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Resumen

Una sala blanca o limpia es un drea cientificamente construida para trabajar en condiciones de asepsia; es asi como
las instalaciones nucleares, microelectrénicas, alimentarias, cosméticas, de bioseguridad, farmacias de formulacién
magistral, de terapia celular, las instalaciones de metrologia, laboratorios de investigacion tecnoldgica y las industrias
farmacéuticas las utilizan. Especificamente en la industria farmacéutica, para garantizar las condiciones en los laboratorio
donde se realizan las pruebas de esterilidad, se deben conocer los principales factores para el control, operacion
y desinfeccion de las salas blancas, los cuales mantienen la concentracion de particulas en niveles aceptables de
contaminacién. Factores como la presion y la recirculacién interna del aire en la sala, sumados con la regulacién de
la temperatura, humedad y el control de la vestimenta del personal de trabajo son idispensables para una adecuada
operacidn. Por su parte, desinfectantes a base de alcohol, fenol, cloro, amonio cuaternario, formaldehido, glutaraldehido,
peroxido de hidrégeno y perdcidos son comtinmente utilizados para la desinfeccién de paredes, pisos y mesas de trabajo.
Este trabajo contempla los principales factores de control, operacién y desinfeccion de una sala blanca aplicados en
un laboratorio de pruebas de esterilidad en la industria farmacéutica.
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Abstract

A white room or a clean one is a scientific space built to work in aseptic conditions, that is how nuclear facilities,
microelectronics, food, cosmetic, biosafety, master-formulating pharmacies, cell therapy, metrology facilities,
technological research laboratories and pharmaceutical industries used them. In the pharmaceutical industry
specifically, in order to guarantee conditions in laboratories where sterility tests are carried out, people must know
the control, operation and disinfection of the white rooms which keep the concentration of particles in acceptable
levels of contamination.Besides, factors such as pressure and internal recirculation of the air in the room , plus the
regulation of temperature, humidity and the control of staff clothing are a priority for a proper operation. Meanwhile
disinfectants based on alcohol, phenol, chlorine, quaternary ammonium, formaldehyde, glutaraldehyde, hydrogen
peroxide and peracids are commonly used to disinfect walls, floors and working tables. This study considers the
main factors of control, operation and disinfection of a white room apply in a laboratory of sterility tests in the
pharmaceutical industry.
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I. Introduccion

Una sala blanca, sala limpia, sala estéril
o “cleanroom” como se conoce en inglés, es un
area cientificamente construida para trabajar
en condiciones de asepsia. Son utilizadas
por las industrias farmacéuticas, nucleares,
microelectrénicas, alimentarias, cosméticas, de
bioseguridad, farmacias de formulacién magistral,
de terapia celular, las instalaciones de metrologia,
laboratorios de investigacion tecnolégica, quiréfanos
de hospitales y estan disefiadas para garantizar la
exclusion microbiana y prevenir la contaminacion
de materiales estériles, componentes y superficies
en operaciones asépticas y conjuntamente con la
exclusion debe conseguir una limitacién microbiana
en las zonas ocupadas proximas a operaciones
asépticas (Comas, 2012).

En la sala blanca se controla la concentracién
de particulas contenidas en el aire, ademas su
construccion y utilizacion se realiza de forma
tal que el numero de particulas introducidas o
generadas y existentes en el interior del local sean
lo menor posible. Ademas, se puedan controlar
otros parametros importantes como temperatura,
humedad y presion (Pi, 2006).

Existen normativas que clasifican las salas
blancas, a saber; la ISO 14644 o la que realiza
la “Guia de Normas de Correcta Fabricacidon
aplicables a industrias farmacéuticas” (GMP, Good
Manufacturing Practice, por sus siglas en inglés).
Estas normativas definen una cantidad de particulas
para un drea; asi por ejemplo, una sala con una
concentracién de 352 000 particulas/m’ y con un
tamafo mayor o igual a 0,5 micrometros definida
como una clase ISO 7, tiene su equivalencia en la
GMP a una clase Grado C, o una clase ISO 8 que
tiene una concentracién de 3 520 000 particulas/
m3 serd una clase Grado D en la GMP (Agencia
Espaiola de Medicamentos y Productos Sanitarios,
2009). En Costa Rica, el ente encargado de regular las
areas limpias es el Ministerio de Salud y ha emitido
un documento de buenas practicas de manufactura

para la industria farmacéutica, para lo cual sigue
las recomendaciones de la Organizacién Mundial
de la Salud, nimero 32, que recomienda utilizar la
clasificacion de areas limpias propuesto por GMP
(Reglamento Técnico Centroamericano, 2007).

La clasificacién empleada por las normativas
para las salas limpias toma como base, la cantidad y
el tamano de las particulas presentes en el ambiente,
tanto en estado de reposo como en operacion
(Kochevar, 2006.) La importancia que adquiere
esta variable obedece a que las particulas se pueden
acumular sobre superficies producto de la gravedad
y por la adherencia electroestatica. En los liquidos
se adhieren a las burbujas de aire; también pueden
pegarse a las paredes de un conducto o recipiente
o aglutinarse en una masa mas grande (Kochevar,
2006).

En este sentido el limite de clasificacién
considerada por la GMP de 0,5 micras y 5 micras
reside en el hecho de que es conocido que particulas >
0,5 um son capaces de transportar microorganismos
que en general miden 0,3 um (Colomé, 2005).
Las particulas que son aerotransportadas poseen
formas variables y estan compuestas de todo tipo de
materiales (Pi, 2006). Ademas pueden actuar como
“transportadores” de bacterias, De ahi que se distinga
entre particulas viables y particulas no viables o
inertes. (Pi, 2006) Como ejemplos de particulas
viables estan: bacterias, mohos, hongos y esporas.
Las particulas no viables incluyen sustancias tales
como compuestos organicos, metales, compuestos
inorganicos y sal marina. (Echeverri y Maya, 2008).

Un aspecto importante que se denota en
la guia de Normas de Control de Fabricacién de
Medicamentos Microbioldgicos, publicado por la
Agencia Espafola de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el 2009 y que es extendido a todo
tipo de salas blancas, es el control microbiologico
ambiental; por ello se recomienda la utilizacion de
filtros HEPA (High Efficiency Particle Arrestance,
por sus siglas en ingles), los cuales realizan la funcién
de purificacion del aire al retener las particulas.
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Por otra parte, se recomienda la utilizacién
de desinfectantes variados en paredes, pisos y
mesas de trabajo los cuales garantizan el control
microbioldgico en la sala blanca y se mantenga en
los parametros establecidos para la clasificacion
asignada. Entre los desinfectantes se citan: los
fabricados a base de fenol, alcohol, formaldehido,
glutaraldehido, cloro, amonio cuaternario, peréxido
de hidrogeno y peracidos.

El objetivo de este trabajo es indagar sobre
las principales fuentes de contaminacion en una
sala blanca disefada para ejecutar las pruebas de
esterilidad en medicamentos, los diferentes tipos
de desinfectantes que se utilizan para desinfectar
paredes, pisos y mesas de trabajo asi como los
elementos esenciales de control de operacion que
hacen que funcione correctamente.

I1. Salas blancas

Las salas blancas fueron utilizadas inicialmente
para el procesado de productos farmacéuticos,
nucleares y miroelectrénicas. Sin embargo, dada la
globalizacién de productos industriales como las
alimentarias, las cosméticas, las de bioseguridad, las
de formulaciones magistrales de las farmacias, las de
terapia celular, las instalaciones de metrologia, los
laboratorios de investigacion tecnoldgica entre otras,
hace que se necesiten salas limpias para la realizacion
del proceso, minimizando los rechazos debidos a
contaminacion, y maximizando las cualidades de
los productos o investigaciones (Fernandez, 2011)

La clasificacién de las salas blancas se
realiza con base a la cantidad de particulas que se
encuentran en el aire, asi para un laboratorio clase
ISO 5 la cantidad maxima de particulas por metro
ctibico para tamafios mayores o iguales a 0,5 um es
de 3 520. (Corral, 2013) En el cuadro 1 se muestra la
clasificacion de la ISO 14644-1 para las salas blancas.

Para el sector farmacéutico es mas habitual
clasificar las salas blancas en grados (Fuentes, 2013):

A (Zona donde se realizan operaciones con
alto riesgo de contaminacién microbioldgica)
B Eentorno parala zona de grado A en el caso
de preparacion y llenado asépticos),

C y D (zonas limpias para realizar fases
menos criticas en la fabricacién de productos
estériles).

Es de suma importancia velar porque la sala
blanca permanezca dentro de los parametros de clase
o clasificacion parala cual fue disefiada. Asi para una
sala blanca farmacéutica, donde se realiza el ensayo
de esterilidad en producto terminado, la clasificacion
corresponde ala normativa ISO 5 para un flujo de aire
unidireccional, en el cual, la cantidad de unidades
formadoras de colonias (ufc) no debe ser mayor a
1 ufc/m’. (Red Panamericana de Armonizacion de
la Reglamentacion Farmacéutica, 2013).

II1. Fuentes de contaminacion

Las fuentes de contaminaciéon mas comunes
en las salas blancas dependen de la procedencia
y la importancia de conocer el origen de la
contaminacién es precisamente el hecho de
controlar el ingreso de contaminantes y garantizar
la asepsia del lugar. Los origenes mds comunes son
los siguientes (Pedroza, 2012):

-La atmosfera, es fuente de contaminantes
como: particulas, gases, humedad y calor.
-El agua, contiene los metales pesados, las
bacterias, electrolitos.

-Las personas, compuesta por el personal
que labora en la sala y que son portadores
de contaminantes como: particulas (caspa
pelusa), maquillaje, fijador para el cabello y
algunos quimicos provenientes del sudor.
-Otros de tipo particular como quimicos,
gases y el area de trabajo en si.
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Las particulas suspendidas en el aire son la
principal fuente de contaminacidn, el determinar
su procedencia facilita el proceso de control
microbiolédgico y asegura una mayor confiabilidad
en los ensayos de esterilidad de medicamentos. En
el cuadro 2 se resume los tres tipos de particulas
que por su naturaleza estan presentes en una sala
blanca (Kochevar, 2016)

IV. Desinfeccion de Salas Blancas

A pesar de las medidas de seguridad para
el personal y el drea de la sala limpia, resulta
de suma importancia mantener protocolos
de limpieza para evitar asi la acumulacion de
polvo, suciedad, y minimizar la contaminacion

secundaria. Los protocolos de limpieza contemplan
el uso de desinfectantes, de manera que para ser
considerado como tal, el agente usado en el proceso
de desinfeccion debe reducir la contaminacion
microbiana inicial de 3 a 5 logaritmos. Ademas debe
promover la destruccion de causantes infecciosos o
contaminantes, tanto en objetos como en ambientes
y garantizar la eliminacién de formas vegetativas
sin incluir esporas bacterianas (Casanova, 2013).
Los desinfectantes actian de diferentes formas,
unos lo hacen sobre la pared y membrana celular
(interna o externa), otros sobre el nucleo y otros
lo hacen sobre las enzimas o proteinas (Cabrera,
Gomez y Zuniga, 2007). En el cuadro 3 se presenta
un resumen de sitio de accion, segun diferentes
desinfectantes empleados:

Cuadro 2. Tipos, fuentes y descripcion de particulas contaminantes de salas blancas

Tipo Fuente

Organica Inerte Materia Viva

Organica Viable  Materia Viva

Descripcion
Provienen de materiales organicos no reactivos derivados de

organismos vivientes e incluyen los compuestos de carbono.

conforme a condiciones favorables

Ejemplo

Célula de piel muerta

Particulas capaces de vivir, desarrollarse o germinar

Bacterias, Hongos

Las particulas inorganicas provienen de materia que nunca

Inorgdnica Minerales Grano de polvo cuprico

estuvo viva

Fuente: Kochevar (2016).

Cuadro 3. Sitio de accion del desinfectantes en los microorganismos

Sitio banco Antisépticos o desinfectantes
Glutaraldehido

Envoltura celular (pared celular, membrana externa) -
EDTA, otros permeabilizantes

Compuesto de Amonio Cuaternario (CAC)
Clorhexidina

Membrana interna citoplasmética Diaminas

Mezcla heterodispersa de bioguanidas de polihexametileno, alexidina

Fenoles
., , Formaldehido
Unién cruzada a macromoléculas .
Glutaraldehido
Intercalacion con el ADN Acridinas

Intercalacién con grupos tiol Compuestos con plata

Haldégenos
Efectos en el ADN o ) .
Peréxido de hidrogeno, iones de plata
. Haldgenos
Agentes oxidantes ;
Peroxigenos

Fuente: (Cabrera, Gomez y Zuiiga, 2007).
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Para maximizar el uso del desinfectante, es
importante considerar su eficacia y esta depende
de la cinética de destruccidn, en la que se destacan
los siguientes aspectos: la concentracion del
desinfectante, el tiempo de exposicidn, el pH del
medio, la temperatura, la presencia de materiales
extrafos, la resistencia propia de los microorganismos
y el nimero inicial de la poblacién (Vignoli, 2006).
Por otra parte, en la Secretaria General de Salud de
Bogota se recomienda considerar varios aspectos
para la seleccion del desinfectante, entre los que se
destacan, el ingrediente activo-concentracion, la
actividad microbiana, la descripcion del producto,
la biodegradabilidad, la compatibilidad con las

superficies, el tiempo de accién, la forma y el
campo de aplicacion, el valor agregado y el aspecto
economico (Secretaria general de salud de Bogota,
2004).

Los desinfectantes cumplen una tarea muy
importante dentro del marco operativo de una
sala blanca, cuando garantizan la sanidad de las
areas de trabajo. Algunos productos utilizados
como desinfectantes cuyas caracteristicas, ventajas,
desventajas y concentraciones recomendadas son
expuestas en el cuadro 5 (Marti, Alonso y Constans,
1994; Rueda, Amigot y Ducha, 2003; OMS, 2005 y
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010).

Cuadro 2. Tipos, fuentes y descripcion de particulas contaminantes de salas blancas

Desinfectante Caracteristicas
Bactericida, virucida, fungicida y
tuberculicida.

No actuia sobre las esporas.
Alcohol (Etilico, P

- Funciona de manera inmediata y es de
Isopropilico)

facil aplicacion.

Acttia por desnaturalizacion de la
proteina de la pared celular.

Es un bactericida, virucida,
micobactericida y fungicida.

No es esporicida.

Presenta accion residual (que perdura
Compuestos por un periodo luego de su aplicacion)
fendlicos Actua rompiendo la pared de las células
precipitando las proteinas celulares.

En bajas concentraciones inactiva

las enzimas, interfiriendo con el
metabolismo de la pared celular

Es un bactericida, virucida, fungicida,
tuberculicida y esporicida dependiendo
Compuestos de la concentracion que se utilice.
liberadores de Tiene un amplio espectro y es de rapida
cloro activo accion

Se clasifican en organico e inorganico

segun su origen

Concentracion
Entre 60%y 90%

Desventaja
Es inflamable.
Opaca el acrilico.
Reseca los plasticos y gomas.

Reseca la piel

Esta prohibida su utilizacién en areas
de contacto con alimentos debido a la
toxicidad oral. )

o ) Soluciones de
Es irritante de piel y mucosas
. . 5mg/l
respiratorias y oculares.
Tienen efecto alergénico y

fotosensibilizante.

Inorgénico: 0.02%

Es corrosivo a metales en altas y 1.0%
concentraciones Orgénico: 1.9% y
6.0%
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Desinfectante Caracteristicas Desventaja Concentracion

Es un bactericida, fungicida y virucida ~ Se puede inactivar en presencia de Soluciones de 1
(del tipo lipofilico). materia organica. mg/l

Compuestos Poseen su mecanismo de acciéon

de amonio mediante la inactivacion de

cuaternario enzimas productoras de energia, La
desnaturalizacion de las proteinas y la
ruptura de la membrana celular
Es un gas que mata todos los Irrita ojos y las mucosas Forma solida

Formaldehido microorganismos y esporas a (paraformaldehido)
temperaturas superiores a los 20 °C'y y en solucidn al
humedades relativas superiores al 70%. 37%
Actividad en contra de formas Requiere ser activado con compuestos ~ Soluciones al 2%
vegetativas de bacterias, esporas, hongos de bicarbonato y se logra una

Glutaraldehido 7 virus con y sin envoltura lipidica. estabilidad de 4 semanas.

Trabaja mas rapido que el formaldehido
sin embargo tarda mas en matar las
esporas bacterianas.
Son oxidantes energéticos y potentes
germicidas de amplio espectro.
Son inocuos para el hombre y el medio
ambiente.

Peroxido de ]

L Es un desinfectante lento.

hidrogeno y L. L,

L. El peréxido de hidrégeno se puede

peracidos N ) )
utilizar para desinfectar superficies de

trabajo de laboratorio.

Es toxico e irritante de la piel y

mucosas

Se descompone muy facilmente
y deben ser protegidos de la luz y

almacenados en lugares frescos

Soluciones
preparadas diluidas
al 3 % lista para
usarse
Concentraciones
del 30% la cual

se diluye en agua
estéril hasta lograr
concentraciones

entre el 3y 6%,

Fuente: (Marti, Alonso y Constans, 1994; Rueda, Amigot y Ducha, 2003; OMS, 2005 y Agencia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, 2010).

V. Condiciones de operacion de las salas
blancas

Anteriormente, se indicé que las particulas del
aire son la principal causa de contaminacion en salas
blancas. En un ambiente promedio aplicado a una
ciudad media, el aire posee entre doscientas mil y
diez millones de particulas micrénicas en suspension
por cada pie cubico (Melo, 2009). Para garantizar un
buen desempeno en las salas limpias, Fuentes (2013)
indica que es necesario tomar medidas de seguridad,

ya que la naturaleza contaminante de las particulas
puede provocar que la contaminacion se presente
rapidamente en toda la sala blanca. Segiin Fuentes
(2013), dentro de las medidas de seguridad se citan:

« Utilizar filtros HEPA o ULPA para retener
particulas, filtros de alta eficiencia en la
retencion de particulas.

o Ingresar aire estéril a la sala limpia, esto se
logra filtrando las particulas suspendidas
del aire; este proceso se debe repetir varias
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veces por hora para evitar la acumulacién
de particulas. En este sentido Garcia-Theran
(2014), indica que la tasa de renovacién de
aire varia desde 30 por hora en locales de clase
100.000 (ISO 8) hasta 600 a 720 por hora en
locales de clase 100 (ISO 5). (Garcia-Theran,
2014)

o Los rincones son redondeados y las paredes
estan recubiertas de vinilo y para evitar
acumulaciones de suciedad.

« Los trabajadores deben vestirse con trajes
especiales para no llevar contaminantes ni
generar particulas de polvo.

o Debe existir esclusas que separen las salas
limpias y el exterior.

o La presion atmosférica interna de las salas
se mantiene ligeramente superior a la del
exterior.

Segun se indicd, uno de los puntos importantes
de control en la sala blanca es la presion del area,
debido a la necesidad de evitar el ingreso de
particulas contaminantes provenientes del exterior.
Al mantener una presion de la sala mayor que la
de sus alrededores, cuando se abre una puerta o
ventana, el aire fluird de adentro de la sala hacia
afuera y no habra migracion de particulas hacia el
interior (Moia & Wheeler, 2000).

En términos generales, una diferencia de
presion entre una sala limpia y el aire ambiente de
15 Pa es suficiente para eliminar la migracion de
particulas y puede llegar hasta un maximo de 45
Pa. A mayores presiones la sala sufre por problemas
mecanicos y por ruido cuando se producen fugas.
(Moia & Wheeler, 2000)

Otro factor que se debe contemplar en una
sala limpia es controlar las condiciones del ambiente,
la temperatura y la humedad. Los ambientes secos
favorecen la permanencia de bacterias cocos gram
positivos, mientras que la humedad fomenta el
crecimiento de bacilos gram negativos y los hongos
presentes en el polvo. (Lama, 2012).

El control que se ejerza sobre la vestimenta
del personal que trabaja en la sala blanca es
importante. Este factor constituye una fuente de
contaminacidon importante, se requiere de equipo
especializado. Segtin las buenas practicas de
manufactura establecidas por las OMS, la vestimenta
a utilizar en una sala blanca de clase A y B (sala
de alta bioseguridad) emplea una cofia que cubra
completamente el cabello y, se debe cubrir la barba
y el bigote. Ademas es necesario considerar los
siguientes aspectos (OMS, 2001):

1. Se debe usar un traje de una sola pieza,
cerrado en las mufiecas y con un cuello alto.

2. Laparte inferior de la cofia se debe meter en
el cuello del traje.

3. Se debe utilizar una mascarilla para evitar el
derramamiento de gotitas.

4. Se deben portar guantes del material
apropiado, esterilizados, sin talco, y calzado
esterilizado o desinfectado.

5. Las terminaciones del pantalon se deben de
meter dentro del calzado y las bocamangas
del traje se deben meter dentro de los guantes.

6. La ropa de proteccidon no debe desprender
practicamente fibra o particular alguna y
debe retener las particulas eliminadas por el
cuerpo.

Por otra parte, Fuentes (2013) sefiala que los
operarios deben vestirse con trajes especiales para
no llevar contaminantes ni generar particulas de
polvo. Los trajes especiales comprenden: gorro,
mascarilla, ropa de quir6fano, guantes de latex y
calzas de plastico. Segun lo indicado por la Agencia
Espafola de Medicamentos y Prodcutos Sanitarios
(2009) las condiciones para el personal que labora en
salas limpias de clasificacion A y B son las siguientes:

1. Cubrir totalmente con un tocado el
cabello (barba y bigote) y este introducirse
dentro del traje.

2. Debe utilizarse una mascara para evitar
la emision de gotitas.
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3. Se utilizaran guantes apropiados
esterilizados de goma o plastico, sin
polvos de talco.

4. Se debe llevar calzado esterilizado o
desinfectado.

5. Las partes inferiores de los pantalones se
introduciran en el calzado y las mangas
en los guantes.

6. Lavestimenta protectora no debe liberar
practicamente ninguna fibra ni particula
y debe retener las particulas desprendidas
por el cuerpo.

V1. Conclusiones

Las salas blancas son areas disefiadas y
construidas cientificamente para ser utilizadas por
los sistemas modernos de produccion para garantizar
productos mas limpios, libres de bacterias, hongos,
esporas y otros. Es necesario controlar la presion
en estos sitios, una presion mayor a la parte externa,
evitard que ingresen contaminantes a la sala al abrir
las puertas y ventanas.

El control ambiental de temperatura y
humedad es critico debido a que las bacterias y
hongos que puedan estar presentes en las mesas,
paredes, pisos, ventanas, puertas, requieren de estas
condiciones para su reproduccion y proliferacion.
De esta manera pueden llegar a las manos del
personal y afectar la prueba de esterilidad.

Las particulas presentes en una sala blanca
provienen de fuentes organicas e inorganicas;
son viables si transportan microorganismos y
promueven la proliferacién de microorganismo o
no viables si es contrario.

El personal que se moviliza dentro o trabaja
en una sala blanca, debe protegerse con una
vestimenta especialmente disefiada, que cubra la
cabeza, la cara, las manos, el cuerpo, los zapatos,
no debe quedar ninguna parte del cuerpo expuesta
debido a que el cuerpo libera particulas las cuales
pueden contaminar la sala.

A pesar de los controles presentes en la sala
blanca, el ingreso de particulas aéreas es inevitable,
y su acumulacién promovera la multiplicacion de
microorganismos, por lo tanto, se hace obligatorio
utilizar agentes quimicos de desinfeccion para
garantizar que las bacterias, hongos, esporas y virus,
se eliminen para la operacion de la sala blanca.

Los productos mas comunmente utilizados
como desinfectantes de paredes, pisos y mesas de
trabajo, son aquellos en el cual el principio activo es
el alcohol, el fenol, el cloro, el amonio cuaternario,
el formaldehido, el glutaraldehido y el peroxido
de hidrégeno y peracidos. El uso de uno u otro
dependera del tipo de microorganismo presente
y la resistencia de estos hacia los desinfectantes
utilizados.
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