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Ante la pandemia generada por 
el coronavirus SARS-CoV-2, la desin-
fección de los vehículos de emergen-
cias supone una cuestión crucial. No 
en vano, son medio de transporte de 
pacientes contagiados y podrían ser 
vector de contagio para otros pa-
cientes. Administraciones, servicios 
de emergencias y empresas privadas 
de transporte sanitario están aplican-
do diversas medidas para la desinfec-
ción de los vehículos. Actualmente, 
el uso de cañones productores de 
ozono es uno de los métodos más 
utilizados. El ozono es un gas oxi-
dante con demostrada actividad des-
infectante en medio acuoso que se 
utiliza para la desinfección de aguas 
y alimentos1-3. Sin embargo, su efica-
cia como desinfectante de superficies 
por nebulización no ha sido suficien-
temente probada y el Ministerio de 
Sanidad no lo registra como viricida 
para la desinfección de superficies4.

En este trabajo hemos analizado la 
eficiencia del procedimiento que utiliza 
cañones de ozono para la desinfección de 
ambulancias analizado su eficacia para re-
ducir la viabilidad de tres microorganis-
mos modelo: un lentivector y dos pató-
genos bacterianos. Los lentivectores son 
estructuralmente similares al coronavirus 
SARS-CoV-2, de tamaño semejante (100 
nm), con un genoma RNA de cadena 
simple empaquetado por la proteína de 
la nucleocápsida envuelta a su vez por 
una membrana lipídica en la que se inser-
tan proteínas que interactúan con los re-
ceptores de la célula huésped5,6. Los lenti-
vectores pueden actuar como vehículos 
de genes reporteros, como el de la pro-
teína fluorescente GFP, que permite cuan-
tificar el número de partículas virales in-
fectivas cuantificando el número de 
células hospedadoras que adquieren fluo-
rescencia. Gracias a su capacidad de in-
fectar pero no de multiplicarse, pueden 
utilizarse como agentes bioseguros susti-
tutivos de los coronavirus tipo SARS para 
evaluar procedimientos de desinfección 
sobre agentes infecciosos virales. Aunque 
actualmente la preocupación por una 
adecuada desinfección se debe a la nece-
sidad de evitar la transmisión del corona-
virus SARS-CoV-2, también se están utili-
zando tratamientos con ozono como 
desinfectantes de amplio espectro, supo-
niendo su efectividad frente a otros mi-
croorganismos. Por esta razón también se 
ha analizado la capacidad desinfectante 

de estos tratamientos frente a dos pató-
genos bacterianos, Staphylococcus aureus 
y Salmonella enterica, bacterias modelo 
recomendadas por la normativa america-
na (EPA) y europea (EN)7,8 para probar la 
efectividad de tratamientos desinfectantes 
en superficies.

El lentivector utilizado fue pSIN-GFP9, 
que fue preparado y titulado siguiendo 
los procedimientos descritos anterior-
mente10,11. 1 ml de cultivo de las cepas 
Staphylococcus aureus cepa MW2 (S. au-
reus MW2)12 y Salmonella enterica ser. 
Enteritidis cepa 3934 (S. Enteritidis 
3934)13 crecidas durante la noche en me-
dio TSB y LB respectivamente a 37ºC en 
agitación, fueron recogidos por centrifu-
gación, lavados tres veces con solución 
salina tamponada con fosfato (PBS) y res-
uspendidos en 1 ml de PBS. Se colocaron 
25 μl de cada suspensión en placas de 
Petri vacías y estériles y fueron deseca-
das. Como vehículo de emergencias se 
utilizó una ambulancia medicalizada de 
10,79 m3, y como fuente de ozono un 
cañón con capacidad de producción de 
16.000 mg/h (Industrial Global Supply 
S.L.). El cañón fue colocado en el suelo 

de la ambulancia orientando su produc-
ción de gas hacia la camilla (Figura 1). Se 
colocaron placas abiertas con 1 ml del 
preparado lentiviral en medio DMEM 
completo y placas con los cultivos bacte-
rianos desecados, sobre la camilla en dos 
ubicaciones: una sobre la cabecera, cer-
cana a la fuente de ozono (ubicación 
proximal), y otra sobre los pies, alejada 
de la fuente de ozono (ubicación distal) 
(Figura 1). Los niveles de ozono fueron 
determinados utilizando un medidor 
(Dräger Pac 8.000) y se alcanzaron > 10 
ppm durante los tratamientos (Figura 1). 
Se utilizó un higrómetro (ThermoPro) 
para registrar la humedad ambiental que 
osciló entre 37-48% durante los ensayos 
(Figura 1). Según las especificaciones del 
fabricante, 3,23 minutos de tratamiento 
son suficientes para la desinfección de la 
ambulancia utilizada en este estudio (0,3 
min/m3 para vehículos de emergencias). 
Se realizaron dos tratamientos de 10 y 
20 minutos (3 y 6 veces el tiempo reco-
mendado respectivamente). Tras los tra-
tamientos se cuantificaron las unidades 
lentivirales infectivas mediante microsco-
pía de fluorescencia y citometría de flu-
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Figura 1. Contextualización de los elementos utilizados en el ensayo. (A) Localización 
de los preparados lentivirales y cultivos desecados colocados sobre la camilla de la am-
bulancia en las dos ubicaciones analizadas, ubicación proximal y distal (flechas), en re-
ferencia a la localización del cañón de ozono. (B) Localización del cañón de ozono en 
el interior de la ambulancia (flecha inferior). El medidor de ozono fue colocado en los 
estantes superiores de la ambulancia a la altura del ozonizador. La fotografía registra 
un momento del ensayo en el que el medidor muestra la presencia de niveles de ozo-
no superiores a 10 ppm en el interior del habitáculo, con aparición en la pantalla de 
los símbolos que indican que se ha superado el rango máximo de medición, con las 
correspondientes alarmas luminosas activadas. El higrómetro fue introducido en la am-
bulancia antes y después de los ensayos y registró el rango de humedad en el que se 
llevaron a cabo los ensayos.
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jo10,11 y se registró el promedio y la des-
viación estándar de cuatro recuentos 
independientes. Los cultivos bacterianos 
fueron rehidratados en 100 μl de PBS. Se 
realizó el recuento de células viables de 
los cultivos tratados y de los mismos cul-
tivos sin tratar mediante el recuento en 
placa de diluciones seriadas, y se registró 
el promedio y la desviación estándar de 
tres cultivos independientes. Los trata-
mientos con ozono se compararon con 
un tratamiento con lámpara de luz UV-C, 
método de desinfección de superficies de 
eficacia probada14,15. Se colocaron placas 
abiertas con 1 ml del preparado lentiviral 
en medio DMEM completo y con culti-
vos bacterianos desecados en una cabina 
de flujo laminar y fueron irradiadas con 
luz UV-C (lámpara TUV 30W, 100 μW/
cm2 a 1 m) durante 20 minutos. Se llevó 
a cabo títulos y recuentos como se ha 
descrito anteriormente.

El tratamiento con ozono apenas 
produjo una disminución en el título 
del lentivector (Figura 2) observán-
dose diferencias inferiores a un loga-
ritmo, independientemente del tiem-
po y la cercanía a la fuente de 
ozono. Los tratamientos con ozono 

tampoco tuvieron un efecto significa-
tivo sobre la viabilidad de las bacte-
rias, con disminuciones que no supe-
raron el medio logaritmo en el caso 
de S. aureus MW2 y 1,4 logaritmos 
en el caso de S. Enteritidis 3934. En 
comparación con esta limitada capa-
cidad desinfectante de los tratamien-
tos con ozono, el tratamiento con 
luz UV-C redujo el título del lentivec-
tor y el número de bacterias viables 
por debajo de los límites de detec-
ción de las técnicas, (< 5.000 partí-
culas/ml en la titulación del lentivec-
tor y < 10 UFC/ml en el recuento de 
bacterias), y se alcanzó una reduc-
ción de 4 logaritmos en el caso del 
lentivector (Figura 2) y de 6 logarit-
mos en el caso de las bacterias 
(Figura 3). Estos ensayos se repitie-
ron en otra ocasión, obteniéndose 
resultados similares a los aquí presen-
tados (datos no mostrados).

L a  Agenc i a  de  P ro tecc ión 
Ambiental de los Estados Unidos 
(EPA)7 y la normativa europea (EN-
14885) recomiendan una disminu-
ción superior a 3 logaritmos en el 

caso de virus y a 5-6 logaritmos en 
el caso de bacterias para considerar 
efectivos tratamientos desinfectantes 
en superficies hospitalarias. Ninguno 
de los tratamientos con ozono, inde-
pendientemente de su duración o de 
su cercanía a la fuente del gas, redu-
jo de forma suficiente el título del 
lentivector o el número de bacterias 
viables (Figuras 2 y 3) para conside-
rar efectiva la desinfección según es-
tas directrices. Se ha descrito activi-
dad viricida del ozono gaseoso en 
superficies utilizando concentraciones 
de 20-25 ppm en presencia de una 
humedad relativa superior al 90%16. 
En este trabajo hemos utilizado con-
centraciones de ozono de 10 ppm 
(probablemente superiores, aunque 
sin determinar ya que el límite de 
detección del equipo medidor fue de 
10 ppm), y una humedad relativa de 
37-48%, lo cual pudo haber influido 
en la eficiencia del tratamiento.

A pesar de haber realizado los 
ensayos en dos ocasiones obtenién-
dose resultados similares, no se pue-
de descartar que tratamientos pro-

Figura 2. Efectos de los tratamientos con ozono y de la radiación ultravioleta sobre la viabilidad de vectores lentivirales. (A) 
Fotografía de microscopía de fluorescencia de células transducidas con una preparación de lentivector pSIN-GFP sin tratamiento 
previo. La fluorescencia es indicativa de una infección viable con partículas virales. (B) Como en A, pero tratando la preparación de 
lentivector con luz UV-C, 20 min. La viabilidad de las partículas de vector viral se pierde de manera significativa. (C) Como en B, 
pero tratado con ozono (> 10 ppm) durante 20 min en la ubicación proximal a la fuente de ozono. (D) Como en C, pero en la 
ubicación distal a la fuente de ozono. (E) Histogramas que representan la expresión de fluorescencia en células transducidas con 
vector viral sin tratar, o tratado previamente con luz ultravioleta. La barra vertical indica la separación entre positividad y negativi-
dad en la expresión de fluorescencia. Los porcentajes de células que expresan fluorescencia, y por lo tanto infectadas con el vector 
viral, se muestran en las gráficas. (F) Como en E, pero utilizando lentivectores tratados con ozono durante 20 min, en las ubicacio-
nes proximal y distal a la fuente de ozono. (G) Gráfico de barras representando los títulos de las preparaciones de lentivector tras 
los tratamientos indicados. Únicamente el tratamiento con luz ultravioleta disminuyó de forma significativa la viabilidad de las pre-
paraciones de lentivector. Se señala el límite de detección de la técnica de titulación utilizada (5 x 103 partículas infectivas/ml).
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l o n g a d o s ,  c o n c e n t r a c i o n e s 
superiores o en presencia de otras 
condiciones de humedad el ozono 
pudiera ejercer una actividad desin- 
fectante.

Sin embargo, los datos obteni-
dos en este trabajo indican que los 
tratamientos con ozono que se es-
tán utilizando en la actualidad para 
la desinfección de vehículos de 

emergencias son insuficientes y no 
son recomendab les  para  es ta 
finalidad.
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