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1. Título 

Detección de virus nucleocitoplasmáticos de ADN de gran tamaño en sistemas lacustres 
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2. Resumen 

Esta investigación se centra en la presencia de virus gigantes en sistemas lacustres de la 

provincia de Loja, con el objetivo de explorar la influencia de diferentes gradientes altitudinales 

en su distribución. El estudio se realizó en cuatro lagunas de la provincia de Loja (Pindal, 

Chayazapa, Oñacapac, Laguna Negra). Se emplearon cultivos monoxénicos de Acanthamoeba 

castellanii ATCC 30010, infectadas con muestras de agua de distintos sistemas lacustres y así 

se observó los efectos citopáticos producidos por la posible presencia de virus 

nucleocitoplasmáticos de ADN de gran tamaño (NCDLVs). La investigación destaca la 

variabilidad ambiental de cada zona, considerando factores como pH, temperatura y oxígeno 

disuelto, que pueden influir en la presencia de estos virus. Los resultados muestran que los 

efectos citopáticos se observaron únicamente en la laguna de Oñacapac, (efectos como:  

redondeo celular posterior a las 48 horas de infección, cambio morfológico y estiramiento 

amebal a las 72 horas), caracterizada por ser un cuerpo de agua léntico y eutrofizado a diferencia 

de otras lagunas muestreadas que presentaron características como cuerpos de agua lóticos y 

con un bajo nivel de eutrofización. Esto sugiere que la estabilidad ambiental y la disponibilidad 

de nutrientes son factores clave para la presencia de virus gigantes y la de sus hospederos, más 

que la altitud. Los resultados demuestran que las condiciones ambientales específicas, como la 

eutrofización y la estabilidad del ecosistema, son más relevantes que los gradientes altitudinales 

para la presencia de virus gigantes.  

 

Palabras clave: Virus nucleocitoplasmáticos de ADN, sistemas lacustres, gradientes 

altitudinales, Acanthamoeba castellanii, efectos citopáticos. 
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Abstract 

This research focuses on the presence of giant viruses in lacustrine systems of the province of 

Loja, with the aim of exploring the influence of different altitudinal gradients on their 

distribution. The study was conducted in four lagoons in the province of Loja (Pindal, 

Chayazapa, Oñacapac, Laguna Negra). Monoxenic cultures of Acanthamoeba castellanii 

ATCC 30010 were used, infected with water samples from different lacustrine systems to 

observe the cytopathic effects caused by the potential presence of large nucleocytoplasmic 

DNA viruses (NCDLVs). The research highlights the environmental variability of each area, 

considering factors such as pH, temperature, and dissolved oxygen, which may influence the 

presence of these viruses. The results show that cytopathic effects were observed only in the 

Oñacapac lagoon (effects such as: cell rounding after 48 hours of infection, morphological 

change, and amoebal elongation after 72 hours), which is characterized as a lentic and eutrophic 

water body, unlike other sampled lagoons that exhibited characteristics of lotic water bodies 

with low levels of eutrophication. This suggests that environmental stability and nutrient 

availability are key factors for the presence of giant viruses and their hosts, rather than altitude. 

The results demonstrate that specific environmental conditions, such as eutrophication and 

ecosystem stability, are more relevant than altitudinal gradients for the presence of giant 

viruses. 

Keywords: Nucleocytoplasmic DNA viruses, lacustrine systems, altitudinal gradients, 

Acanthamoeba castellanii, cytopathic effects
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3. Introducción 

Hace más de veinte años, el descubrimiento del primer virus gigante cambió la forma 

en la que se define un virus, desafiando las concepciones tradicionales sobre el tamaño y la 

complejidad de estos entes microbianos conocidos hasta entonces (Khalil et al., 2016). Este 

descubrimiento marcó un hito en la virología y transformó nuestra comprensión sobre los virus 

en los ecosistemas. Los estudios realizados en los años posteriores han revelado la importancia 

ecológica y evolutiva de los virus gigantes. Estos virus no solo tienen la capacidad de regular 

los ciclos biogeoquímicos en el ambiente y potencialmente influir en las poblaciones 

microbianas (Sarmiento et al., 2021), sino que también desempeñan un papel crucial en la 

evolución de la vida (Claveire y Abergel, 2018).  

Sin embargo, a pesar de su amplia presencia en una variedad de entornos, desde 

ambientes marinos profundos hasta sistemas lacustres en diferentes partes del mundo, su 

aislamiento y estudio presentan desafíos significativos debido al comportamiento complejo de 

estos virus. Es importante destacar que, en entornos acuáticos, los principales huéspedes de 

estos virus suelen ser protozoos, especialmente del género de amebas Acanthamoeba, lo que ha 

generado un creciente interés en la investigación sobre su interacción con estos hospedadores 

(Abrahão et al., 2014).  

Por lo antes mencionado, el estudio de virus gigantes en sistemas lacustres, 

especialmente en entornos con diferentes gradientes altitudinales, plantea desafíos únicos 

debido a las condiciones ambientales variables influenciadas por las condiciones de cada zona, 

características como radiación ultravioleta, presión atmosférica y la temperatura que disminuye 

con la altitud podría influir en la presencia de estos virus gigantes (Leal y Hernández, 2023; 

Terneus, 2002). 

 Fischer (2016), considera un desafío importante analizar y categorizar la información 

existente para lograr establecer la presencia de estos organismos, donde la falta de información 

detallada sobre la existencia y la actividad biológica de virus nucleocitoplasmáticos limita 

nuestra comprensión de su papel e impactos en la salud ambiental.  
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Esta investigación se presenta como un esfuerzo por llenar un vacío de conocimiento en 

el campo de la virología ambiental, explorando la presencia y la diversidad de virus gigantes 

en sistemas lacustres de altitudes variables (Fischer, 2016). Basándose en evidencia válida 

sobre la existencia de estos virus gigantes en ecosistemas acuáticos con características variadas 

(Claveire y Abergel, 2018; Khalil et al., 2016; Rivera y Hernández, 2022), se toma como punto 

de partida la singularidad geográfica de Ecuador, atravesado por la cordillera de los Andes. Este 

relieve irregular genera una considerable diversidad de pisos altitudinales, lo que otorga 

relevancia a sus sistemas lacustres. Cabe destacar que muchos virus gigantes han sido 

previamente hallados en medios marinos asociados a protistas (Machado et al., 2022).  

Los sistemas lacustres son abundantes en la provincia de Loja, donde podría darse la 

presencia de virus nucleocitoplasmáticos, lo que permitiría generar información relevante 

(Terneus, 2002). En este contexto, la investigación plantea la siguiente interrogante: ¿Existen 

virus gigantes en los sistemas lacustres de la provincia de Loja, cuyos pisos altitudinales sean 

determinantes para su presencia?  

Para abordar esta pregunta, se propone como objetivo general detectar virus 

nucleocitoplasmáticos de ADN de gran tamaño (NCDLVs) en sistemas lacustres ubicados en 

diferentes gradientes altitudinales de la provincia de Loja, i) Desarrollar cultivos monoxénicos 

utilizando células de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 infectadas con muestras de agua 

procedentes de distintos sistemas lacustres con gradientes altitudinales, ii) Identificar los 

efectos citopáticos presentes en células de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 mediante 

de microscopia y iii) Establecer la presencia de posibles virus nucleocitoplasmáticos de gran 

tamaño en función de los efectos citopáticos observados en el hospedero. 

Por ende, las herramientas para poder detectar los virus gigantes se basan en protocolos 

ya establecidos y que además han sido modificados para acoplarse a las necesidades del 

proyecto basadas en la infección de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 como hospedador 

de los virus gigantes, el cual al ser infectados por estos virus demuestra efectos citopáticos, de 

modo que se podrá formar una base sobre la existencia de los virus gigantes en las zonas 

lacustres de la provincia de Loja.   
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4. Marco Teórico 

4.1. Virus Nucleocitoplasmáticos: descubrimiento, definición y características 

En 1992 se aisló de una especie de ameba que se encontraba en la torre de refrigeración 

de agua de un hospital en Bradford, Inglaterra donde ocurría una epidemia de neumonía que 

reportó 13 casos que apuntaban a la presencia de A. polyphaga mimivirus, constituyendo así en 

25,4 % de los casos de neumonía en ese hospital. Además de demostrar que aquellos pacientes 

estuvieron en contacto con las aguas contaminadas del hospital (Khalil et al, 2016;Van, 2011).  

Los virus gigantes son miembros del clado de virus nucleocitoplasmáticos de ADN 

grande donde se comprenden varias familias que pueden infectar células eucariotas. Se 

compone de un núcleo con un genoma de ADNbc, con una membrana lipídica que se encuentra 

bajo una cápside icosaédrica recubierta, con fibras compactas de 120 nm que forman una matriz 

densa en su lugar de unión lo que le da características únicas a Mimivirus, con un genoma de 

ADNbc de 1,2 mega pares de bases (Mbp) y un tamaño por partícula de 750 nm 

aproximadamente, siendo así el virus más grande jamás identificado (Zauberman et al., 2008).    

Los virus gigantes son reconocidos así por presentar un gran tamaño a comparación de 

un virus típico, mientras que un virus normal no es visible al microscopio óptico, los virus 

gigantes pueden ser vistos a través de un microscopio (Boratto et al., 2020). Forman parte de 

un grupo de organismos con particularidades estructurales en sus genéticas que permiten 

deducir cual es el origen y el nivel de evolución que éstas tienen, lo cual se ha convertido en 

tema de interés para los investigadores. Varios autores mencionan que es posible que los virus 

gigantes adquirieron sus genes a partir de la transferencia horizontal de las células eucariotas 

que infectan (Echeverria et al., 2021). Luego del descubrimiento del primer virus gigante, los 

equipos de investigadores se encargaron de buscar estos virus en varios entornos, dando como 

resultado la descripción de seis familias distintas de virus gigantes ya con la composición 

detalladas de su genoma y la estructura de las cápsides (Khalil et al., 2016).   

4.2. Distribución y hospederos 

Es importante resaltar que todas las investigaciones dirigidas a virus gigantes destacan 

la ubicuidad de estos organismos, al ser un tema relativamente nuevo, su descubrimiento se dio 

desde las plantas de enfriamiento de hospitales en países europeos, además entornos incluidos 

suelo, aire, entornos acuáticos, sistemas de tratamiento de aguas residuales, entornos 

hospitalarios (Abrahão et al., 2014), presencias virales en muestras metagenómicas marinas y 
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muestras metagenómicas de drenaje de mina (Andreani et al., 2018) y la presencia documentada 

de virus gigantes en diferentes ubicaciones geográficas, incluyendo sedimentos marinos en 

Brasil, la costa central de Chile y lagos alcalinos brasileño (Leal y Hernández, 2023). Se recalca 

que, en la mayoría de estas investigaciones, los virus gigantes se descubren por la presencia en 

sus hospederos. La relación simbiótica con protozoos, especialmente Acanthamoeba, ha 

emergido como un tema crucial de interés, destacando la variedad de hospedadores y su posible 

impacto ecológico. 

4.3. Acanthamoeba y Acanthamoeba castellanii 

Conocida como un género de amebas libres ampliamente distribuidas en diferentes 

ecosistemas (Khan, 2006). Tienen la capacidad de sobrevivir en condiciones ambientales 

desfavorables gracias a su capacidad de formar quistes por largos periodos de tiempo (Cabral y 

Cabral, 2003). Además, Acanthamoeba es de interés en la microbiología y la medicina, 

conocida por causar infecciones en humanos como queratitis, infecciones oculares que causan 

ceguera, también pueden causar encefalitis amebiana granulomatosa que afecta directamente al 

sistema nervioso central (Schuster y Visvesvara, 2004; Visvesvara et al., 2007) 

Acanthamoeba castellanii del género Acanthamoeba es una de las especies más 

estudiadas y utilizadas como base en investigaciones debido a su viabilidad al momento de 

reproducirla en laboratorio y su interacción con otros organismos, entre estos los virus gigantes 

(Greub & Raoult, 2004). Además de que ha proporcionado información valiosa sobre la 

dinámica entre el huésped (virus gigantes) y hospedero (La Scola et al., 2003). 

4.4. Pisos altitudinales y su importancia en los ecosistemas 

Definimos a los pisos altitudinales como un sistema funcional dentro de la naturaleza 

donde todos los organismos que se encuentran dentro de un área específica interactuando entre 

sí y con el medio que los rodea (Martínez et al., 2010) Los pisos altitudinales, que se suceden 

verticalmente en las montañas, representan gradientes ecológicos únicos donde las condiciones 

ambientales varían significativamente con la altitud. 

Considerando los hallazgos sobre los virus gigantes desde ecosistemas totalmente 

variables, se infiere que los pisos altitudinales no deberían influir para el registro de virus 

gigantes (Abrahão et al., 2014; Suttle, 2007). Dichas altitudes también son denominados pisos 

bioclimáticos o pisos ecológicos y hacen referencia a las zonas o áreas geográficas 

determinadas por la altitud sobre el nivel del mar (Silva, 2016). Cada piso altitudinal tiene su 
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propia precipitación y temperatura, lo que determina las formaciones ecológicas. Se diferencian 

por las características climáticas, biológicas y ecológicas únicas, por lo que juegan un papel 

importante en la diversidad biológica y la dinámica de los ecosistemas (Martínez et al., 2010).   

Los pisos altitudinales en los ecosistemas son de gran importancia debido a su 

diversidad biológica y a su papel en la regulación climática y la prestación de servicios 

ecosistémicos. Cada piso climático alberga una variedad de organismos que contribuyen a estas 

funciones. Además, estos pisos suelen estar interconectados, permitiendo el flujo de energía, 

nutrientes y especies entre ellos. Por lo tanto, cada uno de estos pisos es vital para mantener la 

estabilidad y la resiliencia de los ecosistemas (Hofstede et al., 1998; Martínez et al., 2010).  

 

4.5. Interacción Virus Gigantes-Hospedadores 

La interacción entre los virus gigantes y el hospedero (Acanthamoeba) es de interés para 

la investigación sobre la evolución de estos organismos. Los miembros de la familia 

Mimiviridae logran infectar con facilidad a Acanthamoeba castellanii, además de usar la 

maquinaria celular de las amebas para lograr replicarse, causan afectaciones en la biología del 

hospedero como cambios en su morfología, sus funciones y su ciclo de vida (Raoult et al., 2004; 

Scola et al., 2003), considerando así a Acanthamoeba castellanii como un organismo modelo 

para el estudio de los virus gigantes (Thomas et al., 2011). 

El aislamiento de virus gigantes ha mostrado la existencia de tres linajes: Mimivirus que 

contiene los aislados de mimivirus más representativos, Achanthamoeba polyphaga 

moumouvirus y Megavirus chilensis (Andreani et al., 2018). Estudios específicos han abordado 

la compleja interacción Acanthamoeba y vertebrados considerando la capacidad de también ser 

posibles huéspedes de estos virus (Ghigo et al., 2008; Khan et al., 2007). Estas relaciones 

simbióticas plantean desafíos significativos en el aislamiento y estudio de estos virus, lo cual 

constituye un punto clave para comprender su comportamiento y función en entornos acuáticos. 

 

4.6. Importancia Ecológica y Regulación Biogeoquímica 

Abrahão et al. (2014) asocia los altos niveles de materia orgánica con la presencia y 

detección de virus gigantes en lagunas y ríos, que llegan a infectar organismos marinos 

flagelados unicelulares de clorofila, por lo que se generó un debate sobre su papel en los 

ecosistemas acuáticos. Por otra parte, mencionan que las procariotas que han sido lisadas por 

la multiplicación de mimivirus marinos podrían dar como resultado un aumento de los 
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nutrientes en las aguas superficiales y el carbono disuelto, por lo que se entendería como un 

promotor de crecimiento microbiano.  

La influencia de los virus gigantes en la regulación de ciclos biogeoquímicos en 

ambientes acuáticos ha sido ya analizada (Sarmiento et al., 2020). Estos virus afectan la 

dinámica de poblaciones microbianas, lo que repercute directamente en la salud del ecosistema. 

Su papel en la evolución de la vida también se destaca según investigaciones recientes (Rohwer 

et al., 2009). Los virus gigantes son de gran importancia dentro del campo de la microbiología 

y la biología por su gran potencial al momento de estudiar la variedad viral de los organismos, 

su incidencia en los ecosistemas y posibles aplicaciones en procesos de remediación 

ecosistémica y aplicaciones biotecnológicas (Claverie y Abergel, 2018b). Por lo tanto, es 

necesario el estudio progresivo de estos organismos para entender su rol dentro de los 

ecosistemas acuáticos y su potencial patogenicidad o impacto en los humanos (Khalil, 2016). 

4.7. Presencia en Sistemas Lacustres y Factores Ambientales 

Los virus gigantes han sido aislados en diversos nichos ambientales y geográficos, 

evidenciando su distribución global (Sarmiento et al., 2020). El campo de la metanogénica ha 

revelado el posible papel ecológico de los virus gigantes en los ecosistemas. Existen 

secuenciaciones ambientales de muestras de aguas de diferentes investigaciones, donde 

demostraron que en un 86 % de los sitios muestreados existe una gran abundancia de parientes 

de los mimivirus (Van, 2011). Aunque se han identificado virus gigantes en diversos entornos 

acuáticos, la investigación específica en sistemas lacustres, particularmente en la provincia de 

Loja-Ecuador recobra una gran importancia por ser un área no explorada. La variabilidad en 

factores ambientales como altitud, radiación ultravioleta, presión atmosférica y temperatura 

puede influir en la presencia de estos virus en sistemas lacustres (Williamson et al., 2008). 

4.8. Acantamoeba castellani y Efectos Citopáticos 

Los virus gigantes que infectan amebas, como los de la familia Mimiviridae, son 

organismos extremadamente grandes y complejos en comparación con otros virus. Estos virus 

gigantes pueden causar una variedad de cambios citopáticos en las amebas que actúan como 

sus huéspedes (Khalil et al., 2016). A continuación, en la Tabla 1, se describen algunos de los 

efectos citopáticos asociados con la infección de amebas por virus gigantes (Fukaya y 

Takemura, 2021).  
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Tabla 1. Efectos citopáticos en amebas por infección de virus nucleocitoplasmáticos de gran tamaño  

Características   Imagen referencial de los efectos generados por virus gigantes 

en cepas de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 

Trofozoítos sin infección 

 

Redondeo celular 

 

Disminución de motilidad 

  

Cambios en la morfología 

celular (alargamiento 

celular) 

 

Nota: Las líneas rojas indican los contornos de partículas con un tamaño de >=320 píxeles. Las líneas 

amarillas indican los contornos de partículas con un tamaño de >=320 píxeles. Las líneas azules indican 

la trayectoria del movimiento de las partículas. 

Fuente: Imágenes obtenidas de Fukaya y Takemura, (2021). 
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5. Metodología 

5.1. Área de estudio  

El área de estudio se extendió a lo largo de la provincia de Loja, abordando zonas 

lacustres (Pindal, Chayazapa, Oñacapac, Laguna Negra) a diferentes altitudes con una 

diversidad ecosistémica totalmente diferentes dentro de cada zona, aprovechando la cadena 

montañosa que cruza por la provincia de Loja. Las lagunas se seleccionaron bajo criterios de: 

(i) diferencias altitudinales (Figura 1). 

 

Figura 1. Mapa de las zonas lacustres de muestreo de la provincia de Loja 

Fuente: Elaboración propia  

La principal característica de las lagunas es sus diferencias altitudinales, que influyen 

también en la temperatura, mostrándonos ecosistemas variables entre sí. Ofrece una 

oportunidad para generar información relevante que pueda extrapolarse a otros sistemas 

lacustres en condiciones similares.   

5.2. Diseño de la investigación  

La parte experimental de este estudio se desarrolló en el Laboratorio de Análisis 

Químico de la Dirección de Investigación, de la Universidad Nacional de Loja (Anexo 1A). 
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Esta investigación tuvo un enfoque inductivo y cualitativo, con alcance descriptivo de tipo 

experimental, ya que permitió comprobar la posible existencia de virus nucleocitoplasmáticos 

de ADN de gran tamaño en los sistemas lacustres de la provincia de Loja. Se tomaron muestras 

de agua de cuatro lagunas representativas la provincia, ubicadas a distintas altitudes de 700, 

1300, 2700, 3400 msnm, que posteriormente fueron llevadas al Laboratorio de Análisis 

Químico, donde se realizó la parte experimental de este estudio. En este proyecto se utilizó la 

cepa de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 como hospedero para los virus 

nucleocitoplasmáticos. Se emplearon equipos de microscopía para identificar los efectos 

citopáticos que los posibles virus podrían generar en su hospedero, corroborando así la 

presencia de estos virus en los ecosistemas lacustres de la provincia de Loja. El estudio se 

enfocó en determinar si la presencia de virus gigantes está influenciada por la altitud. Las 

lagunas seleccionadas destacan por su variabilidad altitudinal, lo que permitió analizar un rango 

amplio de condiciones ambientales únicas, como temperatura, presión atmosférica y 

composición química del agua (eutrofización). Estas características resultaron ideales para 

estudiar la presencia de virus nucleocitoplasmáticos. Asimismo, la diversidad altitudinal de la 

provincia de Loja ofreció un escenario natural óptimo para evaluar la hipótesis de que la altitud 

afecta la presencia de estos virus.    

5.3. Desarrollo de cultivos monoxénicos con células de Acanthamoeba 

castellanii ATCC 30010 infectadas con muestras de agua proveniente de diferentes 

sistemas lacustres  

5.3.1. Muestreo de agua 

La recolección de muestras de agua siguió el protocolo de muestreo establecido por 

Machado et al. (2022), garantizando un enfoque riguroso y estandarizado en el cual se 

determinaron también las coordenadas precisas para las áreas muestreadas, incorporando 

múltiples puntos de recolección alrededor de las lagunas seleccionadas (Anexo 1B). Se 

colectaron 3 muestras por laguna utilizando tubos Falcon de 50 ml, extrayendo 40 ml de líquido 

con especial atención en obtener la muestra desde la superficie de la laguna. Las muestras 

fueron trasladadas al laboratorio de Análisis Químico de la Universidad Nacional de Loja y en 

el área de microbiología se conservaron en condiciones de refrigeración para preservar su 

integridad.  

Además, en las cuatro lagunas objeto de muestreo, se llevó a cabo un análisis de las 

características físico-químicas del agua mediante el uso de un equipo multiparámetro. Se midió 
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el pH, temperatura, Oxígeno Disuelto proporcionando así datos fundamentales para 

comprender las condiciones ambientales específicas de cada laguna (Machado et al., 2022). 

Este enfoque integral permitió obtener información valiosa sobre las variaciones en las 

propiedades del agua en las diferentes lagunas, contribuyendo a una comprensión más completa 

de los factores que podrían influir en la presencia y comportamiento de los virus 

nucleocitoplasmáticos en estos entornos lacustres (Fukaya y Takemura, 2021). 

5.3.2. Filtración de las muestras de agua  

La filtración de las muestras de agua se realizó siguiendo el protocolo establecido por 

el grupo de investigación “Genética y Biología Molecular”. En este proceso, todos los tubos de 

centrifuga de 15 ml con muestras de las lagunas fueron sometidos a tres ciclos de congelación 

y descongelación antes del procesamiento. Este paso permite la lisis de otros microorganismos, 

como bacterias y hongos, minimizando así el riesgo de contaminación durante etapas 

posteriores de la investigación. 

 

5.3.3. Cultivos axénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 

Para el aislamiento de virus nucleocitoplasmáticos de ADN de gran tamaño fue 

necesario el uso de un hospedero por lo que se realizaron cultivos axénicos de amebas de 

Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 y se utilizan como plataforma de aislamiento debido a 

su permisividad a un número sustancial de virus gigantes conocidos (Machado et al., 2022). 

Acanthamoeba castellanii se cultivó en frascos de cultivo celular de 75 cm2 con 25 ml 

de medio PYG a 31°C por 5 días según el protocolo establecido por el grupo de investigación 

de “Genética y Biología Molecular” (Anexo 1C). Después de los 5 días, bajo un microscopio 

invertido se observó si el número de amebas es adecuado para someterse a la división celular 

aproximadamente del 75 al 90% de confluencia celular. La confluencia celular se refiere al 

grado de cobertura de la superficie del cultivo por células, fue importante alcanzar este 

porcentaje de confluencia ya que fue indicador de que Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 

creció y se logró proliferar lo suficiente cubriendo gran parte de la superficie del cultivo, lo que 

permitió asegurar un crecimiento optimo y la viabilidad para haber realizado el siguiente paso 

experimental.  
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5.3.4. Conteo en la cámara de Neubauer  

Las células de la ameba se transfirieron a tubos cónicos de centrifugación de 50 ml y se 

realizó el recuento celular utilizando una cámara de Neubauer (Machado et al., 2022). Para el 

recuento, se preparó una dilución 1:10 de las células en un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. 

Se homogenizó la solución a fondo con una micropipeta antes del conteo y se cargó la cámara 

de Neubauer con 10 μl de la dilución usando una micropipeta. 

 

Figura 2. Recuento de células en cámara de Neubauer 

5.3.5. Cocultivos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 con muestras de agua 

Con el fin de aislar virus gigantes se utilizaron microplacas de 96 pocillos, lo que 

permitió el procesamiento de varias muestras al mismo tiempo. Para la preparación de las 

microplacas para los cocultivos se suplementó el medio PYG (50 ml) con antibióticos 

adicionales según Machado et al., (2022). Se utilizó vancomicina (60 ul), ciprofloxacina (240 

ul) y doxiciclina (240 ul) para reducir la posible contaminación de las muestras ambientales que 

se usaron (Anexo 1D). 

Una vez realizado el conteo, en las placas de microtitulación de 96 pocillos, se añadieron 

4 000 células por pocillo con un volumen final de 100 μl por pocillo se sellaron los bordes de 

las microplacas con cinta parafilm y se incubaron a 31°C hasta la inoculación de las muestras. 

En la placa de 96 pocillos uno de ellos se consideró el control blanco el que solo contuvo 

células de Acanthamoeba para verificar su viabilidad al paso de los días, además es importante 

mencionar que, para cada muestra de agua, se incluyó pocillos con la muestra original (sin 

diluir) y otro con la muestra diluida. Para cada microplaca inoculada se selló con cinta parafilm 

para evitar que la tapa se abra y se incubo a 30°C durante 4 días.  
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5.4. Identificación de efectos citopáticos en células de Acanthamoeba castellanii 

mediante microscopía  

La metodología implementada se centró en el uso de un microscopio invertido logrando 

observar los cambios morfológicos y el comportamiento de células Acanthamoeba castellanii 

ATCC 30010 que fueron infectadas con las muestras de las lagunas. La observación diaria se 

realizó a las 24, 48, 72 y 96 horas, permitiendo identificar los efectos citopáticos, mientras que 

el control permitió realizar una comparación entre las células amebales sanas (en estado de 

trofozoito) y las células amebales infectadas en intervalos de tiempo específicos de observación 

desde el momento que realizamos la inoculación (hora 0) y 24 horas después, durante un lapso 

de 4 días. Donde se tuvo que observar cambios como: redondeo celular, alargamiento 

(morfología que difiera de una célula sana), lisis celular, desprendimiento de la monocapa 

(Fukaya y Takemura, 2021). Posterior a los 4 días de observación si no se observó ningún efecto 

citopático se descarta la presencia de los “virus gigantes”.  
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6. Resultados 

6.1. Desarrollar cultivos monoxénicos utilizando células de Acanthamoeba 

castellanii ATCC 30010 infectadas con muestras de agua procedentes de distintos 

sistemas lacustres con gradientes altitudinales.  

Los cultivos monoxénicos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos establecidos por 

Vásquez, (2024) y el Centro de Investigación y Biotecnología. Se obtuvieron frascos de cultivo 

celular de 75cm2 con Acanthamoeba castellanii ATCC 30010, inoculando 100µl de células 

amebales sanas en nuevas flasks de cultivos con diferentes volúmenes de medio PYG (50-25-

20ml) y de este modo conseguir una confluencia de las amebas de un 75-90% valuada mediante 

conteo en la cámara de Neubauer. Bajo microscopía invertida, se confirmó que con 50 ml de 

medio PYG durante 5 días se logró observar una población considerable de trofozoítos de 

amebas, indicando un estado óptimo para el cocultivo.  

Para la infección se recolectaron 3 muestras de agua por laguna y se tomaron los 

parámetros físico-químicos de cada una de las lagunas que se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Parámetros físico-químicos de las lagunas muestreadas 

Ubicación pH Oxígeno 

Disuelto 

Temperatura (°C) Altitud 

(m.s.n.m) 

Oñacapac 

7,8 112,3 18,1 

2700 7,54 107,2 18,07 

6,98 102,3 17,91 

Chayazapa 

8,6 132 26,84 

1431 8,77 142,7 27,05 

8,87 142,7 26,6 

Pindal 

8,65 131,7 21,58 

790 8,74 125,5 21,59 

8,64 140,3 21,62 

Jimbura 

6,89 89,9 11,43 

3400 6,58 70,5 11,6 

6,76 67,3 11,33 

 

Dentro del proceso del cocultivo se logró evitar contaminación por otros organismos 

dentro de los pocillos de la microplaca de titulación agregando antibióticos (vancomicina, 

ciprofloxacina y doxiciclina), dando como resultado una microplaca con amebas sanas, y se 

procedió a infectar con el agua de las lagunas. La infección se dio de manera que por cada 

laguna existan 3 pocillos con una repetición cada una (Figura 2), divididos en un control (CL), 
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una infección con muestra de las lagunas sin diluir (MSD), por último, una disolución 1:10 de 

muestra de agua con agua desionizada estéril (MS). 

 

Figura 3. Configuración de la microplaca de titulación para el control de las infecciones por laguna 

 

6.2. Identificar los efectos citopáticos presentes en células de Acanthamoeba 

castellanii ATCC 30010 mediante microscopia. 

Posterior a las 24 horas después de la infección se realizó la primera revisión bajo un 

microscopio invertido para poder identificar los efectos citopáticos que pudieron haber 

generado las infecciones además de revisar para evitar posible contaminación por bacterias u 

otro organismo, luego se realizaron revisiones a las 48, 72 y 96 horas (Tabla 3). 

Tabla 3. Seguimiento de presencia de efectos citopáticos 

 Efectos citopáticos encontrados 

Lagunas 24 horas 96 horas 

Control 

Sin infección 

 

Sin infección  
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Pindal 

Sin efectos citopáticos 

 

Sin efectos citopáticos 

 

Chayazapa 

No existen efectos citopáticos 

 
 

No existen efectos citopáticos 

 

Oñacapac 

No existe efectos citopáticos 

 

 

Presenta redondeo de las células 

 

 
 

Jimbura 

No existe efectos citopáticos 

 
 

No existe efectos citopáticos 
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Como se observa en la Tabla 3, los efectos citopáticos empezaron a aparecer luego de 

las 24 horas. 

 

Figura 4. Efectos citopáticos (amebas sanas/redondeo celular) entre las 24-96 horas. 

Relación entre Altitud vs Positividad 

El análisis estadístico de los datos realizado mediante un Test exacto de Fisher reveló que existe 

una relación entre la positividad (presencia/ausencia del virus) y la altitud, (p= 0,018), se vio 

que el 100% de muestras a 2700 msnm fueron positivas, con una diferencia de 2610 m.s n.m 

entre el punto más bajo y su punto más alto. 

 Relación entre Temperatura vs Positividad  

Se obtuvo positivos a una temperatura promedio de 18°C, mientras que los negativos van desde 

los 11°C a 17°C y partir de los 19 a los 21°C aproximadamente. Sin embargo, la prueba U de 

Mann-Whitney no muestra una relación significativa (p= 0,482) entre la temperatura y la 

positividad.  

Relación entre pH y Positividad   

La presencia de los virus se da en pH promedio de 7,44. Por otra parte, los negativos tienen pH 

6,5 a 6,98 y a partir de pH a partir de 7,8 a 8,87. La prueba estadística U de Mann-Whitney (p 

= 0,482) no muestra un valor significativo para poder atribuir al pH la presencia de virus 

gigantes.  
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 Relación entre Oxígeno Disuelto y Positividad 

Dentro de las medias del Oxígeno Disuelto (OD) se vio que las muestras positivas tienen una 

media de 107% de saturación mientras que las negativas una media de 116% de saturación, a 

pesar de tener una diferencia de 9 puntos porcentuales, la prueba T de Welch muestra que esta 

no es significativa (p=0,446) para atribuir la presencia a este factor ambiental.  

6.3. Establecer la presencia de posibles virus nucleocitoplasmáticos de gran 

tamaño en función de los efectos citopáticos observados en el hospedero. 

Al culminar las 96 horas, los efectos citopáticos que de pudieron identificar son 

redondeo celular, estiramiento, desprendimiento de la monocapa, determinando así que 

solamente la muestra de la laguna de Oñacapac causo efectos citopáticos sobre Acanthamoeba 

castellanii 30010 (Tabla 7), por lo que se puede establecer la posible presencia de virus 

nucleocitoplasmáticos de gran tamaño solamente en esta laguna.  

Tabla 4. Efectos citopáticos en Acanthamoeba castellanii 30010 

Hora 
Efectos citopáticos 

encontrados 

Imagen por microscopio 

invertido 

24 h 
Desprendimiento de la 

monocapa y redondeo celular 

 

48 h 
Se presenta redondeo y cambio 

en la morfología de las amebas 
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72 h 

Se presenta estiramiento de las 

amebas y redondeo 

 

 

 

 

96 h 
Solamente se presenta redondeo 

de las células 

 

 
 

 

Probablemente al existir una menor variabilidad en las caracteristicas de esta laguna 

permite la existencia de estos organismos, además que visualmente que reflejaba ser una laguna 

estatica que presentaba un nivel mas alto de utrofización que el resto de lagunas.  

7. Discusión 

Los hallazgos de este trabajo concuerdan con las investigaciones realizadas por Vásquez 

(2024) y Machado et al. (2022). Ambos estudios destacan que tanto la reproducción de 

Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 como los procesos de recolección de muestras e 

infección presentan resultados consistentes y similares. Además, la positividad de las muestras 

a 2700 m.s n.m están dentro de los rangos de altura de 2100 a 3000 m.s n.m a las que Vásquez 

(2024) encontró presencia de estos virus gigantes. 

El uso de Acanthamoeba castellanii se encuentra establecido en el campo de la virología 

ambiental como una metodología para el estudio de organismos hospedadores (Khan y 

Siddiqui, 2014). Por lo que, se realizaron cultivos axénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 

30010 bajo protocolos optimizados, logrando una confluencia del 75% - 90% durante 5 días, lo 

cual fue óptimo para las infecciones con las muestras recogidas de las lagunas. Esto permitió la 

observación directa de efectos citopáticos causados en sus hospederos naturales, 
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proporcionando evidencia clara de la presencia y actividad virulenta de estos virus 

nucleocitoplasmáticos.  

Además, Esta investigación se centró en la variabilidad altitudinal, lo que permitió 

estudiar cómo factores ambientales como el pH, la temperatura y el oxígeno disuelto influyen 

en la presencia de virus nucleocitoplasmáticos en diferentes zonas. Se ha observado que a 

medida que aumenta la altitud, estos factores experimentan variaciones notables. Por ejemplo, 

la temperatura del agua tiende a disminuir y la solubilidad del oxígeno aumenta, afectando el 

metabolismo de los microorganismos. Además, el pH puede variar debido a la composición 

geológica local y las actividades biológicas, influyendo en la estabilidad y replicación de estos 

virus. Estos cambios ambientales tienen un impacto directo sobre la dinámica viral en 

ecosistemas acuáticos, especialmente en regiones con gradientes de altitud pronunciados 

(Snyder, 2018).  

Se ha demostrado que los virus gigantes juegan un papel clave en las redes tróficas 

microbianas y pueden influir en la dinámica de los ecosistemas mediante la regulación de la 

abundancia y diversidad de sus hospederos (Scola et al., 2003). Pues si bien es cierto los virus 

gigantes también se conocen como organismos ubicuos,  los resultados de esta investigación le 

dan vuelta a todo lo que los autores mencionan sobre su ubicuidad, ya que los efectos citopáticos 

por los cuales se buscó detectar virus gigantes solamente aparecieron en Oñacapac (una de las 

cuatro lagunas que se muestrearon), además que en el análisis de los datos recogidos in-situ 

también la laguna de Oñacapac mostró niveles estables de pH, temperatura y Oxígeno Disuelto 

mientras que las tres lagunas restantes demostraron una alta variación en sus condiciones, 

asimismo Wilhelm y Suttle, (1999), señala que los virus y sus hospederos requieren condiciones 

estables y específicas para proliferarse. También, las características donde Vásquez, (2024) ha 

encontrado virus gigantes dentro de la ciudad de Loja menciona que deben ser cuerpos de agua 

lenticos y que presenten casos de eutrofización, por lo puede ser razón de no haber encontrado 

virus gigantes en las tres lagunas restantes (Jimbura, Chayazapa, Pindal). Por lo ya señalado y 

debido a que el presente estudio se centró en lagunas con una gradiente altitudinal, mas no por 

sus características (cuerpos de agua lenticos y eutrofizados) las condiciones de cada laguna 

fueron diferentes mientras que lagunas como Jimbura y Pindal no eran cuerpos de agua lenticos, 

la Laguna de Chayazapa no mostraba casos de eutrofización, Oñacapac fue el único cuerpo de 

agua lentico y visiblemente eutrofizada. Estas diferencias tuvieron implicaciones sobre los 

resultados obtenidos, ya que debido a sus características no se encontraba una relación estable 
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entre lagunas por lo que las condiciones de cada laguna fueron importantes para esclarecer el 

por qué no se encontró “virus gigantes” en todos los sistemas lacustres. 

En relación con Boratto et al., (2020) menciona la identificación de virus gigantes en 

ríos ácidos y lagunas urbanas, también Vásquez, (2024) encontró efectos citopáticos en lagunas 

eutrofizadas señal de la presencia de virus gigantes, por lo que condiciones como la 

eutrofización pueden ser clave para la presencia-ausencia de estos organismos. Labbé et al., 

(2022) menciona el reciente descubrimiento de una comunidad viral en el lago de Episehelf- 

Ártico en la cual aparecen vestigios de virus gigantes, que debido al cambio en sus condiciones 

por el cambio climático está degradando estos ecosistemas y por ende los organismos que se 

encuentran ahí también desaparecen, recalcando su ubicuidad, pero además recalcando que las 

condiciones de cada zona son primordiales para la presencia tanto de los virus, así como de sus 

hospederos.  

Los datos señalan que la altitud no es determinante para la presencia de los virus, sin 

embargo, las condiciones de cada zona son determinantes para su existencia. En este estudio, 

se observó que la presencia de virus gigantes vario por las condiciones poco estables que tuvo 

cada cuerpo de agua de la provincia de Loja. Es necesario resaltar que además de los factores 

ambientales como la temperatura y pH, la disponibilidad de nutrientes juega un papel 

importante en la presencia y actividad de los virus gigantes. 

Referente a lo anterior mencionado, los hospederos son factores cruciales para la 

presencia de los virus gigantes y también dependen de las condiciones de su hábitat lo que 

demuestra que la disponibilidad de hospedadores toma más importancia que la altitud de la 

zona que se esté investigando (Philippe et al., 2013). También, Claverie y Abergel, (2010) 

mencionan que los microhábitats dentro de cuerpos de agua, como biofilms y materia orgánica, 

proporcionan nichos específicos para los virus gigantes, lo que sugiere que la diversidad y 

heterogeneidad del hábitat son factores determinantes, también Forterre y Prangishvili, (2009) 

hacen referencia a los ciclos de nutrientes como el del carbono y nitrógeno como influyente 

sobre la existencia de los virus, sobreponiendo los factores químicos y biogeoquímicos del 

entorno sobre la altitud de la zona.  

Por otra parte, los estudios de Aherfi et al. (2013), combinaron el cultivo de amebas con 

técnicas de secuenciación para poder describir el genoma de virus gigantes. Por lo que es 

importante considerar otras metodologías además de la infección de Acanthamoeba castellanii, 

a las futuras búsquedas de virus gigantes en los microhábitats que existen dentro de la provincia 
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de Loja, sin dejar de lado el análisis de las condiciones de los sitios a estudiar para así obtener 

un panorama claro sobre los virus gigantes y su entorno (Fukaya y Takemura, 2021). 
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8. Conclusiones 

Los resultados de esta investigación destacan la idea de que la variabilidad altitudinal juega un 

papel importante en la presencia de los virus gigantes en los cuerpos de agua de la provincia de 

Loja, y que esta estaría relacionada con las condiciones en las que se encuentren estos virus 

gigantes y sus hospederos. Además, podemos concluir que las zonas lacustres de la provincia 

de Loja ubicadas entre de 2100 a 3000 m.s n.m, se evidenció la presencia de virus gigantes bajo 

condiciones favorables.  

El estudio de los virus gigantes, su presencia en distintos ecosistemas y su impacto está en auge, 

por lo que comprender su función es clave. El uso de A. castellanii ATCC 30010 y el análisis 

de las condiciones de cada sitio fue crucial para para identificar virus gigantes y por qué 

posiblemente no se encontraron virus gigantes en todas las lagunas muestreadas.  

La estabilidad de las condiciones ambientales en la laguna de Oñacapac, en contraste con la 

variabilidad en otras lagunas, resalta la importancia de un entorno constante para la existencia 

de virus gigantes y sus hospedadores.   
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9. Recomendaciones 

Los protocolos y metodologías de cultivo e infección empleados cumplieron con su propósito. 

No obstante, sería recomendable optimizar el uso de antibióticos para minimizar covariables, 

ya sea ajustando sus concentraciones o mejorando su calidad. 

Al comparar nuestro enfoque con otros estudios, los virus gigantes siguen mostrando una gran 

complejidad para sus investigadores por lo que es necesario complementar este tipo de estudios 

con técnicas metanogénicas y también técnicas más avanzadas de microscopia que aseguren 

completamente la presencia de estos organismos dentro de los ambientes que se están 

estudiando, enriqueciendo significativamente la comprensión de los virus y su impacto en los 

ecosistemas. 

Los hallazgos de esta investigación sugieren que en futuras investigaciones sobre virus gigantes 

deben considerar una variedad de factores ambientales y ecológicos, en lugar de centrarse 

únicamente en la variabilidad altitudinal de cada sector altitud. 
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11. Anexos 

Anexo 1. Recolección, cultivo e infección de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010  
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Anexo 2. Certificado de traducción del  del resumen  

 

 


