REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Control microbiolégico ambiental en los laboratorios de reproduccion hu-
mana asistida

Environmental microbiological control in assisted human reproduction la-
boratories

Ernesto Veiga Alvarez!, Carla Olmedo Illueca?, Marfa Lourdes Sdnchez Castro’ , Marfa Fernandez Diaz* , Alba Mauri Lépezd
Empar Ferrer i Robles®, Miriam Iglesias Nufiez’, Luis Martinez Granados®, Marisa Lépez Regalado®, Nereida Ortiz Pefiate®

"Laboratorio Central/Unidad de Reproduccién Humana Asistida, Complexo Hospitalario Universitario de Santiago de Com-
postela (CHUS), SERGAS, Santiago de Compostela, Espafia.

2Unidad de Medicina Reproductiva Consorcio Hospital General Universitario de Valencia, Espaiia.

3Unidad de Reproduccién Humana Asistida/Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo, Espafia.
“Clinica ERGO, Gijén, Espaiia.

3Centro Procrear, Reus, Espana.

SCREA, Centro Médico de Reproduccion Asistida, Valencia, Espaiia.

"Hospital Universitario Quir6n, Madrid, Espafia.

8Hospital Universitario Principe de Asturias, Madrid, Espafia.

°Instituto Europeo de Fertilidad, Madrid, Espafia.
RESUMEN

La calidad del aire en los laboratorios de reproduccion humana asistida es uno de los pardmetros clave
a controlar. Este documento pretende dar a conocer estos aspectos basandose en la recientemente pu-
blicada norma UNE 171340:2020("Una Norma Espafiola"). En Espafia se realiza siguiendo el Regla-
mento de Instalaciones Térmicas de Edificios (RITE.RD 1027/2007), que es de obligado cumplimiento.
La bioseguridad es uno de los aspectos a tener en cuenta y por ello se debe conocer el protocolo de
muestreo y verificar que se realiza de forma correcta. La normativa, entre la que se encuentra la citada
norma UNE 171340:2020, nos dice en qué puntos realizarlo y con qué periodicidad. En ella se definen
estandares microbiolégicos de calidad ambiental y niveles de contaminacidn microbiana y fingica. El
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cumplimiento de los mismos permite detectar si se produce alguna desviacién y qué acciones se deben establecer para
que las condiciones ambientales sean las adecuadas en los procedimientos realizados con gametos y embriones.

( Rev. Iberoam. Fert Rep Hum, 2020; 38; © Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccion Humana)

Palabras clave: Medio ambiente, controlado; Cabinas de seguridad biolégica, Incubadores, Microbiologia del agua, Microbiologia
ambiental, Aire acondicionado.

SUMMARY

Air quality is a key factor in human reproduction laboratories and due to this fact is one of the most important parameters
to be controlled. This document aims to make these aspects known based on the recently published Spanish norm UNE
171340:2020. In Spain it is mandatory to meet every requirement included on the RITE.RD 1027/2007 (Regulation on
Thermal Installations in Buildings). Bio security is one of the most important aspects taken into account. Sampling pro-
cedures must be known, and it is also important to check out that these ones are carried out correctly. Legislation, in which
we can include the norm UNE 171340:2020 tells us about which the critical points could be, and how often these points
should be tested. In this previously mentioned norm, are clearly stated which are the microbiological standards of envi-
ronmental quality, and the microbial and fungi contamination that can be allowed. Compliance with them, allows us to
detect deviations and to implement corrective actions that ensure the environmental conditions required by gametes and

embryos.

( Rev. Iberoam. Fert Rep Hum, 2020; 38; © Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccion Humana)
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INTRODUCCION

Para validar el correcto funcionamiento de las salas de am-
biente controlado de los laboratorios de Reproduccién Hu-
mana Asistida (LRHA) se deben conocer los principios
fundamentales de control, las recomendaciones de las dis-
tintas normas aplicables, los criterios de aplicacion, la me-
todologia de ensayo y su periodicidad, asi como los criterios
de valoracién e interpretacion de los resultados obtenidos.
Este documento pretende dar a conocer estos aspectos ba-
sdndose en la normativa espafiola en vigor de obligado cum-
plimiento.

El control de la calidad del aire dentro de las éreas de trabajo
del LRHA estd englobado en 4reas de diagndstico y trata-
miento, y regulado por diversas normativas europeas y na-
cionales. Con la transposicion de las directivas europeas, en
Espafia se aprob6 el nuevo Reglamento de Instalaciones
Térmicas en los Edificios (RITE. RD 1027/2007). Esta
afecta a las instalaciones fijas de climatizacion (calefaccion,
refrigeracion y ventilacion) y de produccion de agua ca-
liente sanitaria, tanto en su Uso como en su mantenimiento
(4). Este RD es de obligado cumplimiento y se apoya en
una serie de instrucciones técnicas (IT) y notas técnicas de
prevencién (NTP), que a su vez se basan en normas UNE.

En el afio 2014, 1a UNE 171330-1:2008 “Calidad ambiental
en interiores”, se actualizd con la norma UNE 171330-
2:2014 incluyendo como aspecto mds destacado la reco-
mendacién de la aplicacion de la norma UNE-171340:2012
“Validacion y cualificacion de salas de ambiente controlado
en hospitales” para la evaluacién de la calidad ambiental en
el interior de “dreas criticas” en hospitales y centros sanita-
rios. Esta actualizacién especifica que cuando el edificio es
un centro sanitario, o tiene areas criticas como seria el caso
de los LRHA, hay que realizar una validacién y cualifica-
cion anual de la sala. Finalmente, durante el 2020 se ha ac-
tualizado a la norma UNE 171340:2020 de validacién y
cualificacién de las salas de ambiente controlado, que aplica
ya para los LRHA (Tabla 1), pasando a ser de obligado cum-
plimiento en los mismos.

RECOMENDACIONES PARA LA MONITORIZA-
CION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL
AIRE (BIOSEGURIDAD AMBIENTAL) EN AREAS
DE AMBIENTE CONTROLADO

Segtin la norma UNE 171340:2020, una “sala limpia o de
ambiente controlado en hospitales” se define como “aque-
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TABLA 1

UNE 100012:2005("2 2005  Obligatorio

UNE 171330- 2008
1:2008("%

Obligatorio
(en revision)

UNE 171330-

3:201019) 2010  Obligatorio

RITE 2013 Obligatorio para
RD 238/2013(" potencia >70kW
(modifica ciertos articulos y seguin UNE

del RD 1027/2007) 2013 171330-1:2008

UNE 171330-2:2014(19) 2014  Recomendada

(en revision)

Situacion de la normativa de control de calidad ambiental y de sistemas de climatizacion en Espafia

Higienizacion de sistemas de climatizacion.

Diagnéstico de calidad ambiental interior.

Sistema de gestion de los ambientes interiores.

-Instalaciones fijas de climatizacién y produccién de agua

caliente sanitaria (uso y mantenimiento)

-Calidad Ambiental en hospitales.

-Verificacion, limpieza e higiene en conductos de ventilacion y climatizacion
segtin UNE 100012:2005

Aplica UNE 171340:2012 y anula UNE 171330-2:2009. Procedimientos de inspeccién
de calidad ambiental interior.

1la sala con las estructuras e instalaciones especificas para
controlar la biocontaminacién y los pardmetros ambientales
adecuados” (1). En un LRHA, una “"sala limpia o sala de
ambiente controlado”” seria aquella dotada de las instala-
ciones y estructuras necesarias que permiten el control de
la contaminacién ambiental en general y de la biocontami-
nacidn en particular, dentro de niveles que no afecten a los
procesos, gametos o embriones manejados en las mismas
(2). Dentro de estas salas se debe ademads controlar la con-
centracion de compuestos organicos volatiles (COVs) y las
particulas en el aire.

NP3

Por otro lado, definiriamos como " area protegida o de tra-
bajo”” (cabinas de flujo laminar) la que incluye la zona de
trabajo y la zona de manejo de los gametos y embriones, as{
como las placas estériles de cultivo de estos, los equipos y
demds materiales estériles para su manejo, asi como la in-
dumentaria del personal.

La contaminacién del aire es un problema potencial origi-
nado por el transporte ambiental y posterior depdsito de los
contaminantes sobre las superficies de trabajo. La mayoria
de los gérmenes exdgenos al laboratorio provienen del aire
impulsado y del propio personal, y en mucha menor medida

de los propios materiales del laboratorio. Para evitar sus
consecuencias debemos impedir la entrada de los contami-
nantes en el laboratorio mediante el acondicionamiento,
limpieza del aire, gestion de flujos y presiones. Ademds, de-
bemos eliminar los generados por la propia actividad des-
arrollada en el mismo, gestionando el nimero de
renovaciones de aire, la limpieza/desinfeccion del area, vi-
gilando la disciplina de trabajo del personal, y estableci-
miento los correctos circuitos de trabajo.

La actividad humana es una fuente potencial de contamina-
cién ambiental. Se estima que un embriélogo durante el des-
arrollo de su actividad laboral genera en torno a 1.000.000
de particulas = 0,5 ym por minuto, y, en promedio, una de
cada 1.000 particulas = 0,5 ym transporta una bacteria, por
lo que proyecta y libera a la atmdsfera unas 1.000 bacterias
por minuto (3). Por este motivo, los sistemas de calefaccion,
ventilacién y aire acondicionado (CVAA) deben funcionar
de tal forma que la tasa de biocontaminacién presente por
metro ctibico (m3) en el aire, se reduzca hasta unos valores
que permitan definir al ambiente como un "ambiente con-
trolado". El adecuado tratamiento del aire y el control del
resto de pardmetros fisicos del entorno, nos permiten garan-
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tizar la calidad interior del aire de las salas y poder corregir
sus desviaciones de los niveles de alerta y de accién cuando
estos se produzcan. Por lo tanto, para considerar un
LRHA como ‘“‘de ambiente controlado’ debemos disponer
de los medios adecuados para poder ejercer ese control.

VERIFICACION DE LA BIOSEGURIDAD AMBIEN-
TAL. PROTOCOLO DE MUESTREO MICROBIOLO-
GICO DEL AIRE

La norma UNE171340:2020, tiene como objetivo determi-
nar la posible presencia de microorganismos en el ambiente
interior, cuantificarlos e identificarlos, para asi determinar
los niveles de contaminacion del aire en ese ambiente con-
trolado. Realizar estas mediciones nos permitira clasificar
la sala segtn su nivel de riesgo y saber si existe una desvia-
cioén que sea necesario corregir.

El procedimiento para realizar el muestreo microbiolégico
del aire en estas salas y de las cabinas de flujo laminar o de
bioseguridad localizadas en las mismas, recomendado por
la Norma UNE 171340:2020 como de primera eleccién, es
el volumétrico y estatico.

El protocolo de muestreo microbioldgico del aire en salas
de ambiente controlado (adaptado de las distintas normas
mencionadas) deberia tener en cuenta:

1. Técnica de muestreo.
2. Factores que afectan al muestreo.
3. Empleo de cabezales perforados para el muestreo

por impacto.

Momento del muestreo.

Condiciones del muestreo.

Zona y nimero de puntos de muestreo.
Caudal del muestreo.

Volumen de aire muestreado.

© ® NNk

Transporte y conservacién de las muestras.
10. Medios de cultivo, incubacién y lectura.
11. Manejo del cabezal del muestreador de impacto.

Veamos de forma detallada cada uno de ellos.

1.Técnica de muestreo

La técnica de muestreo serd por impactacion en placa de
cultivo mediante Colector-Muestreador volumétrico de im-
pacto (muestreador calibrado anualmente que cumpla con
los requisitos de la Norma UNE-EN-ISO 14698 Partes 1 y
2:2004 (5,6),y con la UNE-EN 13098:2019 (7)). Para ello,
el muestreador hace pasar un volumen de aire determinado

a través de una rejilla, impactdndolo contra una placa con
medio de cultivo.

La seleccidn del dispositivo de muestreo se hace en funcién
de numerosos factores los cuales se describen en el anexo
A de la norma UNE 171340:2020. En cualquier caso el
muestreo deberd llevarse a cabo por personal debidamente
formado y siguiendo las instrucciones dadas por el fabri-
cante del dispositivo de muestreo (8).

2. Factores que afectan al muestreo

a) Efecto de desecacion: dado que la concentracion de
microorganismos esperada en el aire es baja, se deben
tomar grandes volimenes de aire. Ahora bien, el paso
de gran cantidad de aire por la superficie del medio de
cultivo de los soportes muestreadores, hace que el
medio se reseque, no pudiendo suministrar la sufi-
ciente humedad a los microorganismos que impactan
sobre la superficie del medio para su crecimiento.

b) Efecto de rebote y de paso de largo: si el aire pasa a
gran velocidad por la superficie del medio de cultivo,
se provocan turbulencias internas en el muestreador y
en la propia placa de cultivo, que impiden el impacto
del microorganismo en el medio al rebotar sobre el
mismo, o al pasar de largo a través de este, provocando
una menor captacién microbiana.

¢) Velocidad de impacto: debe ser lo suficientemente ele-
vada para permitir captar los microorganismos viables
de un tamario superior a 1 ym y suficientemente baja
como para garantizar su viabilidad y evitar su altera-
cién mecdnica o ruptura celular.

3. Cabezal del muestreador de impacto

El muestreo volumétrico por impactacioén requiere del uso
de cabezales perforados en los dispositivos. Esto provoca
que algunos microorganismos impacten en los espacios in-
terporos del cabezal no penetrando en el muestreador, o bien
que hayan penetrado varios de ellos por el mismo orificio
del cabezal del muestreador (a mayor cantidad de microor-
ganismos en cada toma de muestras, mayor serd esta pro-
babilidad). Esto puede traducirse en recuentos de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) inferiores a los que existen
en la muestra, y este error es mayor cuanto mayor es la pre-
sencia de gérmenes en la misma. Este sesgo se corrige cal-
culando el nimero probable total de UFC aplicando la
férmula de Feller basada en la teoria de la probabilidad:

Pr=N*In[(N+0,5/(N-r+0,5)]
Pr: ndmero probable total de UFC
N: nimero de orificios de la tapa del muestreador

r: nimero de UFC contadas en placa Petri de 90 mm

6 / Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproduccién Humana ./ Vol. 38 n® 1 Enero-Febrero-Marzo 2021



o utilizando la tabla del “Niumero Mas Probable (NMP)” o
tabla de correccién estadistica de Feller (especifica para cada
cabezal muestreador ya que el dato aportado depende del ni-
mero de orificios que tenga) donde conociendo el valor de r,
la tabla facilita el valor Pr (el mismo que obtendriamos rea-
lizando el calculo mediante la férmula de Feller) (3).

4. Momento de muestreo

El muestreo ideal se debe realizar con la sala lista para tra-
bajar (equipos de acondicionamiento de aire en funciona-
miento, modo operacional) pero "en reposo”, sin actividad
(antes de iniciar la jornada diaria y con la sala limpia) con
las puertas, ventanas y exclusas cerradas, sin presencia hu-
mana o si hay presencia sin hablar, sin moverse ni interferir
los flujos de aire. Para la validacién con actividad ("en fun-
cionamiento"), se realiza tras 2 o 3 horas de actividad nor-
mal.

5. Condiciones durante el muestreo
Se deben anotar y realizar las siguientes comprobaciones:

a) Temperatura y humedad relativa: medir en dos puntos
(lectura doble en cada uno: para aceptacion aplicar
norma UNE 100713) por cada 500 m? de superficie del
area a evaluar, a la altura del drea de trabajo (en torno
a 1 metro), y evitando zonas de calor/frio (presencia
de equipos en funcionamiento, salidas de aire).

Para temperatura se usard un sensor de temperatura tipo
termistor (acronimo de THERMally sensitive resisIS-
TOR, resistencia sensible a la temperatura cuya resis-
tividad varfa en funcion de esta) o similar, en periodo
vigente de calibracion (calibrado anualmente), con un
tiempo minimo de estabilizacién para cada medida, de
120 segundos.

La humedad relativa se medird mediante sensor capaci-
tivo de polimero de pelicula delgada (absorbe o libera
vapor de agua seglin aumenta o disminuye la humedad
relativa del ambiente cambiando sus propiedades die-
léctricas y también la capacitancia del sensor) o simi-
lar, en periodo vigente de calibracién (calibrado
anualmente), con un tiempo minimo de estabilizacion
para cada medida, de 20 segundos.

b) Presion diferencial relativa entre salas: realizar lec-
tura en el sistema de CVAA. En caso de no disponer
de la medicion automatizada, se realizard medicién por
duplicado, con equipo en periodo vigente de calibra-
cién (calibrado anualmente), dotado de sonda de pre-
sion diferencial, colocada desde la sala de referencia
hacia cada sala anexa, a través de la vaina existente de
toma de presion o en su defecto pasando el tubo de me-

dicién a través de un resquicio de la puerta, y cuidando
que no quede estrangulado al paso del aire. Se realiza
muestreo durante varios minutos si el equipo permite
integracion de la lectura, indicando finalmente la pre-
sién diferencial maxima, minima y la media, acep-
tando la medida si la media es < 6 Pascales en
sobrepresion.

¢) Fecha de la dltima calibracién de caudales y volime-
nes de muestreo del equipo muestreador.

d) Nimero de serie del equipo de muestreo, el nombre
del técnico que toma la muestra y la fecha en que se
realiza.

e) Carga de la bateria del muestreador.

f) Verificar las placas de cultivo, que no presentan creci-
mientos previos.

g) Evitar interferencias directas de ventiladores de equi-
pos informdticos o similar.

6. Zonas y numero de puntos de muestreo.

En los niveles de riesgo 3,4 y 5 (correspondientes a ISO 7,
6y 5,sala "en reposo") segin la norma UNE 171340:2020
el ndmero de puntos de muestreo depende de los m? que
tenga la sala. Por lo tanto, se recomienda:

a) Recoger una muestra en la zona de trabajo (en el centro
de la sala) y a la altura de trabajo (en torno a 1 metro)
si la sala tiene menos de 40 m?, dos muestras si tiene
entre 40-50 m?, y tres puntos de muestreo en salas de
mads de 50 m?.

b) Segiin la norma UNE 171340, en salas de ambiente
controlado_no es necesario realizar toma en la entrada
de aire impulsado excepto cuando se estd estudiando
la fuente de contaminacion tras encontrar cultivos po-
sitivos en el muestreo convencional. Este muestreo ser-
vird para discriminar si se trata de una contaminacién
del sistema de ventilacion, o de algin problema du-
rante la actividad de la propia sala. En este tltimo caso
la forma de tomar la muestra serd la misma que para
el muestreo habitual.

¢) En salas con cabina de flujo laminar o de bioseguridad:
realizar un punto de muestreo de la sala (sala de menos
de 40 m?) y otro en el interior de la cabina (en el centro
de esta), cada tres meses, ademads de la validacion anual.

d) Si en el programa de bioseguridad disefiado, se incluye
la monitorizacidn de otras zonas de riesgo con solo dos
etapas de filtracidn, recoger muestras en la zona de tra-
bajo y también en las partes altas de la sala (rejilla de
impulsién), lo que permite evaluar la calidad del aire
que entra en la sala.
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e) Evaluar, si es conveniente, puntos grises que pueden
producirse en funcidn del tipo de flujo de aire y su dis-
tribucion, en los que el aire se renueva con dificultad,
o si queremos evaluar la entrada de biocontaminantes.

f) Cuando se quiera descartar que la fuente de contamina-
cion del aire sean los aparatos con ventilador que estdn
funcionando dentro de la sala, realizar una toma de
muestra del propio ventilador mediante una torunda
impregnada en medio de cultivo liquido (9).

7. Caudal de muestreo

El ideal es de 0,5 L/s (30 L/min) al obtenerse una mayor re-
cuperacion de microbiota con caudales bajos sobre todo en
ambientes muy limpios; aunque seria aceptable de 0,5 L/s
a 1,5 L/s para salas ISO 5,6 y 7. Con caudales mayores de
0,5 L/s se disminuye la sensibilidad del método (efecto re-
bote y paso de largo) aumentando el error, por lo que los re-
cuentos negativos no pueden informarse como “ausencia de
microbiota”, sino que se considera que “el nimero real de
UFC/m?esta por debajo del limite de deteccién del método
empleado”. Por ello se debe hacer constar en el informe el
caudal utilizado.

TABLA 2

8. Volumen de aire muestreado

Muestrear 500 litros de aire (0,5 m?) de una vez para salas
ISO 5,6y 7. Esto supone unos 17 minutos funcionando el
muestreador a 0,5 L/s.

9. Transporte y conservacidn de la muestra

La placa con medio de cultivo que estd colocada en el apa-
rato muestreador, debe retirarse del mismo, teniendo cui-
dado de no contaminarla. Se le colocard la tapa y se sellard
con film pléstico para evitar contaminaciones durante su
traslado. Las muestras se enviaradn al Laboratorio o Servicio
de Microbiologia perfectamente identificadas indicando la
sala donde se ha realizado la toma de muestras y la condi-
cién de esta (sala vacia o con actividad).

10. Los medios de cultivo, incubacion y lectura.

Se describen en la Tabla 2. La norma UNE 171340:2020
también da la posibilidad de que en bacterias contemos mi-
crobiota aerobia total mesdfila y también discriminemos
bacterias que pueden ser patogenas para los gametos o em-
briones.

Medios de cultivo, incubacion y lectura

Microbiota aerobia Agar Tripticasa Soja
total mesdfila (TSA): estandar
0

Agar base TSA + lecitina+
tween (A-LTP): més sensible,
pudiendo recuperar mas UFC

35-37°C £ 1°C 3 dias

Lectura cada 24h
(Informe final al 3° dia)

* Depende del automuestreador. Algunos autores demuestran mayores recuentos (mayor sensibilidad de la prueba) con las placas Rodac. Las muestras
se conservan y transportan hasta el laboratorio de Microbiologia a T® ambiente.

** Para investigar especies fingicas termotolerantes como Aspergillus fumigatus inhibiendo el crecimiento de otros hongos ambientales.

***Algunos autores recomiendan realizar la incubacién para hongos hasta los 7 dias.

Adaptado de Cuadra et al. 2014.
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11. Manejo del cabezal del muestreador de impacto

Se recomienda realizar desinfeccion del cabezal en los si-
guientes momentos:

Entre tomas: la primera toma se inicia con cabezal estéril
(autoclavado) y entre tomas se realizard desinfeccién con
alcohol de 70°, esperando su evaporacion antes del uso y se
mantendré cubierto con su tapa.

Entre sesiones: tras cada sesion de muestreo se esterilizara
en autoclave.

INFORME DE LOS RESULTADOS

Los microorganismos deben contarse e identificarse para
poder establecer la patogenicidad de los mismos y decidir
qué actuacion realizar. Por lo tanto, el informe deberfa cu-
brir los siguientes aspectos:

Estudio cuantitativo (nimero de colonias):

* El recuento de colonias que hayan crecido (r) se expresa
en UFC/m? de aire.

« Utilizar la tabla o férmula de Feller para dar el NMP (cada
muestreador suele venir acompafiado con su tabla de con-
version).

* En caso de no calcularse el NMP indicar en el informe que
se trata de “lectura directa” de UFC.

¢ Cuando se utilicen caudales de muestreo altos (1,5 L o ma-
yores) informar la ausencia de crecimiento de UFC como
“Por debajo del limite de deteccion de la técnica”.

* Incluir en el informe los pardmetros de la sala (Tempera-
tura y Humedad Relativa) y del muestreo (muestreador, cau-
dal, volumen, tipo de placa y medios, y tiempos de
incubacién).

Estudio cualitativo (identificacion de la microbiota):

*Bacterias Gram positivas (Sthaphylococcus coagulasa ne-
gativos como Sthaphylococcus epidermidis y saprophyticus,
Sthaphylococcus aureus, Sthaphylococcus capitis, Staphy-
lococcus pasteuri, Staphylococcus hominis, Micrococcus
luteus, Kocuria spp.): suelen aparecer por deficiente cum-
plimiento de las normas por parte del personal, niveles altos
de ocupacién y/o renovacién de aire insuficiente.

* Bacterias Gram negativas (enterobacterias, Pseudomonas;
Legionella, Rhizobium radiobacter): contaminacion por ae-
rosoles generados durante la limpieza, presencia de hume-
dades, limpieza y desinfeccién inadecuada de los sistemas
de ventilacién (torres de refrigeracion, humidificadores).

* Hongos filamentosos y levaduras: se realizard para evaluar
anomalias en los sistemas de CVAA (climatizacién y estruc-
tura) con toma de muestra con la sala vacia (reservorio de

los humidificadores, torres de refrigeracion) y para valorar
la circulacién del personal en la sala, la limpieza de los equi-
pos o contaminaciones provenientes del entorno por la aper-
tura de puertas cuando se realiza la toma de muestra con
actividad. Identificarlos hasta el nivel minimo de género.

* Virus: son microorganismos que no viven independiente-
mente fuera de células y tejidos vivos. Aunque algunos se
desplazan en el aire recirculante de los sistemas de CVAA,
el principal medio de transmision es el contacto entre per-
sonas. Por ello, no se realiza estudio de estos y si se reco-
mienda al personal que padezca alguna infeccion virica, que
utilice medidas de proteccidn individual para evitar tanto su
difusién al ambiente como a las muestras que manipule.

Envio de informes: En el informe se destacaran los puntos
NO CONFORMES, indicando el recuento de colonias, gé-
nero de los hongos aislados (cuando se concluya la identi-
ficacion también se informard la especie) y actuaciones a
desarrollar (9).

* Si se obtiene un resultado positivo de hongos es impor-
tante realizar un informe provisional rapido indicando el re-
cuento de colonias y género del hongo mientras no se tenga
la identificacién definitiva del hongo a nivel de especie.
Esta informacion precoz permitird tomar decisiones rdpidas
sobre la sala.

¢ En cuanto al recuento de aerobios se realizard un tnico in-
forme a las 72 horas indicando el nimero de UFC. En los
informes debe constar el espacio y si el muestreo se realizé
en reposo o actividad.

El circuito de informacion recomendado es el siguiente:

1. El Servicio o Laboratorio de Microbiologia comunica el
resultado a Medicina Preventiva o a la empresa externa.

2. Estos valoran el resultado y proponen las medidas y ac-
ciones a tomar, cuando sean necesarias, al director de la
Unidad de Reproduccién y al director/Coordinador del la-
boratorio de la Unidad.

3. Cuando la Unidad se encuentra en un Hospital, Medicina
Preventiva informard periédicamente a la Comisién de In-
fecciones.

Debe existir un registro de los controles efectuados que
incluya la medicion efectuada, las medidas de los pardme-
tros evaluados y el periodo de validez de la medicidn.

PERIODICIDAD, PUNTOS DE MUESTREO Y PRO-
TOCOLO NORMALIZADO DE TRABAJO

Tanto las dreas, como la periodicidad y puntos de muestreo,
estardn contemplados en un protocolo normalizado de tra-
bajo (PNT) que aborde al menos los siguientes apartados:
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1. Objetivos

2. Areas y lugares

3. Tipo

4. Numero y volumen de las muestras

5. Frecuencia

6. Condiciones

7. Identificacion de las dreas y muestras

8. Transporte y conservacion de las muestras
9. Medios de cultivo utilizados

10. Temperaturas y tiempos de cultivo

11. Expresion e interpretacion de resultados
12. Factores de correccién

Por otro lado, segtin la UNE 171340:2020, se deben realizar
los controles en las areas de ambiente controlado al menos

Se hardn en modo operacional, tanto en funcionamiento
como en reposo de forma obligatoria salvo la cualificacion
anual en reposo que serd opcional.

El organismo validador serd externo a excepcion de la cua-
lificacién post-mantenimiento que podrd validarla un orga-
nismo interno o externo.

Se tendran en cuenta los siguientes parametros ambientales
(temperatura, humedad relativa y biocontaminacién).

La frecuencia de estos controles se debe adecuar a las cir-
cunstancias particulares o tipologia del drea de ambiente
controlado en general y se recomienda realizar el muestreo
detallado en la Tabla 3.

Por dltimo, aunque la norma UNE 171340:2020 no lo con-
templa, recomendamos realizar controles microbiol6gicos
en el interior de las incubadoras (superficie o agua de las
bandejas), por lo menos durante la validacién anual de bio-
contaminacion.

en las siguientes situaciones:

Cualificacién previa a puesta en marcha.

ESTANDARES MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD
AMBIENTAL. CRITERIOS DE VALORACION DE
RESULTADOS.

La norma UNE EN ISO 14698-1:2004 (5) define tres niveles
a utilizar para la contaminacién microbioldgica ambiental:

. Cualificaciéon post-mantenimiento, incluido
cambio de filtros, en caso de reforma mayor, anomalia, altas
temperaturas, limpieza del sistema de ventilacion, humeda-
des en paredes.

o Cualificacion anual de condiciones de uso.

TABLA 3

Frecuencia recomendada de las tomas microbioldgicas en areas de ambiente controlado tipo B ISO Clase 7 (UNE 171340:2020)

Validacién minima
anual de condiciones
de uso Cabinas de flujo laminar o de bioseguridad.

Salas y laboratorios de Reproduccion asistida 1 punto en la zona de trabajo

1 punto bajo la cabina

Control Anual
(Riesgo 1/2)

Salas y laboratorios de Reproduccion asistida
Cabinas de flujo laminar o de bioseguridad

1 punto en la zona de trabajo
1 punto bajo la cabina
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1. Nivel blanco: objetivo de calidad que coincide con los
niveles 6ptimos.

2. Nivel de alerta: primera alerta en caso de desviacion res-
pecto a las condiciones normales y cuando se excede, dard
lugar a un seguimiento reforzado del proceso.

3. Nivel de accion: cuando se supera, precisa una interven-
cién inmediata, biisqueda de la causa, y una accidén correc-
tiva.

NIVELES DE CONTAMINACION BACTERIANA:
AEROBIOS MESOFILOS TOTALES

Para muestreos realizados en modo reposo y en funciona-
miento, se muestra en la Tabla 4 los niveles permitidos de
contaminacién bacteriana.

La norma UNE 171340:2020 establece los niveles 6ptimos
que coincidirian con la definicién del nivel blanco de la
norma UNE EN ISO 14698-1:2004, pero no establece como
esta ultima, niveles operativos de alerta ni de accién, que-
dando en manos de cada centro la definicién de estos. A
modo de ejemplo, en la Tabla 5 se detalla la propuesta para
quiréfanos de la Sociedad Andaluza de Medicina Preventiva
y Salud Publica (8), no para salas limpias en general.

El reciente consenso del Cairo de calidad del aire, acepta
como Unico valor normal para los LRHA, menos de 10
UFC/m? "en reposo" (10).

NIVELES DE CONTAMINACION FUNGICA

Para muestreos realizados en modo reposo y en funciona-

TABLA 4

miento, como se muestra en la Tabla 4, no puede existir nin-
glin hongo para el nivel 3, y hasta 10 ufc de hongos para el
nivel 2 y en un local de clase I (con tres etapas de filtracion),
con ambiente controlado, mientras que, en las cabinas, el
limite de UFC/m? de aire admisible no debe ser superior a
0 UFC. La presencia de estos hongos filamentosos en el
muestreo del aire en estas salas “de ambiente controlado”
es por tanto una “no conformidad”.

El reciente consenso del Cairo de calidad del aire acepta como
valor normal menos de dos esporas/m? "en reposo" (10).

La contaminacién del aire por otros hongos (Penicillium
spp., Candida, otras levaduras), debe ser motivo de la revi-
sioén de los pardmetros ambientales de climatizacion, para
verificar el buen funcionamiento del sistema.

PROPUESTA DE ACTUACIONES ANTE UNA “NO
CONFORMIDAD” DE BIOSEGURIDAD AMBIEN-
TAL EN AREA CONTROLADA Y CABINA DE
FLUJO LAMINAR

Tanto la presencia de hongos en el aire como de bacterias
mesofilas en cualquier drea controlada o cabina, por encima
de los niveles aceptables ocasionando una no conformidad,
obliga a valorar la pertinencia de suspender la actividad.
Esta decision serd valorada por el servicio de Medicina Pre-
ventiva o la empresa externa a cargo de acuerdo con la Di-
reccién del Laboratorio y la Direcciéon Médica de cada
centro.

En cualquier no conformidad en las areas de ambiente
controlado las tareas de mantenimiento a realizar serdn
(Tabla 6):

Interpretacion de resultados

5 (MUY ALTO) ISO5 No aplica <10

No aplica

Ausencia

3 (MEDIO) IS07 1808 <100

<150 Ausencia

1 (LIGERO) ISO 8 1SO9 <200

<200 <25 Ausencia de patogenos®

*Se consideran hongos patégenos a las especies Aspergillus, Rizhopus, Mucor y Scedosporium.
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TABLA 5

Propuesta de niveles de calidad operativos

Quiréfanos de Muy Alto Riesgo y < de 10 UFC/m®
Zonas de Muy alto riesgo (ISO 5 e

ISO 6, Clase A)

. >10 UFC/m?

Quiréfanos y Zonas de Riesgo Intermedio
(ISO 8, Clase C)

< de 100 UFC/m?

101-200 UFC/m® >200 UFC/m?

1) Revisién del sistema de CVAA para detectar posibles
causas:

a) Comprobar la fecha del ultimo cambio de filtros.

b) Revisar la integridad y la colmatacién de cada filtro de
los tres niveles de filtracion (prefiltro, filtros interme-
dios y filtro HEPA terminal).

¢) Comprobar los pardmetros ambientales: temperatura y
humedad relativa del drea, presiones diferenciales, flu-
jos de impulsién y extraccion, nimero de renovaciones
de aire/hora. Ver Tabla 6.

2) Limpiar el drea, rejillas y conductos accesibles, tras co-
rreccion de las anomalias si se detectaron (superficies hori-
zontales y verticales, incluyendo equipamiento y
almacenamiento de fungibles), con desinfectante de super-
ficies apropiado para laboratorios de Fecundacion in Vitro
(FIV) y con marcado CE.

Ante una no conformidad en una cabina las tareas de
mantenimiento a realizar seran (Tabla 6):

1) Revisar la cabina para detectar posibles causas:
a) Comprobar la fecha del dltimo cambio de filtros.

b) Revisar la integridad y la colmatacion de cada filtro
(prefiltro y HEPA).

¢) Revisar los ventiladores de impulsion de aire.

d) Revisar el sistema de gaseado y humidificacién: control
de la estanqueidad en las vélvulas de los fluxémetros
desde la botella hasta los caudalimetros.

2) Comprobar los pardmetros fisicos: velocidad de flujo de
impulsidn, retencidn de particulas (segtin fabricante).

3) Limpiar la cabina, las rejillas de impulsién y los conduc-
tos accesibles, tras correccion de las anomalias si se detec-
taron, con desinfectante de superficies apropiado para
laboratorios de FIV y con marcado CE.

Tanto para dreas de ambiente controlado como para cabinas,
se revisaran los aspectos higiénicos (vestimenta, higiene de
manos) y de la circulacion del personal (apertura de puertas
y exclusas, respeto de los circuitos de trabajo, entrada de
personal externo). En el caso de las cabinas se evitard in-
troducir materiales que emitan particulas (11) y se vigilard
la limpieza de la misma tras cada uso. Ademads, se realizard
una nueva toma de muestras de control tras la aplicacién de
las acciones correctivas.

CONCLUSION

El control de calidad del aire en los LRHA es de suma im-
portancia para el mantenimiento de las condiciones de cul-
tivo. Cualquier pequefia desviacién en las condiciones
podria repercutir en los resultados incluso de las técnicas de
reproduccién asistida. En este articulo se describen los en-
sayos que se deben realizar para el control microbiolégico
ambiental en los LRHA y cudles son los distintos pardme-
tros a evaluar, los resultados de los ensayos a registrar, la
presentacién de los resultados obtenidos mediante informes,
los criterios de interpretacion y valoracién de los mismos,
asi como actuar ante una no conformidad.
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TABLA 6

Areas de ambiente controlado y tres niveles de filtracion (con filtro HEPA terminal) y cabina de flujo laminar
NO CONFORMIDAD EN: POSIBLES CAUSAS ACCION CORRECTIVA RESPONSABLE DE LA
ACCION CORRECTIVA
AREAAMBIENTE Problemas o fallosenel Cambio o ajuste de filtros Servicio de Mantenimiento
CONTROLADO SISTEMA DE CLIMATIZACION intermedios y/o HEPA, o
ajuste de los parametros fisicos
Entrada del EXTERIOR Cierre correcto de puertasy ~ Servicio de Mantenimiento
] exclusas
REMOCION desde superficies Revisién de estanqueidad y
horizontales y verticales desajustes de presiones y flujos
Limpieza a fondo (incluyendo
rejillas y conductos accesibles) Servicio de Limpieza
Deficiencias en la observacion Cumplimiento de los protocolos Personal del area
de las normas de HIGIENE y existentes de higiene del Personal de Medicina
CIRCULACION del personal personal y circulacion de este Preventiva
CABINA DE FLUJO Problemas o fallos en el Cambio o ajuste de filtros o Servicio de Mantenimiento
LAMINAR O DE SISTEMA DE FILTROS o ajuste de los motores
BIOSEGURIDAD IMPULSION DE AIRE de impulsion
No conformidad en las areas Realizar las tareas de Servicio de Mantenimiento
de ambiente controlado mantenimiento
necesarias en el
area donde se situa la cabina
REMOCION desde superficies Limpieza a fondo de superficies Personal del laboratorio
horizontales y verticales, o desde horizontales y verticales
el sistema de gaseado y humidificacion Cambio de tubos de COy Servicio de Mantenimiento
Deficiencias en la observacion Cumplimiento de los protocolos Director/
de las normas de TRABAJO existentes de trabajo por Responsable del laboratorio
en la cabina parte del personal
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