalmente, la toma de mues-
tras durante el monitoreo continuado “en proceso” la lleva a cabo el mismo técnico que trabaja en la cabina,
con lo que los medios se recibiran ya inoculados en el laboratorio.

6.2.2. Frecuencia del muestreo y puntos de toma de muestra

La ubicacion de los puntos de toma de muestras y frecuencia del muestreo se establecen en funcion de los
atributos de la sala a monitorizar. El nivel de riesgo, y, por tanto, el grado de clasificacién de la zona contro-
lada, determina la frecuencia de muestreo. Como se ha comentado, la normativa ISO 14644 establece la
clasificacion de las salas blancas en funcion de la limpieza de aire mediante medicion de particulas (clases
ISO). Por su parte, las Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos Europeas (NCF), directrices
fundamentales que definen los estandares de calidad en la fabricacion de medicamentos, establecen una
clasificacion en 4 grados de la letra Aa la D. La relacion entre ambas, queda como se muestra en la tabla 3.

Las cabinas de flujo laminar son zonas de ambiente controlado de grado A, mientras que el entorno de la
cabina puede estar clasificado como grado B (para preparacion o llenado aséptico) o C. El resto de salas de
preparacion de productos generalmente seran de grado D, excepto aquellas donde se manipulen productos
de alto riesgo de contaminacion microbiana, que deben ser grado C. Las esclusas de paso de material pue-
den considerarse grado C o D en funcién de la clasificacion de las salas que comuniquen, debiendo adoptar
la clasificacion de la sala mas limpia. Atendiendo a esta clasificacion, la frecuencia de muestreo rutinario de
aire se presenta en el siguiente cuadro:
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Clase ISO (1O 14644-1)

5 Por turno
6 Dia de trabajo
7 Semanal
8 Mensual

Por tanto, el muestreo de salas generales de fabricacion deberia tener una frecuencia mensual, mientras que
la monitorizacion microbioldgica “en proceso”, dentro de las cabinas, se debe realizar por turno de trabajo, y
la del entorno de la cabina sera semanal o diaria.

La normativa define igualmente el numero minimo de puntos de muestreo en funcion de la extension de la
sala, segun se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Medicion de aire en funcién de la superficie de la sala

Superficie de sala limpia en m? Numero minimo de ubicaciones para mediciones
de aire activo

<8
> 8 <28
>28<52
>52<68
>68 <104
> 104 <148
> 148 <232
> 232 <436 !
> 436 < 1000
>1000 A determinar usando la formula N,

©oo~NOOOhWN -

Extraido de la norma UNE-EN 17141:2021(toma como base la normativa ISO 14644)

N, =[27X(A/1000)] / 3

donde

N, es el nimero minimo de ubicaciones de muestreo a evaluar, redondeando al numero entero superior
A es la superficie de la sala limpia en m?

Los puntos de toma de muestras, por lo general, estaran situados en el centro de la sala, a una altura del sue-
lo de 1,5 m aproximadamente (altura de trabajo). En el caso de las cabinas de flujo, se situaran las placas en
el centro de la repisa horizontal, estando la cabina en funcionamiento. Pueden afadirse puntos de muestreo
adicionales si las caracteristicas de la sala lo requieren.

En determinadas situaciones sera necesario tomar muestras de cultivo adicionales a las de rutina, por ejem-
plo, al inicio de actividad de un sistema, tras la limpieza realizada cuando se sobrepasan los limites estable-
cidos, tras cambios de filtros o cuando haya obras cercanas. En general, después de cualquier actuacion
derivada de una accion correctiva y/o preventiva considerada en el plan de control ambiental.

6.2.3. Transporte y conservacion de la muestra

Una vez recogida la muestra de aire, debe extraerse la placa del muestreador, poner la tapa y sellar con film
para evitar contaminaciones durante el transporte. Es imprescindible asegurar la correcta identificacion de las
muestras, indicando la sala o zona en la que se ha tomado. El envio al laboratorio se realizara lo antes posible,
a temperatura ambiente. Una vez recepcionadas, se procedera al registro en el sistema informatico (SIL), siendo
conveniente una metodologia de registro que permita consultar el histérico de resultados de cada instalacion
controlada.
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6.2.4. Procesamiento de la muestra

Los medios se incuban en estufa convencional, con lectura diaria de las mismas, tanto de bacterias mesdfilas
como de hongos. En la normativa vigente se establecen los limites admisibles en el recuento de microor-
ganismos, pero no se hace referencia especifica a la presencia de hongos. Se debe informar, por tanto, del
recuento total de microorganismos, incluyendo hongos y bacterias. No obstante, consideramos que la pre-
sencia de hongos deberia advertirse a los responsables del control de calidad de las salas blancas, mediante
informes especificos.

Recuento bacteriano:

Se anotara el recuento de colonias, por lo general sin identificacion de especies. En algunos casos puede ser
de interés realizar identificacion del microorganismo (por ejemplo, crecimiento en grado A y B) para aportar
informacion sobre el posible origen de la contaminacion. En general, no esta indicada la realizacion de anti-
biograma.

Recuento de hongos:

Se anotara el recuento de micelios (colonias) y se identificaran hasta el nivel de especie siempre que sea po-
sible, mediante la metodologia disponible en el laboratorio. La espectrometria de masas MALDI-TOF puede
resultar muy util si el hongo en cuestion esta registrado en la base de datos utilizada por el sistema. En caso
contrario, las técnicas clasicas como las tinciones para hongos (azul de lactofenol, técnica de impactacion
con cinta adhesiva) y la observacion de caracteristicas morfoldgicas al microscopio con bajo aumento o lupa,
pueden aportar informacioén suficiente para una identificaciéon preliminar. Es de especial relevancia la identifi-
cacion rapida y precisa de los hongos patégenos clasicos como Aspergillus spp., Mucorales y Scedosporium
spp. por su potencial patégeno.

6.2.5. Medios de cultivo y condiciones de incubacién

El agar triptona de soja (TSA) es un medio no selectivo que permite el crecimiento de bacterias, hongos
y levaduras, y es de eleccion para llevar a cabo el control microbioldgico del aire. Adicionalmente, puede
utilizarse un medio especifico suplementado con dextrosa para favorecer el crecimiento de hongos (agar
Sabouraud-dextrosa). Existe una variedad de agar TSA irradiado y de triple embolsado (TSA3), que permite
la eliminacion sucesiva de las envolturas al acceder a zonas mas limpias (de mayor clasificacion). Este agar
esta especialmente fabricado para la monitorizacion ambiental cumpliendo con la normativa de la Farma-
copea Europea. Cuando sea necesario detectar un microorganismo de interés, podra utilizarse un medio
selectivo y/o diferencial apropiado, a criterio del especialista en Microbiologia.

Antes de utilizar los medios de cultivo, es necesario realizar una inspeccion visual de los mismos, verificando
la esterilidad, hidratacion, ausencia de agua de condensacion y fecha de caducidad.

Las condiciones de incubacion, recomendadas en la ISO 17340, se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Medios de cultivo y condiciones de incubacion recomendados para la toma de muestras de aire y
superficies (ISO 171340).

Microorganismos Medios de cultivo Temperatura Tiempo de incubacion \
Bacterias aerobias TSA* 35-37°C 3 dias
Hongos SDA** OPCION 1

1°-37°C £ 1°C 1-2 dias

2°- temperatura ambiente | 2-5dias

OPCION 2

25°C-31°C £1°C 5-7 dias

* Agar triptona de soja; ** agar Sabouraud-dextrosa
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6.2.6. Criterios de interpretacion de resultados

La normativa Europea de NCF establece los limites de contaminacion microbiolégica admitidos, en funcion
del grado de clasificacion de la sala, que pueden hacerse extensivos para todos los tipos de salas blancas
hospitalarias. Es recomendable establecer, adicionalmente, limites de alerta que permitan iniciar la investi-
gacion de las causas del aumento de la contaminacidn microbiana y corregir las situaciones que la estén
originando. Aunque no hay una normativa que indique cuales deben ser esos limites, se puede acordar una
cifra que equivalga a un porcentaje de los limites de accion. De esta manera, si se acuerda un porcentaje
que consideramos adecuado, del 70%, los limites recomendados quedarian establecidos como se muestra
en la tabla 8.

Tabla 8. Limites de contaminacion microbiolégica recomendados en funcion del grado de clasificacion am-
biental y tipo de muestra.

Limites de contaminacion microbiolégica recomendados (alerta/accion)?

Grado Muestra Placa de Placa de contacto Impresion de guantes: 5
de aire sedimentacion diametro 55 mm dedos (ufc/guante)
impactado diametro 90 mm (ufc/placa)
(ufc/m3) (ufc/ placa /4
horas)®
A <1/NA <1/NA <1/NA <1/NA
B 10/7 5/3 5/3 5/3
C 100/170 50/35 25/17 NA/NA
D 200/140 100/70 50/5 NA/NA

@Valores medios
® El tiempo de exposicion de las placas debe ser igual o inferior a 4 horas
NA: no aplicable

Los resultados de una unica muestra pueden no ser representativos de la situacion, por lo que se recomienda
analizar la evolucion de los resultados en el tiempo para detectar las desviaciones, aunque no se sobrepasen
los limites establecidos.

6.2.7. Informacioén de resultados

Los cultivos deben revisarse diariamente para facilitar la emision rapida de resultados preliminares en caso
de detectarse contaminacion que supere los limites establecidos.

* Recuento total de microorganismos: si el recuento esta dentro de los limites admisibles, se emitira un
unico informe al final del periodo de incubacién. En caso de sobrepasar los limites antes de la finalizacién
del periodo de incubacion, se puede emitir un informe provisional con el recuento preliminar.

* Recuento de hongos: si el resultado es negativo, se recomienda emitir al menos un informe provisional
alas 48-72 horas y el informe final a los 5- 7 dias de incubacién. El crecimiento de cualquier hongo debe
informarse lo antes posible, junto a la identificacion preliminar del mismo, para facilitar la puesta en marcha
de las acciones correctivas que correspondan.

En caso de que no sea posible llegar a la identificacion, se emitira un informe indicando el crecimiento de
hongos levaduriformes o filamentosos ambientales no identificables mediante los métodos disponibles. Se
procedera de igual forma en el caso de bacterias de interés, indicando morfologia (cocos, bacilos), tincién de
Gram y cualquier otro atributo que se considere de interés a nivel microbioldgico.
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6.3 CONTROL MICROBIOLOGICO DE SUPERFICIES
6.3.1 Recogida de muestras

Para el muestreo de superficies la Norma UNE-EN 17141:2021 recomienda el uso de placas de contacto tipo
Rodac, laminocultivos e hisopos o0 esponjas. Las placas de contacto y los laminocultivos se emplean para
realizar el muestreo de superficies planas y accesibles, mientras que los hisopos o esponjas se emplean en
superficies irregulares y de dificil acceso. Como norma general la toma de muestras de superficies se reali-
zara tras la limpieza de las mismas con agentes antisépticos y desinfectantes.

- Placas de contacto tipo Rodac y laminocultivos (contac slide). Las placas tipo Rodac son circulares,
con un diametro de 55 mm y contienen agar formando un menisco convexo. Para la toma de muestra, el
agar nutritivo se coloca hacia la superficie a muestrear y se presiona de forma uniforme y continua durante
10 segundos, tras los cuales se retira y se cierra la placa (ref. UNE-EN ISO 18593). De esta forma los mi-
croorganismos quedan adheridos a la superficie del agar. Por otra parte, las bandas de contacto o lamino-
cultivos consisten en una lamina plastica a la que se adhiere un medio de cultivo. Esta lamina plastica, se
introduce dentro de un tubo plastico transparente y se fija al tapdn, lo que permite manipularla sin riesgo de
contaminacioén. Los laminocultivos se emplean de igual forma que las placas de contacto y también permiten
pasar un hisopo con el que previamente se ha realizado la toma de muestra, sobre la superficie del agar.
Finalmente, las superficies sobre las que se ha realizado la toma de muestra deben limpiarse con desinfec-
tantes adecuados para retirar los restos de agar adheridos a la superficie.

- Hisopos y esponjas. Los hisopos se emplean para el muestreo de superficies de dificil acceso en las que
no es posible utilizar placas de contacto. Para realizar la toma de muestra, el hisopo se humedece en suero
fisiologico estéril y se desplaza a lo largo de un area de superficie girandolo lentamente. Una vez finalizado
el proceso, el hisopo es reintroducido en el tubo que contiene unos 10 ml de una disolucién tampdn (por
ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato) con agentes neutralizantes (por ejemplo, Tween 80) y se
cierra. Alternativamente, existen hisopos comerciales que incorporan tampones con agentes neutralizantes
o bien medios liquidos de enriquecimiento como el caldo Dey-Engley neutralizante, especialmente disefiado
para neutralizar los antisépticos y desinfectantes y para la deteccion de microorganismos en superficies de
interés sanitario. Las esponjas presentan una superficie de contacto superior a los hisopos por lo que su uso
se recomienda para el muestreo de superficies grandes (=1 m2.) Se emplean de forma similar a los hisopos
y una vez que se ha realizado la toma de muestra se introducen en la bolsa proporcionada por el fabricante
que contiene una solucién tampdn con agentes neutralizantes con objeto de realizar una pre-incubacioén (ver
figura 1).

Figura 1. Esponja para realizar toma de muestras en superficies
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- Impronta de guantes. Las yemas de los dedos pueden contaminarse por contacto con superficies u obje-
tos contaminados. Para realizar esta técnica la superficie del agar de una placa Petri de 90 mm se presiona
ligeramente durante unos 10 segundos con las yemas de los cinco dedos de una de las manos. La toma de
muestra se realizara una vez que el operador ha realizado un proceso en la sala limpia o antes del cambio
de guantes. Los guantes nunca deben desinfectarse antes de la toma de muestra.

6.3.2 Frecuencia del muestreo

En cada sala de ambiente controlado debe establecerse un plan de monitorizacion del entorno microbiologi-
co que especifique las mediciones que se van a llevar a cabo, asi como la ubicacion y la frecuencia. Existen
diferentes directrices y normas ISO que abordan el tema de la monitorizacién del entorno microbiolégico
en diferentes aplicaciones. Las ubicaciones que se deben monitorizar asi como la frecuencia del muestreo
deben especificarse en el plan de control microbioldgico. Asi, por ejemplo, en la Guia de Buenas Practicas
de Preparacion de Medicamentos en Servicios de Farmacia Hospitalaria se indican las frecuencias de mo-
nitorizacion para el control microbiologico de las salas blancas donde se preparan medicamentos estériles.
Se resumen en el siguiente cuadro:

Frecuencia Frecuencia
Muestra
(zona de trabajo) (entorno zona de trabajo)
Dedos de guantes Al final de cada sesién Al final de cada sesién
Superficies Semanalmente Mensualmente

6.3.3 Transporte y conservacion de la muestra

Las placas o los contenedores con medio liquido se sellaran con film de plastico para evitar contaminacio-
nes durante su traslado. Las muestras se enviaran al Servicio o Laboratorio de Microbiologia perfectamente
identificadas y una vez alli se registraran en el SIL para garantizar la trazabilidad dentro del laboratorio. En el
caso de las muestras tomadas con hisopo o esponja se recomienda conservar estas muestras a temperatura
ambiente durante un maximo de 24 horas si se va a retrasar el procesamiento.

6.3.4 Procesamiento de la muestra
Placas de contacto tipo Rodac, laminocultivos e impronta de guantes. Las placas se incuban segun las con-
diciones establecidas (ver tabla 7) y se examinan de forma diaria. Una vez completados los dias de incuba-

cion se anotara el recuento de colonias (ver figuras 2 y 3).

Figura 2. Placa Rodac con medio de agar Sabouraud-cloranfenicol con crecimiento de hongos filamentosos.
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Figura 3. Placa Rodac con agar TSA con crecimiento de bacterias mesofilas.

Hisopos y esponjas. Las soluciones tamponadas o medios de cultivo liquidos en los que se inoculan
los hisopos y/o esponjas se incuban a 35°C + 2°C durante 18-24 horas. Esta preincubacion tiene como
objeto favorecer la revivificacion de los microorganismos lesionados por el uso de desinfectantes o an-
tisépticos. Transcurrido este tiempo se realiza un subcultivo en medio TSA o bien en medios selectivos
en el caso de investigar la presencia de un microorganismo determinado. Posteriormente los medios
de cultivo se incuban segun las condiciones establecidas (ver tabla 7) y se examinan de forma diaria.

En ambientes controlados de grado A y B se realizara la identificacion de los microorganismos aisla-
dos a nivel de género y especie. No se recomienda la realizacion de antibiogramas de forma rutinaria.

6.3.5 Medios de cultivo y condiciones de incubacion

Para el cultivo de superficies pueden emplearse medios generales como el agar TSA o selectivos en caso
de buscar un microorganismo determinado. Para el aislamiento de hongos se recomienda el medio selectivo
Sabouraud-dextrosa (SDA).

La Norma UNE-EN 17141:2021 recomienda el uso de medios con irradiacion terminal dentro de emba-
lajes seguros para asegurar su esterilidad. De igual forma, en el muestro de superficies se recomienda
que los medios de cultivo incorporen agentes neutralizadores, como lecitina o Tween 80, para garantizar
que los residuos de desinfectantes de las superficies no inhiban el crecimiento de los microorganismos.
Las condiciones de incubacion se resumen en la Tabla 7.

6.3.6 Criterios de interpretacion de resultados

Las directrices de la UE sobre las NCF de medicamentos establecen los limites de contaminacién microbio-
I6gica admitidos en las salas de ambiente controlado donde se va a llevar a cabo su preparacion. En la tabla
8 se resumen estos limites de contaminacién en referencia al control de superficies e impronta de guantes.
Los resultados de la monitorizacion del entorno microbiolégico requieren un andlisis para eluci-
dar las tendencias de los datos. Asimismo, es necesario establecer unos niveles de aviso o aler-
ta que permitan identificar cualquier tendencia adversa que pueda requerir una acciéon correctiva o pre-
ventiva. Estos niveles estaran establecidos por el usuario y definidos en el plan de monitorizacion.

6.3.7 Informacion de resultados

Los resultados de los cultivos del control microbiolégico de superficies se expresaran de forma cuantitativa
como ufc/placa en el caso de realizar la toma de muestra con placas Rodac de 55 mm de diametro o lami-
nocultivos. Por el contrario, los cultivos de las superficies muestreadas con hisopo y/o esponja se informaran
sin recuento numeérico. Finalmente, en el caso de haber realizado la identificacion de las bacterias y/o hongos
aislados en los cultivos se debe incluir esta informacién en los resultados.
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6.4 REGISTROS

El plan de monitorizacion microbioldgica, con toda la documentacion relativa a los procedimientos de mues-
treo, equipos que deban utilizarse y guias para la interpretacion e informacion de resultados, debe estar
correctamente registrado y almacenado en medios fisicos o digitales y facilmente accesible para su consulta,
durante el tiempo acordado. Los certificados de validacion y calibrado periddico del muestreador volumétrico
y de la calificacion de estufas, deberan ser custodiados en el laboratorio. Los documentos en que se detalle
el trabajo realizado (cuadernos, hojas de calculo), informes parciales, finales y la informacion que se genere
a partir de los datos brutos, debe quedar igualmente archivada y accesible.

Todo el personal que participe en alguna fase del proceso de monitorizacion ambiental, debe quedar debida-
mente identificado y registrado, respetando en todo caso la ley de protecciéon de datos mediante el sistema
de codificacién que se acuerde (firmas, iniciales).
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new-guide-quality-and-safety-tissues-and-cells-human-application)

7. European Directorate for the Quality of Medicines &HealthCare (EDQM). ISBN 978-92-871-8945-5. (www.edgm.eu)
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia basica para la realizacién de los cultivos ambientales de aire en las salas blancas
de ambito hospitalario.

Este procedimiento es aplicable a todos los servicios y laboratorios de Microbiologia Clinica que realicen
cultivos ambientales de aire en zonas de ambiente controlado.

2. FUNDAMENTO

En la actualidad se ha hecho habitual el trabajo en salas blancas o de ambiente controlado en los hospita-
les, disefiadas para mantener bajos niveles de contaminacion. En salas de preparacion de productos pa-
renterales, citostaticos, radiofarmacos, laboratorios de fecundacién asistida o bancos de sangre y tejidos,
es necesario un control exhaustivo de las condiciones ambientales, para minimizar los riesgos de contami-
nacion del producto final, garantizando la seguridad del paciente. El buen funcionamiento de una sala de
ambiente controlado puede medirse por el nimero de particulas viables presentes en el aire, que tendra
unos limites admisibles en funcion del riesgo del procedimiento que se realiza en las mismas.

Todos las Unidades que cuentan con salas blancas deben tener un plan de control ambiental, que evalue
y controle los factores que suponen un riesgo para la contaminacién microbiolégica y que garantice la efi-
cacia de las medidas implantadas.

La técnica recomendada de muestreo del aire en salas blancas es la captacién con muestreador de aire
volumétrico. En las cabinas de flujo laminar, la monitorizacion microbiolégica se lleva a cabo mediante el
método de sedimentacion en placa.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Salas Limpias y Locales Anexos Controlados. Parte 1: Clasificacion de la Limpieza del Aire Mediante
la Concentracion de Particulas. (ISO 14644-1:2015).

2. UNE-EN 17141:2021. Salas Limpias y Ambientes Controlados Asociados. Control de la Biocontami-
nacion.

3. UNE 171340. Validacion y Cualificacion de las Salas de Ambiente Controlado en los Hospitales.
4. Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario. Anexo
I: Fabricacion de Medicamentos Estériles (https://www.aemps.gob.es/industria-farmaceutica/guia-de-
normas-de-correcta-fabricacion/)

5. Recomendaciones para la Monitorizacion de la Calidad microbiolégica del Aire (Bioseguridad Am-
biental) en Zonas Hospitalarias de Riesgo. Sociedad Andaluza de Medicina Preventiva y Salud Publica.
Marzo 2016. (https://www.sociedadandaluzapreventiva.com/wp-content/uploads/Recomendaciones-
Bioseguridad.pdf)

4. MUESTRAS

Para la toma de muestras de aire de las salas, se utilizara el muestreador volumétrico por impacto. El aire
pasara a través del cabezal e impactara en el medio de cultivo colocado dentro. Se recomienda configurar el
muestreo para un caudal de aspiracion de 100 L/minuto, durante 10 minutos; el objetivo es muestrear 1 m* de
aire. Si cuenta con inicio retardado, se seleccionara un tiempo adecuado para salir de la sala antes de que inicie
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el funcionamiento (15 segundos puede ser suficiente). Como norma general, la toma se hara en el centro de
la sala, a la altura de trabajo (1,5 metros aproximadamente). En funcion de la extension de la sala, puede ser
necesario tomar mas de una muestra (ver tabla 1). El cabezal sera desinfectado con alcohol y gasa estéril en
cada cambio de placa y esterilizado por autoclave al final de cada jornada de trabajo.

Tabla 1. Medicion de aire en funcion de la superficie de la sala

*Superficie de sala limpia en m? Numero minimo de ubicaciones para mediciones
de aire activo

<8
> 8 <28
>28<52
>52<68
>68<104
> 104 < 148
> 148 < 232
> 232 <436
> 436 < 1000
>1000 A determinar usando la formula N,

1
2
3
4
5
6
7
8
9

*Tomado de la norma UNE-EN 17141:2021

N, = [27X(A/1000)] /3

donde

NL es el nimero minimo de ubicaciones de muestreo a evaluar, redondeando al numero entero superior
A es la superficie de la sala limpia en m?

Dentro de las cabinas de flujo laminar, se realizara la toma de muestras mediante el método de sedimenta-
cion en placa. Consiste en dejar una placa con medio de cultivo abierta, sobre la zona central de la repisa
horizontal de la cabina, estando esta en funcionamiento, durante un periodo que puede oscilar entre 1y 4
horas. Si el procedimiento a monitorear conlleva mas de 4 horas, se sustituira por una nueva placa. Si se
considera necesario, puede emplearse simultaneamente mas de una placa identificando la zona de mues-
treo (ejemplo, izquierda/derecha).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

El medio de cultivo recomendado para el control ambiental es el agar triptona de soja (TSA), en el que
crecen tanto bacterias como hongos y levaduras. Existe una variedad de agar TSA irradiado y de ftriple
embolsado (TSA3), que permite la eliminacién sucesiva de las envolturas al acceder a zonas de mayor
clasificacion. Este agar esta especialmente fabricado para la monitorizacién ambiental y es deseable su
uso, si bien su coste es superior al del agar TSA estandar. Es altamente recomendable afadir una segunda
placa con medio Sabouraud suplementado con antibiéticos (cloramfenicol y gentamicina) para mejorar la
recuperacion de hongos, ya que permitira un cultivo especifico de los mismos a temperatura adecuada;
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Reactivos y productos:

* Papel de film tipo Parafiim ®
* Azul de lactofenol

* Cinta adhesiva tipo celo

» Gasas estériles

* Alcohol 70°

6. APARATOS Y MATERIAL

- Muestreador volumétrico de aire
- Estufas en rango 35-37°C

- Estufas en rango 25-31°C

- Autoclave

- Microscopios

- Lupa

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Pinzas

- Tijeras

7. PROCEDIMIENTO
7.1. CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las placas una vez finalice la impactacién de aire, se sacaran del muestreador con cuidado de no con-
taminarlas y se procedera al sellado inmediato con papel film. Se trasladaran al laboratorio tan pronto
como sea posible. La identificacion de cada muestra debe ser precisa, indicando la sala o zona donde
se ha tomado, y el sistema de registro en el SIL debe facilitar consultar el histdrico de los resultados de
cada sala o cabina, con objeto de poder realizar seguimiento de tendencias en cada punto de muestreo.

Es recomendable incluir una placa sin inocular como control negativo de cada uno de los lotes empleados
que debera ser procesada simultaneamente y del mismo modo que las que han sido inoculadas/impacta-
das.

7.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Recuento de bacterias meséfilas: se incubara durante 72 horas en estufa convencional en un rango de
temperatura de 35-37°C.

Recuento de hongos: se incubara durante 5-7 dias en estufa convencional, en un rango de temperatura
de 25 - 31°C = 1°C. Opcionalmente, se puede hacer una primera incubacion a 37°C * 1°C durante 24 — 48
horas, para favorecer el crecimiento de hongos termotolerantes, y una segunda a temperatura ambiente
durante 2-5 dias, procurando que el tiempo de incubacion total sea de un minimo de 5 dias. Ver tabla en el
Anexo 1 de este PNT.
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8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1. OBTENCION DE LOS RESULTADOS

Se realizara lectura diaria de las placas, anotando los recuentos de hongos y bacterias. En el caso de los
hongos es recomendable identificar las especies que puedan detectarse. Se identificaran también las es-
pecies bacterianas que crezcan en ambientes controlados de grado Ay B, puesto que esta informacion es
relevante para identificar el origen de la contaminacion. Se evitara en lo posible retirar el papel de film para
evitar la contaminacion de las placas. Si es necesario abrirlas, debe hacerse en cabina de flujo laminar.

La espectrometria de masas MALDI-TOF, si bien es el método de identificacion rapido de elecciéon en los
cultivos de bacterias y hongos patégenos humanos, puede presentar carencias en la identificacion de
especies ambientales. En esos casos, puede complementarse con pruebas bioquimicas y la observa-
cion de caracteristicas morfolégicas al microscopio o lupa (tinciones de Gram o con azul de lactofenol).

8.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los valores limite de contaminacion microbioldgica son los que se muestran en la tabla del Anexo 2 de este
PNT. Se debe tener en cuenta que son valores medios, y que una Unica muestra no es representativa de
la situacion real del ambiente estudiado, por ello es importante realizar un seguimiento de las tendencias
en los diferentes puntos de muestreo.

8.3. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Recuento de bacterias aerobias mesofilas: si el recuento esta dentro de los limites admisibles, se
emitira un unico informe al final del periodo de incubacién. En caso de sobrepasar los limites antes de la
finalizacion del periodo de incubacion, se emitira un informe provisional con el recuento parcial.

Recuento de hongos: si el resultado es negativo (expresado como <1 ufc/m3 aire), se recomienda emitir
al menos un informe preliminar las 48-72 horas y el informe final a los 7 dias de incubacion. El crecimiento
de cualquier hongo debe informarse inmediatamente, junto a la identificacion preliminar del mismo, para
facilitar la puesta en marcha de las acciones correctivas que estén establecidas en el plan de control. En el
caso de que no sea posible llegar a la identificacion a nivel de especie, debe emitirse un informe indicando
el crecimiento de hongos filamentosos o levaduriformes de origen ambiental no identificables mediante los
métodos disponibles. Se procedera de igual manera en el caso de no poder identificar las bacterias que
crezcan en grado A o B, indicando morfologia (cocos, bacilos), tincion de Gram y cualquier otro atributo
que se considere de interés.

En caso de cualquier crecimiento, debera consultarse la tabla de conversion de Feller para informar del
resultado cuantitativo. Es un método de correccién estadistica basado en el principio de que, a mayor
cantidad de microrganismos en cada toma de muestras, aumenta la probabilidad de que hayan penetrado
varios de ellos por el mismo orificio del cabezal del muestreador de impacto. La cifra de recuento de mi-
croorganismos (r) se corrige aplicando la siguiente féormula en la que esta basada la tabla de conversion:
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Pr= N* In[(N+0,5)/(N-r+0,5)]

Donde:

N es el numero de orificios de la tapa del muestreador
r es el numero de unidades formadoras de colonia (ufc)
Pr es el niumero probable total de ufc

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento de toma de muestras y traslado al laboratorio debera llevarse a cabo por personal técnico
o de enfermeria cualificado con entrenamiento especifico. El control y procesamiento de las muestras sera
realizado por técnicos superiores de laboratorio clinico y biomédico. La supervisidon de la técnica debe rea-
lizarla el facultativo responsable, que sera el responsable de mantener actualizados los procedimientos, la
elaboracion e interpretacion de resultados y su validacion final.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Es fundamental que los equipos que se utilicen durante el proceso de monitoreo ambiental dispongan de
un plan de mantenimiento, verificacion y calibracion. El muestreador volumétrico debe calibrarse periddica-
mente, segun las recomendaciones del fabricante. Generalmente el equipo estara configurado para emitir
una alarma cuando requiere calibracién, en funcién del volumen total de aire aspirado o bien una vez pa-
sado un tiempo determinado. Las estufas deben contar con un registro de control diario de la temperatura
maxima y minima, y recalificarse periddicamente.

La calidad de los medios de cultivo debe estar sujeta a un programa de control de calidad que garantice
su esterilidad y capacidad para recuperar microorganismos presentes en muestras ambientales. De igual
forma se deberan garantizar unas adecuadas condiciones de almacenamiento y control de caducidad. Las
estufas deben contar con un registro de control diario de la temperatura maxima y minima, y recalificarse
peridodicamente.

El plan de monitorizacion microbiologica y la documentacion relativa a las comprobaciones periddicas de
meétodos e instrumentos, asi como los informes emitidos y cualquier informacién generada a partir de estos
datos, debe estar correctamente archivada y custodiada durante un periodo de tiempo acordado no inferior
a dos anos. Los registros deben incluir la identidad del personal que participa en todos los pasos del proce-
so de monitorizacidon, que debera estar especificamente formado para llevar a cabo estos procedimientos.

Estos registros podran ser tanto en formato digital como en formato fisico (papel).

11. BIBLIOGRAFIA

1.Veiga Alvarez E, Olmedo lllueca C, Lourdes Sanchez Castro M, Fernandez Diaz M, Mauri Lépez A, Ferrer i Robles E, et
al. Control microbiolégico ambiental en los laboratorios de reproduccion humana asistida. Revista Iberoam Fert Rep Hum.
2021; 38:3-14.
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ANEXO 1.

Medios de cultivo y condiciones de incubacion recomendados para la toma de muestras de aire y
superficies (ISO 171340)

Microorganismos Medios de cultivo Temperatura Tiempo de incubacion
Bacterias aerobias TSA* 35-37°C 3 dias
Hongos SDA** OPCION 1

1°-37°C £ 1°C 1-2 dias

2° temperatura ambiente = 2-5dias

OPCION 2

25°C-31°C £1°C 5-7 dias

(*) Agar triptona de soja
(**) Agar Sabouraud-dextrosa suplementado con antibidticos (cloranfenicol y/o gentamicina)

ANEXO 2.

Limites de contaminacion microbiolégica recomendados en funciéon del grado de clasificacion am-
biental y tipo de muestra

Grado Muestra de aire Placa de sedimentacion
impactado (ufc/m?3) diametro 90 mm (ufc/ placa /4
horas)b
A <1/NA <1/NA
B 10/7 5/3
C 100/170 50/35
D 200/140 100/70

@ Valores medios
b El tiempo de exposicion de las placas debe ser igual o inferior a 4 horas
NA: No aplicable
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia basica para la realizacion de los cultivos ambientales de superficies en las salas
blancas de ambito hospitalario.

Este procedimiento es aplicable a todos los servicios y laboratorios de Microbiologia Clinica que realicen
cultivos ambientales de superficies en zonas de ambiente controlado.

2. FUNDAMENTO

En la actualidad se ha hecho habitual el trabajo en salas blancas o de ambiente controlado en los hospita-
les, disefiadas para mantener bajos niveles de contaminacién. En salas de preparacion de productos pa-
renterales, citostaticos, radiofarmacos, laboratorios de fecundacion asistida o bancos de sangre y tejidos,
es necesario un control exhaustivo de las condiciones ambientales, para minimizar los riesgos de contami-
nacion del producto final, garantizando la seguridad del paciente. En estos entornos controlados, las super-
ficies como por ejemplo paredes, superficies de puestos de trabajo, cabinas de flujo laminar u otras super-
ficies que puedan entrar en contacto con el producto, constituyen una potencial fuente de contaminacion
microbioldgica. Por esta razon, el plan de monitorizacién microbiolégica debe evaluar este riesgo y esta-
blecer las ubicaciones y frecuencias de muestreo de superficies, asi como los niveles de alerta y actuacion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. UNE-EN 17141:2021. Salas Limpias y Ambientes Controlados Asociados. Control de la Biocontami-
nacion.

2. Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y Veterinario. Anexo
I: Fabricacion de Medicamentos Estériles (https://www.aemps.gob.es/industria-farmaceutica/guia-de-
normas-de-correcta-fabricacion/)

3. Guia de Buenas Practicas de Preparacion de Medicamentos en Servicios de Farmacia Hospitalaria.
Direccion General de Cartera Basica del Servicios del SNS y Farmacia. Ministerio de Sanidad, Consumo
y Bienestar Social. (https://www.sefh.es/sefhpdfs/GuiaBPP_JUNIO_2014_VF.pdf)

4. Guide to the Quality and Safety of Tissues and Cells for Human Application. 4th edition. (https://www.
edgm.eu/en/news/new-guide-quality-and-safety-tissues-and-cells-human-application)

4. MUESTRAS

La toma de muestras se realizara mediante placas de contacto tipo Rodac para superficies planas y accesibles,
y con hisopos o esponjas para superficies irregulares y de dificil acceso.

Las placas tipo Rodac son circulares, con un diametro de 55 mm y contienen agar formando un menisco con-
vexo. Para la toma de muestra, el agar nutritivo se coloca hacia la superficie a muestrear y se presiona de forma
uniforme y continua durante 10 segundos, tras los cuales se retira y se cierra la placa. Alternativamente, se pue-
den emplear hisopos para el muestreo de superficies de dificil acceso en las que no es posible utilizar placas
de contacto. Para realizar la toma de muestra, el hisopo se humedece en suero fisioldgico estéril y se desplaza
a lo largo de un area de superficie girandolo lentamente. Una vez finalizado el proceso, el hisopo es reintro-
ducido en el tubo que contiene unos 10 ml de una disolucidon tampon (por ejemplo, solucion salina tamponada
con fosfato) con agentes neutralizantes (por ejemplo, Tween 80) y se cierra. Otra opciéon a contemplar para
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llevar a cabo el muestreo, sobre todo en el caso de superficies de gran tamano, es la utilizacion de esponjas
pre-humedecidas con soluciones que contengan bloqueadores de los agentes antisépticos y/o desinfectantes.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y PRODUCTOS

Para el cultivo de superficies el medio recomendado es el agar TSAy para el aislamiento de hongos puede
emplearse el medio selectivo Sabouraud-dextrosa (SDA). Los medios de cultivo deben incorporar agentes
neutralizadores, comolecitinao Tween 80, paragarantizar que losresiduos de desinfectantesempleadosenla
limpieza de las superficies no inhiban el crecimiento de los microorganismos. La norma UNE-EN 17141:2021
también recomienda el uso de medios con irradiacién terminal y con triple embolsado (TSA3) que permite la
eliminacién sucesiva de envueltas conforme se accede a zonas de mayor clasificacion ambiental, con el fin
de asegurar su esterilidad y la no introduccion de microorganismos desde el exterior en las salas a muestrear.

- Papel de film tipo Parafilm ®

- Azul de lactofenol

- Colorantes para Tincién de Gram
- Cinta adhesiva tipo celo

- Gasas estériles

6. APARATOS Y MATERIAL

- Muestreador volumétrico de aire
- Estufas en rango 35-37°C

- Estufas en rango 25-31°C

- Autoclave

- Microscopios

- Lupa

- Portaobjetos y cubreobjetos

- Pinzas

- Tijeras

7. PROCEDIMIENTO

7.1. CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las placas o los contenedores con medio liquido donde se ha resuspendido el contenido del hisopo o la
esponja se sellaran con film de plastico para evitar contaminaciones durante su traslado. Las muestras se
enviaran al Servicio o Laboratorio de Microbiologia perfectamente identificadas y una vez alli se registra-
ran en el SIL para garantizar la trazabilidad dentro del laboratorio. En el caso de las muestras tomadas con
hisopo o esponja se recomienda conservar estas muestras a temperatura ambiente durante un maximo de
24 horas si se va a retrasar el procesamiento.

7.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Para el aislamiento de bacterias mesofilas, las placas de contacto tipo Rodac se incuban durante 72 ho-

ras en estufa convencional en un rango de temperatura de 35-37°C, revisandose los cultivos de forma
diaria. Para el aislamiento de hongos, las placas se incubaran durante 5-7 dias en estufa convencional, a
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a 37°C £ 1°C durante 24 — 48 horas, para favorecer el crecimiento de hongos termotolerantes, y una se-
gunda a temperatura ambiente durante 2-5 dias, procurando que el tiempo de incubacion total sea de un
minimo de 5 dias. Ver tabla en el Anexo 1 de este PNT.

Para las muestras recogidas mediante hisopos o esponjas, las soluciones tamponadas se incuban a 35°C +
2°C durante 18-24 horas. Transcurrido este tiempo se realiza un subcultivo en medio TSA o bien en medios
selectivos en el caso de investigar la presencia de un microorganismo determinado. Posteriormente los
medios de cultivo se incuban segun las condiciones establecidas descritas anteriormente (ver Anexo 1 de
este PNT) y se examinan diariamente.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1. OBTENCION DE LOS RESULTADOS

Se realizara lectura diaria de las placas, anotando los recuentos de hongos y bacterias en el caso de haber
realizado la toma de muestra directamente con la placa Rodac. En el subcultivo realizado del medio con
hisopo o esponja no se realiza recuento. Se evitara en lo posible retirar el papel de film para evitar la con-
taminacion de las placas tipo Rodac. Si es necesario abrirlas, debe hacerse en cabina de flujo laminar. En
ambientes controlados de grado Ay B se realizara la identificacion de los microorganismos aislados a nivel
de género y especie. No se recomienda la realizacion de antibiogramas de forma rutinaria.

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS, si bien es el método de identificacion rapido de eleccion en
los cultivos de bacterias y hongos patégenos humanos, puede presentar carencias en la identificacion de
especies ambientales. En esos casos, si se considera necesario, puede complementarse con pruebas bio-
quimicas y la observacion de caracteristicas morfolégicas de los hongos filamentosos al microscopio o lupa
(tinciones de Gram o con azul de lactofenol). En el caso que no sea posible llegar a una identificacion de las
especies ambientales, los aislamientos se pueden informar como bacterias grampositivas, gramnegativas,
hongos levaduriformes u hongos filamentosos.

8.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los valores limite de contaminacién microbioldgica para los cultivos de superficies realizados mediante pla-
cas Rodac son los que se muestran en la tabla del Anexo 2 de este PNT. Se debe tener en cuenta que son
valores medios, y que una unica muestra no es representativa de la situacién real del ambiente estudiado.

La interpretacion de los cultivos de superficies, realizados a partir de muestras tomadas con hisopos o
esponjas, se realizaran de forma cualitativa por tratarse de cultivos con pre-incubacion para favorecer la re-
vivificacion de los microorganismos lesionados en los procesos de limpieza y/o desinfeccion. En este caso
no hay descritos valores limites de contaminacion microbiolégica para las salas de ambiente controlado.
En general, y debido a que no hay descritos limites en la literatura, sera importante estudiar las tendencias
en cada uno de los puntos muestreados, razon por la cual la identificacidn microbiana sera importante, al
igual que las recomendaciones que puede proporcionar el especialista en Microbiologia en funcion de los
aislamientos identificados.
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8.3. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

- Control microbiolégico de superficies realizados mediante placas Rodac de 55 mm de diametro: los re-
sultados de los cultivos se expresaran de forma cuantitativa como ufc/placa. En el caso de emplear Unicamente
agar TSA se informara un unico recuento de colonias que incluya bacterias mesdfilas y hongos; no obstante,
siempre que sea posible, deberian emplearse medios diferenciados ya que no todos los hongos son capaces
de crecer en agar TSA. Si al finalizar el periodo de incubacion no se observa crecimiento en el medio de cultivo
el resultado se informara como <1 ufc/placa. Finalmente, en el caso de haber realizado la identificacion de las
bacterias y/o hongos aisladas en los cultivos (ambientes controlados de grado Ay B) se debe incluir esta infor-
macion en los resultados.

- Control microbioldgico de superficies realizados con hisopos o esponjas: los cultivos se informaran sin
recuento de colonias. Finalmente, en el caso de haber realizado la identificacion de las bacterias y/o hongos ais-
lados en los cultivos (ambientes controlados de grado Ay B) se debe incluir esta informacion en los resultados.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento de toma de muestras y traslado al laboratorio debera llevarse a cabo por personal técnico o
de enfermeria cualificado con entrenamiento especifico. El control y procesamiento de las muestras sera reali-
zado por técnicos superiores de laboratorio clinico y biomédico. La supervision de la técnica debe realizarla el
facultativo responsable, que sera el responsable de mantener actualizados los procedimientos, la elaboracién e
interpretacion de resultados y su validacion final.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La calidad de los medios de cultivo debe estar sujeta a un programa de control de calidad que garantice su
esterilidad y capacidad para recuperar microorganismos presentes en muestras ambientales. De igual forma se
deberan garantizar unas adecuadas condiciones de almacenamiento y control de caducidad. Las estufas deben
contar con un registro de control diario de la temperatura maxima y minima, y recalificarse periédicamente.

El plan de monitorizacion microbiolégica y la documentacion relativa a las comprobaciones periddicas de mé-
todos e instrumentos, asi como los informes emitidos y cualquier informacion generada a partir de estos datos,
debe estar correctamente archivada y custodiada durante un periodo de tiempo acordado, generalmente no
inferior a dos afios. Los registros deben incluir la identidad del personal que participa en todos los pasos del
proceso de monitorizacion, que debera estar especificamente formado para llevar a cabo estos procedimientos.
Estos registros podran ser tanto en formato digital como en formato fisico (papel).

11.BIBLIOGRAFIA

1. UNE-EN ISO 18593:2018. Microbiologia de la Cadena Alimentaria. Métodos Horizontales para Toma de
Muestras en Superficie
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ANEXO 1. Medios de cultivo y condiciones de incubacion recomendados para la toma de muestras
de aire y superficies (ISO 171340)

Microorganismos Medios de cultivo \ Temperatura \ Tiempo de incubacion
Bacterias aerobias TSA* 35-37°C 3 dias
Hongos SDA** OPCION 1

1°-37°C+1°C 1-2 dias

2° — temperatura ambiente | 2-5 dias

OPCION 2

25-31°C £1°C 5-7 dias

(*) Agar triptona de soja
(**) Agar Sabouraud-dextrosa suplementado con antibioticos (cloranfenicol y/o gentamicina)

ANEXO 2. Limites de contaminaciéon microbiolégica recomendados en funcién del grado de clasifi-
cacion ambiental y tipo de muestra

Limites de contaminacion microbiologica recomendados

(alerta/accién)?

Grado Placa de contacto Impresion de guantes: 5
diametro 55 mm dedos (ufc/guante)
(ufc/placa)b
A <1 NA <1/NA
B 5/3 5/3
C 25117 NA/NA
D 50/35 NA/NA

@ Valores medios
®El tiempo de exposicidn de las placas debe ser igual o inferior a 4 horas
NA: no aplicable
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