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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion titulado: Cuantificacion de colifagos y
caracterizacién fisicoquimica en aguas del rio Alameda y Huatatas, Ayacucho
2021, tuvo como objetivo principal determinar la cantidad de colifagos en muestras
de agua de los rios Alameda y Huatatas, empleando como cepa receptora a
Escherichia coli ATCC 13076. Ademas, se evalu6o el efecto de factores
ambientales como la radiacién solar, temperatura, pH y cloro sobre los colifagos
presentes en estos cuerpos de agua. Las muestras de agua se recolectaron cada
10 dias durante un total de 12 fechas, abarcando los meses de septiembre y
noviembre de 2023. La investigacion fue de tipo descriptiva. Los resultados fueron
analizados mediante graficos en Excel y correlaciones de Pearson utilizando el
programa estadistico Minitab. Se realizaron muestreos en tres puntos de cada rio,
donde se midieron parametros ambientales in situ y se recolectaron muestras de
agua para su analisis en laboratorio. A través del método de filtro al vacio, se
obtuvieron suspensiones de bacteridéfagos, las cuales se sembraron en placas de
agar utilizando la cepa receptora E. coli ATCC 13076. Las placas se incubaron a
37 °C durante 24 horas, observandose calvas de 1 a 2 mm en las placas positivas.
Posteriormente, se cuantificaron las Unidades Formadoras de Placa (UFP). Se
encontré6 que factores como la radiacion solar y la temperatura influyen
significativamente en la cantidad de colifagos. Este estudio valida el uso de los
colifagos como indicadores de calidad microbiolégica del agua y aporta
conocimiento sobre su comportamiento frente a distintos factores ambientales, lo
cual resulta relevante para la gestion y el monitoreo de la calidad de agua en los
rios.

Palabras clave: colifagos, calvas, factores ambientales, indicadores, rios.



I. INTRODUCCION

La contaminacion de los cuerpos de agua es un problema critico a nivel mundial
debido a su impacto en la salud publica, la biodiversidad y las actividades
humanas (Paz y Mifio 2003). En particular, la presencia de microorganismos
fecales en el agua representa un riesgo significativo, especialmente en regiones
donde los rios son utilizados para consumo humano, riego y actividades
recreativas. La necesidad de contar con indicadores microbioldgicos eficientes
para monitorear la calidad del agua ha llevado a investigaciones sobre los
colifagos, virus que infectan bacterias coliformes como Escherichia coli, debido a
su capacidad de reflejar la contaminacion fecal de manera precisa (Punil, 2017).
Los colifagos son indicadores eficaces de contaminacion fecal en aguas
contaminadas, su incapacidad para reproducirse fuera del huésped, indicador de
una contaminacion fecal reciente (Enriquez, 2011) y su deteccion rapida
mediante métodos sencillos. Estas caracteristicas los convierten en una
herramienta clave para evaluar la calidad del agua (Diaz, 2017).

En Ayacucho, Peru, los rios Alameda y Huatatas son fuentes hidricas, pero
enfrentan presiones ambientales y fuentes de contaminacién fecal. Esto plantea
la necesidad de evaluar su calidad microbioldgica, especialmente en el contexto
de su uso por las comunidades cercanas. Sin embargo, existe poca informacién
especifica sobre la relacidén entre factores ambientales y la cantidad de colifagos
en estos rios, lo que dificulta implementar estrategias efectivas de monitoreo y
control. El enfoque de la investigacion es descriptivo, ya que se busca determinar
la cantidad de colifagos en las aguas de los rios Alameda y Huatatas, asi como
evaluar cdmo factores ambientales como la radiacion solar, temperatura, pH vy
cloro afectan su presencia y concentracion para lo cual se realizaron mediciones
in situ. Se llevaron a cabo muestreos periodicos en tres puntos de cada rio,

seleccionados en funcién de su accesibilidad y relevancia para el estudio. El



estudio de los colifagos como indicadores de contaminacién fecal en los rios de

Ayacucho tiene implicaciones directas para mejorar el monitoreo de la calidad del

agua en la regién. La informacion reportada en este trabajo busca servir de guia

para promover la educacion en las comunidades cercanas sobre la importancia
de la conservacion del agua y el impacto de la contaminacion fecal en la salud
publica, alentando practicas sostenibles y el cuidado de los recursos hidricos.

Establecer un programa de monitoreo regular de los colifagos y los pardmetros

ambientales en los cuerpos de agua, para garantizar que se mantengan dentro de

los limites de seguridad para la salud publica.

La presente investigacion tuvo como objetivo general determinar el numero de

colifagos utilizando la cepa receptora de Escherichia coli ATCC 13076 en

muestras de agua de los rios Alameda y Huatatas. Asimismo, se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de la radiacién solar en los colifagos, utilizando como
cepa receptora a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los
rios Alameda y Huatatas.

2. Determinar el efecto de la temperatura en los colifagos, utilizando como cepa
receptora a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios
Alameda y Huatatas.

3. Determinar el efecto del pH en los colifagos, utilizando como cepa receptora
a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios Alameda y
Huatatas.

4. Determinar el efecto del cloro en los colifagos, utilizando como cepa receptora
a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios Alameda y

Huatatas.



Il.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Judson y Rosa (2024) tuvieron como objetivo aislar bacteriéfagos de rios y aguas
residuales urbanas en Curitiba, Parana, en el sur de Brasil. El andlisis de
laboratorio reveld caracteristicas distintivas en la macromorfologia de las placas
de fagos de Escherichia coli, representando varios morfotipos. La obtencion de
estos datos es un proceso relativamente rdpido y barato, lo que destaca la
importancia del cribado primario para la recuperacion exitosa de fagos que seran
utilizados posteriormente en la lucha contra E. coli a través de la tecnologia de
fagos.

Granda (2021) llevd a cabo una investigacidbn cuyo objetivo fue aislar
bacteriéfagos con la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas de Listeria spp.
resistentes a antibidticos. Para ello, se recolectaron muestras de agua del rio
Machéangara, en Ecuador, un entorno propicio para la presencia de bacteriéfagos
debido a sus altos niveles de contaminacion. El aislamiento de los virus se realizé
mediante la técnica de doble capa. Posteriormente, se evalud su capacidad litica
frente a las bacterias objetivo y se procedid a concentrarlos con el fin de obtener
una mayor cantidad de unidades formadoras de placa (UFP). Finalmente, los
bacteri6fagos fueron almacenados para su conservacion.

Hall y Ramirez (2021) tuvieron el objetivo principal de su investigacion aislar y
caracterizar bacteriéfagos competentes contra cepas ATCC de E. coli, y
Salmonella spp. a partir de muestras de aguas residuales. Para ello, se aislaron
cinco bacteriéfagos procedentes de la Planta de Tratamiento de Agua Residuales
(PTAR) de la Ciudad de Panama, denominando a los aislados de E. coli. Estos
fueron caracterizados con respecto a su rango de hospederos, sensibilidad al

cloroformo, estabilidad ante diferentes rangos de pH, temperatura y exposiciéon a



la luz UV; obteniendo como resultado que los 5 fagos son sensibles al cloroformo,
se ven favorecidos de manera general en pH alcalinos y temperaturas ente 25° y
50°C; al ser expuestos a la luz UV, en la mayoria se observé una reduccion
significativa.

Bracho y Mor6n (2008) tuvieron como objetivo la evaluacion de bacteriéfagos en
muestras de agua para consumo humano de la ciudad de Maracaibo, Venezuela.
La concentracion de bacteriofagos somaticos de E. coli y F-especificos. Como
resultado se observo que el 35,6% de colifagos en concentraciones comprendidas
entre 0,2 y 2,4 UFP/100 mL. El 82,9% de las muestras presentaron valores por
encima de lo establecido en la normativa venezolana para la calidad del agua de
consumo. En el 17,1% de las muestras que si cumplian la normativa se detectd la
presencia de bacteriéfagos (42,8%), lo que implica un riesgo para la salud publica
y pone en evidencia la necesidad de la validacion de los procesos de tratamiento
y potabilizaciéon del agua para consumo, asi como la necesidad del monitoreo
periddico de la calidad virol6gica del agua que es consumida por la poblacién.
Blanco (2021), tuvo como objetivo de su estudio caracterizar bacteriéfagos
aislados de aguas residuales del Rio Abajo, en Panama, con capacidad
antimicrobiana contra el complejo Enterobacter cloacae. Para el aislamiento de los
fagos, se utiliz6 una muestra de agua del rio y se aplicaron los métodos de
enriguecimiento y doble capa de agar. Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos
de caracterizacidbn que incluyeron la evaluacion de su estabilidad frente a
diferentes valores de pH, temperaturas, exposicion a luz ultravioleta (UV),
sensibilidad al cloroformo y especificidad frente a huéspedes bacterianos. Se logré
aislar un fago con placas de lisis claras, redondeadas, de entre 6 y 9 mm de
diametro, con una concentracién de 4.7 x 107 UFP/mL. En cuanto al pH, el fago
mostré mayor estabilidad en el rango de 7 a 10. Respecto a la temperatura, se
observé una mayor estabilidad a 37°C y 50°C. Finalmente, en la prueba de
exposicion a luz UV, se detectdé que durante los primeros 15 minutos la capacidad
de replicacién del fago disminuyé hasta llegar a cero.

Santander y Robeson (2002) ,tuvieron como objetivo aislar fagos de Salmonella
enteritidis en muestras procedentes de la industria avicola, lograndose aislar tres
bacteri6fagos liticos esta investigacion se realizé en Chile. Los fagos fueron
caracterizados, mediante técnicas bacteriolégicas y moleculares, y se evalud la
actividad litica “in vitro”. Asi mismo, son estables a 37 °C, pero su estabilidad
comienza a decaer a temperaturas superiores a 45°C. También, toleran un amplio
rango de pH entre 4y 12.



2.1.2. Antecedentes nacionales

Garcia y Nicho (2018) su objetivo de este estudio fue aislar bacteri6fagos dirigidos
contra Pseudomonas aeruginosa multirresistente a partir de muestras de agua
recolectadas en tres rios de la provincia de Lima, Peru. Los fagos fueron
exitosamente aislados a partir de las muestras provenientes de los rios Rimac y
Chillbn. Ademas, se evalud la estabilidad térmica de los lisados a diferentes
temperaturas (50 °C, 60 °C, 70 °C y 80 °C), destacando el lisado denominado LR2,
que mostré mayor estabilidad a 50 °C y fue capaz de resistir temperaturas de 60
°Cy 70 °C durante periodos cortos de tiempo.

Pacheco (2016) llevé a cabo una investigacion con el propésito de encontrar
bacteri6fagos liticos especificos contra cepas nosocomiales de Acinetobacter
baumannii, como una alternativa terapéutica al uso de antibiéticos, conocida como
fagoterapia. El estudio tuvo como objetivo aislar 48 bacteriofagos en las ciudades
de Lima e Iquitos. Las placas de lisis observadas presentaron diametros
superiores a 1 mm, algunas con halos de hasta 5.2 mm de diametro.

Paz y Mifio (2003) evaluaron la eficacia del tratamiento del agua del rio Rimac
mediante decantacién, filtracion y cloracion. Se cuantificaron colifagos, utilizando
métodos de Capa Simple, Filtro de Membrana. Las muestras sin tratamiento
contenian un promedio de 2267,25 UFP/100 mL de colifagos, mientras que las
muestras tratadas presentaron reducciones progresivas hasta 1,07 UFP/100 mL
tras la cloracion.

2.1.3. Antecedentes locales

Méjico (2011) realizo su trabajo de investigacion sobre el recuento de coliformes
fecales, coliformes totales y colifagos en agua de consumo humano en la
comunidad de Uchuypampa, Ayacucho. En las fuentes de agua no tratada, se
detecto una concentracion de 910 UFP/100 mL de colifagos, 171 NMP/100 mL de
coliformes totales y 114 NMP/100 mL de coliformes fecales. Tras el tratamiento
del agua, la presencia de colifagos se redujo a 42 UFP/100 mL, mientras que los
coliformes totales y fecales disminuyeron a menos de 2 NMP/100 mL. Estos
resultados indican que el agua consumida por la comunidad aun presenta
contaminacién microbiolégica.

El estudio realizado por Ango y Guevara (1999) evalué la presencia de colifagos
en diferentes fuentes de agua en la region de Ayacucho. Los resultados maostraron
gue, en muestras de agua de Riachuelo Alameda, Poza de oxidacion Totorilla,

Pozo Luricocha y Pileta publica de Huanta, los valores de colifagos oscilaron entre



11 y 43 UFP/mL. Sin embargo, en las muestras de agua potable de la ciudad de
Ayacucho no se detect6 la presencia de colifagos, lo que indicaria una mejor
calidad microbiol6gica en comparacion con las otras fuentes analizadas.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Colifago

Los colifagos son virus que infectan especificamente a bacterias del género
Escherichia coli y usan estos para su replicacion (Hall & Ramirez, 2021).

2.2.2. Virion

Un viriébn es una particula viral capaz de causar infeccion, compuesta por un
genoma viral encapsulado dentro de una cubierta proteica (Primrose, 1976).
2.2.3. Calva

Region de destruccion celular generada por la inhibicion del crecimiento de células
hospedadoras sensibles, provocada por la accion de un fago (Espejo , 1980).
2.2.4. Capsomero

El capsémero es la sub unidad estructural que forma a la capside de un virus
siendo compuesto por proteinas que se establan para formar estructuras mas
grandes y regular la capside (Paz y Mifio, 2003).

2.2.5. Célula hospedadora

Célula en la que un virus se replica. Su maquinaria celular permite llevar a cabo
los procesos de replicacion, transcripcion y traduccién necesarios para producir la
proteina codificada (Madigan y Martinko, 2009).

2.2.6. Rutalisogenia

El genoma del virus se réplica al mismo tiempo que el genoma del hospedador
(Madigan y Martinko, 2009).

2.2.7. ATCC 13076

ATCC 13076 es el numero de catdlogo de una cepa de referencia de Escherichia
coli, mantenida y distribuida por la American Type Culture Collection (ATCC). Este
organismo es utilizado ampliamente en investigaciones cientificas, ensayos de
laboratorio y aplicaciones industriales debido a sus caracteristicas bien definidas.
Se utiliza como control positivo en pruebas de calidad y ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana.

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Virus indicadores de contaminacidon en aguas de rios

Los virus entéricos, que son eliminados a través de las heces de personas

infectadas, pueden ser transmitidos al hombre a través del agua ( Pulido, 2005).



Los mas comunes son los virus causantes de gastroenteritis y el virus de la
hepatitis. Los indicadores tradicionales de contaminacion bacteriana no evalGan
de manera eficiente la presencia o ausencia de virus en el agua, ya que algunos
virus son mas resistentes a la desinfeccion que los organismos coliformes (Olivas
2011). Debido a estas dificultades, se han buscado indicadores alternativos como
los fagos, que son de rapida y facil deteccion y permiten prever el comportamiento
de los enterovirus en el medio ambiente( Garcia, 2011).

La presencia de virus en las aguas es un tema de preocupacion debido a su
abundancia y potencial impacto en la calidad del agua. Los virus, incluyendo los
bacteriéfagos, son los entes mas abundantes en el planeta. En un litro de agua de
mar de la costa, existen mas virus que personas en el planeta, lo que resalta su
inmensa abundancia(Garcia y Ortiz, 2004). Ademas, se ha determinado que cada
mililitro de agua de mar contiene millones de particulas virales, y su abundancia
es aun mayor en sedimentos marinos superficiales cercanos a la costa, con una
concentracion de 1078 a 1079 virus por cm?3 (Jorquera, 2015).

Los colifagos, un tipo de bacteriéfago, son utilizados como indicadores de la
eficacia del proceso de remocion microbiana en plantas de tratamiento de agua,
debido a su resistencia a los procesos de tratamiento en comparacion con las
bacterias indicadoras convencionales.

2.3.2. Bacteri6fagos

Los bacteriéfagos son virus que infectan de manera especifica a las bacterias. Su
existencia fue observada por primera vez en 1896, cuando Ernest Hanbury Hankin
identifico un principio bioldgico en el agua de los rios de la India que eliminaba
cultivos de bacterias causantes del célera. Mas adelante, en 1915, Frederick Twort
describi6 un agente filtrable capaz de lisar bacterias, aunque no podia
reproducirse por si solo. Posteriormente, en 1917, Félix d'Herelle realiz6 estudios
independientes en los que acufié el término bacteriéfago (del griego phagein , que
significa "comer") en referencia a la capacidad de estos virus de destruir bacterias.
D'Herelle también investigd su uso en el biocontrol y la fagoterapia (Aguilas, 2019;
Montes de Oca, 2019).

Los bacteri6fagos, también conocidos como fagos, se encuentran en todas partes,
con una estimacién de 10"31 (Brown Jaque, 2018).Los fagos estan presentes en
todos los entornos donde se encuentran altas concentraciones de bacterias, como
en el agua, aguas residuales, suelo o sedimentos (Segundo., 2010) y en alimentos

(Garcia , 2010). Ademas, se encuentran en ecosistemas extremos como las



profundidades marinas, lagos con pH alcalino (pH 10), salinas (diez veces mas
saladas que el océano), aguas termales acidas (a 80 °C), lagos polares y el
subsuelo. Terrestre a mas de 2.000 metros de profundidad, asi como en cualquier
lugar donde esté presente su bacteria huésped (Kutateladze y Adamia, 2010). En
los seres humanos, se han aislado diversos fagos en el intestino, la orina y la
cavidad oral (Borie y Navarro, 2007).

a. Estructura de los bacteriéfagos

Su tamafio varia entre 20 y 200 nm. Su material genético puede estar compuesto
por ADN aproximadamente el 96% de los bacteriéfagos y el 4 % restante tiene
genoma de ARN de doble o cadena simple y esta protegido por una cubierta
llamada cépside(Garcia Salazar, 2018). La forma en que las proteinas se
distribuyen alrededor del material genético define la complejidad estructural y la
forma al fago, como icosaédricos y filamentosos.(Segundo y Hernandez, 2010).
La bacteri6fagos tiene una estructura compleja que se compone de varias partes,
cada una con funciones especificas:

e Capside (Cabeza)

La cabeza de un bacteriéfago, también conocida como capside, esta formada por
proteinas como son la 23, 24 y 20 que rodean y protegen el material genético
(ADN o ARN) y permite la transferencia segura de este material a la bacteria
huésped durante la infeccién. La informacién necesaria para el plegado y
ensamblado correcto de las proteinas viricas en capsémero y posteriormente
formando la cépside esta incorporado en la secuencia de aminoéacidos de las
proteinas viricas, el ensamblado del viribn es un proceso espontaneo llamado
“autoensamblado”, existen casos donde se necesita proteinas ensambladoras de
la célula hospedera para un correcto plegamiento y ensamblado por ejemplo la
proteina de la capside del bacteri6fago lamba necesita a la chaperonina GroE de
Escherichia coli para plegarse (Madigan y Martinko, 2009). La cpside tiene una
estructura muy organizada y puede tener forma filamentosa o forma de baston e
icosaédrica o esférica. Esta Ultima presenta 20 caras triangulares y 12 vértices
formandose por 180,240 o 360 capsémeros , como en el caso de muchos fagos
de tipo T4 (Primrose, 1976).

e Cola

Actlla como un mecanismo de inyeccion para transferir el material genético del
fago a la célula bacteriana en los fagos A la cola no es contractil y en fagos como

el T4 se muestra una cola contrdctil y el cual se subdivide en tres partes los cuales



son : Vaina de la Cola este rodea el tubo interno de la cola y puede contraerse
para ayudar a inyectar el ADN en la bacteria (Primrose, 1976),tubo de la Cola es
una estructura hueca a través de la cual se introduce el material genético en la
bacteriay las proteinas de Base al final de la cola, muchos fagos tienen una placa
basal con puntas y espiculas que ayudan a anclar el fago a la célula bacteriana y
perforar la pared celular. La proteina 19 presente en la cola forma el tubo central
de la cola donde se transfiere el material genético y la proteina 18 forma parte de
la cola contractil (Aguilar Montes de oca, 2019).

e Fibras delacola

Las fibras de la cola en los fagos con estructura de cola estan compuestas por
proteinas que se extienden desde la placa basal. Estas fibras contienen
receptores especificos, lo que confiere a los fagos la capacidad de infectar
Unicamente ciertos tipos de bacterias (Kutter & Sulakvelidze, 2004). Las proteinas
37 y 38 forman las fibras largas de la cola, las cuales se extienden desde la placa
basal y son cruciales para reconocer y unirse a receptores especificos en la célula
huésped, como los lipopolisacéaridos en E. coli. Por otro lado, las proteinas 34, 35
y 36 constituyen las fibras cortas de la cola, que participan en la adhesion inicial
del fago a la célula bacteriana (Espejo T, 1980).Si bien las fibras largas son
esenciales para el reconocimiento del huésped, las fibras cortas contribuyen a
estabilizar esta union (Kutter & Sulakvelidze, 2004).

e Placa basal

Ubicada en la base de la cola del fago, es donde se anclan sus fibras. En fagos
como el T4, esta estructura permite fijar el fago a la bacteria y contiene proteinas
gue ayudan a perforar la pared celular al inicio de la infeccion. Entre estas
proteinas se encuentra la proteina 5 destaca por su actividad enzimatica tipo
lisozima, que facilita la perforacion. También estan la proteina 27 y 12, esenciales
para el anclaje firme y la perforacion inicial, mientras que la proteina 25 contribuye
a estabilizar la placa basal y puede intervenir en la lisis de la pared celular (Osorio,
2015).



b. Replicacion viral
Figura 1

Replicacion viral de los bacteriéfagos
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Nota: Esquema de la replicacién viral tanto ciclo litico y lisogénico (Sanchez, 2016).

e Adsorcion

La adsorcién en bacteriéfagos es el paso inicial fundamental en la infeccién de

una bacteria. Este proceso involucra la union especifica del bacteriéfago a la

superficie de la célula bacteriana (Blanco, 2022) . La interaccion entre el fago y la
bacteria comienza con el reconocimiento de la célula huésped, en el cual el
bacteriéfago, a través de proteinas especializadas presentes en su capside (por
lo general en la estructura de la cola), se une a receptores especificos en la

superficie de la bacteria. Estos receptores pueden ser proteinas, lipidos o

componentes de los polisacéaridos en la pared celular o la membrana externa (

Dominick, 2017).

Los receptores son estructuras en la superficie de la bacteria a las que el fago se

une, como lo siguiente (Primrose, 1976):

v Polisacaridos: Algunas bacterias tienen polisacaridos en su superficie, como
los lipopolisacaridos (LPS) en las bacterias gramnegativas, que sirven como
puntos de anclaje para los fagos.

v Teicoicos o acido lipoteicoico: En bacterias grampositivas, estos componentes

presentes en la pared celular pueden actuar como receptores.
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El reconocimiento de estos receptores es muy especifico, un fago solo puede
reconocer bacterias con los receptores adecuados. Esta es la razén por la que
ciertos fagos solo infectan ciertos tipos de bacterias (Flores, 2017).La adherencia
a la bacteria ocurre cuando las fibras de la cola del bacteriéfago (en fagos con
cola, como el T4) se conectan con los receptores de la célula bacteriana, lo que
da lugar a una union irreversible que fija al fago a la bacteria en los bacteriéfagos
T4 , el anclaje inicial de este fago a los receptores de la superficie de la bacteria
se hace mediante los extremos distales de las fibras largas de la cola, estas se
adhieren dejando espacio distancia del centro de la particula fagica, luego este
ultimo es atraido por la superficie celular. Existen otros tipos de adsorcion los
cuales son mediante los pelos sexuales donde las bacterias que albergan el factor
sexual F o factores de resistencia a las drogas producen pelos, los fagos con ADN
filamentoso 0 monocatenario se absorben a los extremos de los pelos y los fagos
esféricos con ARN se absorben lateralmente y a lo largo del pelo (Primrose, 1976).
Las particulas del fago pueden unirse de forma reversible cuando el bacteriéfago
se enlaza temporalmente al receptor de la bacteria. En esta etapa, la union puede
romperse si las condiciones no son propicias, como un pH inadecuado o la
insuficiencia de receptores. La fase irreversible ocurre cuando las condiciones son
Optimas y el fago se adhiere firmemente a su receptor, formando una union
definitiva que marca el inicio del proceso infeccioso, el cual ya no puede ser
detenido(Primrose, 1976).

Figura 2

Receptores de bacteriéfagos que infectan a Escherichia coli

 Chi | - M13 T4
Flagelo Proteina
T1 transporta- §
Pelo \ dora de eX174

2 hiarro I

MS2
\

|
J i \/
Membraﬁa externa Peptidoglicano Membrana citoplasmatica

Nota: En la figura se observa los diferentes receptores y tipos de bacteriéfagos que infectan a la bacteria
Escherichia coli (Madigan y Martinko ,2009).
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e Penetracion

Una vez que el virus esta adherido, se produce la inyeccién del material genético
viral en la célula huésped. El proceso varia dependiendo del tipo de virus En
bacteriéfagos con cola contractil (como el fago T4) Tras la union irreversible, la
cola del fago se contrae, inyectando su ADN directamente a través de la
membrana celular bacteriana y la pared celular. Esto ocurre debido a un
mecanismo similar a una "“jeringa molecular”", donde la energia almacenada en la
estructura del fago permite la inyeccién del genoma viral en el citoplasma de la
bacteria (Madigan & Martinko, 2009). Durante este proceso, la capside permanece
en el exterior de la célula, mientras que solo el ADN o ARN del fago entra en la
bacteria. En otros fagos o virus sin cola: que carecen de cola contractil, o en virus
animales, el material genético puede ser introducido mediante otros mecanismos.
En algunos casos, el virus puede inducir la formacién de poros en la membrana
de la célula huésped para facilitar la entrada del material genético(Espejo T,
1980b). En otros casos, el virus puede ser engullido por la célula mediante
endocitosis, o la membrana del virus puede fusionarse directamente con la
membrana celular, liberando el contenido viral en el interior de la célula(Hall &
Ramirez, 2021).

e Desnudamiento

En este caso, dado que el ADN del fago se inyecta directamente, el proceso de
desnudamiento es mas simple. EI ADN del fago se libera en el citoplasma
bacteriano y se prepara para la replicacion (Seafiez , 2001).

e Replicacion del ADN viral

El ADN del fago T4 es de doble cadena y se replica utilizando la maquinaria de
replicacion de E. coli. EI ADN viral se copia en multiples copias mediante la ADN
polimerasa de la bacteria(Madigan & Martinko, 2009). El fago también puede
producir enzimas que inhiben la sintesis del ADN bacteriano, dirigiendo asi todos
los recursos de la célula hacia la produccion de nuevos fagos ( Rosero y Guerrero,
2023).

e Sintesis de proteinas virales

Transcripcion y traduccién: ElI ADN viral se transcribe en ARN mensajero (ARNm)
utilizando la ARN polimerasa de la bacteria. Este ARNm se traduce en proteinas
virales en los ribosomas bacterianos(Hall y Ramirez, 2021). Las proteinas
producidas incluyen componentes estructurales del fago, como las proteinas de la

capside, las proteinas de la cola y enzimas necesarias para la replicacion y
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liberacion del fago. Estas proteinas se ensamblan con el ADN replicado para

formar nuevos viriones ( Busbano y Guerrero, 2023).

¢ Ensamblaje

Las nuevas particulas virales se ensamblan a partir del ADN replicado y las

proteinas sintetizadas. Este proceso implica la formacién de nuevos viriones en el

interior de la célula bacteriana, donde las capsides se ensamblan alrededor de las
copias del ADN viral (Madigan y Martinko, 2009). Este proceso incluye la

incorporacién del ADN viral dentro de nuevas capsides (Primrose, 1976).

e Liberacion

Finalmente, el bacteriéfago induce la lisis de la célula bacteriana. Esto se lleva a

cabo mediante la produccion de enzimas que destruyen la pared celular de E. coli,

lo que provoca que la célula se rompa y libere cientos de nuevas particulas virales

(viriones) al medio(Dominick, 2017). Estos viriones pueden infectar otras células

bacterianas, repitiendo el ciclo ( Punil, 2017).

2.3.3. Importancia ecoldgicay sanitaria de los bacteri6fagos

Los bacteriéfagos tienen una importancia ecolégica y sanitaria significativa en los

ecosistemas acuaticos y en la salud publica. se detallan algunos aspectos:

a. Importancia ecolégica

1. Regulacién de poblaciones bacterianas: Los bacteriéfagos son agentes de
control natural de las poblaciones bacterianas. Al infectar y lisar bacterias,
ayudan a mantener el equilibrio en las comunidades microbianas, lo que es
crucial para la salud del ecosistema acuatico , reduciendo asi hasta un 40% de
bacterias en rios y océanos (Wommack , 1996).

2. Ciclos de nutrientes: La lisis de bacterias por bacteriéfagos libera nutrientes en
el medio acudtico, lo que puede ser utilizado por otros organismos. Esto
contribuye a la productividad del ecosistema y al reciclaje de materia organica
(Mojica y Brussaard, 2014).

3. Diversidad microbiana: Los bacteriéfagos pueden influir en la diversidad de las
comunidades bacterianas al favorecer a ciertas especies sobre otras, lo que
puede tener efectos en la estructura y funcién del ecosistema (Sinton, 1999).

b. Importancia sanitaria

1. Indicadores de contaminacion: Los bacteri6fagos, especialmente los colifagos,
son utilizados como indicadores de contaminacién fecal en el agua. Su
presencia puede correlacionarse con la de patdégenos, lo que los convierte en
herramientas Utiles para evaluar la calidad del agua y los riesgos para la salud
publica (Mojica & Brussaard, 2014).
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2. Riesgo de enfermedades: Se ha demostrado que los bacteriéfagos son mejores
predictores de tasas de enfermedad entre los usuarios de aguas contaminadas
gue las bacterias. Esto sugiere que su monitoreo puede ser mas efectivo para
evaluar riesgos para la salud publica (Mojica y Brussaard, 2014; L. Punil, 2017).

3. Terapia fagica: En el ambito de la salud, los bacteri6fagos estan siendo
investigados como una alternativa a los antibidticos para tratar infecciones
bacterianas, especialmente en casos de resistencia a los antibidticos. Esto
representa una prometedora area de investigacién en la medicina (Vanegas,
2015).

2.3.4. Deteccion y recuento de virus: el ensayo de calvas

Para la deteccion de virus es necesario contar con un cultivo puro de bacterias

hospedadoras crecidas en medios de cultivo liquido o teniendo como césped

sobre la superficie de las placas de agar donde se inoculara la suspension virica.

La suspensioén virica se cuantifica detectando la cantidad de viriones infecciosos

por volumen de fluido, siendo denominada titulo o concentraciéon (Madigan y

Martinko, 2009).Esto se realiza mediante un ensayo de calvas, cuando se da la

infeccién del virus a la bacteria estas se lisan y forman una calva, realizando el

recuento de las calvas se calcula la concentracion o titulo de la muestra siendo
expresado como Unidades Formadoras de Placas (UFP) por mililitro (Seafiez,

2001). La eficiencia de la siembra es importante en la cuantificacion de los virus

porque el numero de UFP es menor a la cantidad de particulas viricas observadas

en un microscopio electronico esto se debe a la eficiencia de los virus al infectar a

la bacteria. El tamafio de las calvas varia segun el tipo de bacteriéfago por ejemplo

en el T4 las calvas miden de 1 a 2 mm.(Espejo , 1980).

La accion principal de los fagos es la lisis de la bacteria es decir la disolucién de

la bacteria que da lugar a la liberacion de las particulas fagicas. El cultivo

bacteriano sensible se lisa por completo a medida que el fago se libera infecta
mas y mas células(Primrose, 1976). La lisis incompleta se da por las siguientes

razones (Paz y Mifio, 2003):

a. Limitacién de nutrientes hace que la bacteria ya no este metabdlicamente
activa.

b. La bacteria presenta resistencia al fago ya sea por mutaciones genéticas o
ausencia de receptores fagicos.

c. Establecimiento de la lisogenia que impide la lisis bacteriana ya que estos son

inmunes a la lisis, si se reinfectan con el mismo fago.
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Cuando se inoculan bacterias y bacteriéfagos en una placa de agar nutritivo, se
pueden observar areas localizadas de lisis, conocidas como calvas. El crecimiento
de estas calvas se detiene cuando las bacterias dejan de metabolizar, ya sea por
la falta de nutrientes o por la acumulacion de productos inhibitorios. A medida que
se incrementa la concentracion de agar, la difusion del fago se vuelve mas lenta,
lo que reduce el tamafio de las calvas (Primrose, 1976) . La forma de estas areas
de lisis es especifica de cada fago y puede indicar si la lisis fue completa o
incompleta, observandose calvas claras o turbias. Ademas, pueden formarse
halos debido a las enzimas que degradan las capsulas (Hall & Ramirez, 2021).
2.3.5. Factores ambientales y su influencia en los bacteriéfagos

Si bien los factores ambientales afectan a los bacteriéfagos también los efectos
producidos por agentes fisicos y quimicos afectan a la capacidad infecciosa, esto
se da por alteraciones del acido nucleico que impide la capacidad de producir
nueva progenie o dafios en las proteinas que impide la adsorcion (Espejo, 1980).
Los detergentes, ya sean acidos o alcalinos rompen los enlaces entre moléculas,
como la urea y la guanidina, estas pueden desactivar los fagos al desarmar su
estructura. Por eso se usan también para estudiar como estan organizados los
virus. En general, los bacteriéfagos son resistentes a los detergentes y no se ven
afectados por las concentraciones que normalmente romperian la membrana de
las bacterias(Martin, 2017). Los detergentes iénicos, como el laurilsulfato de sodio,
0 sustancias que rompen enlaces entre moléculas, no logran desintegrar
completamente las proteinas del virus. Para separar todas las proteinas del virus
en unidades individuales, se necesitan tratamientos mas intensos, como usar
detergentes y altas temperaturas al mismo tiempo, lo cual es uno de los métodos
mas efectivos (Primrose, 1976).

Los bacteriéfagos en el agua son afectados por varios factores ambientales. La
densidad de bacterias hospedadoras y de los propios fagos, la asociacion de fagos
y bacterias con solidos, la presencia de materia organica, la luz ultravioleta y
visible, la temperatura, el pH, la concentracion y tipo de iones, y las actividades
metabdlicas de microorganismos distintos a las bacterias hospedadoras son
factores que influyen en el comportamiento y supervivencia de los fagos en
ambientes acuaticos (Grabow, 2001). Ademas, se ha encontrado que la
temperatura es un factor que correlaciona con la supervivencia de virus en aguas

subterraneas. En ambientes marinos, factores como el entorno idnico, la presion
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hidrostatica y las condiciones anaerébicas también influyen en la supervivencia de

los fagos (Garcia , 2018).

Los factores ambientales que afectan a los bacteri6fagos son los siguientes:

a. Radiacion solar

La exposicién a la radiacion ultravioleta puede dafiar el material genético de los

bacteriéfagos, lo que resulta en su inactivacion.La radiacion solar, especialmente

la radiacion UV-B, afecta fisiologicamente a los bacteriéfagos de varias maneras:

1. Degradacion del ADN: La radiacion UV-B puede causar dafios en el ADN de
los bacteriéfagos, incluyendo la formacién de enlaces cruzados entre proteinas
y ADN, lo que puede resultar en la pérdida de la capacidad de replicarse y de
infectar a sus hospedadores (Wommack y Calwell, 1997).

2. Pérdida de infectividad: La exposicién a la luz solar provoca una disminucion
en la infectividad de los bacteriéfagos. Se ha observado que hasta el 58% de
la inactivacion de ciertos colifagos se atribuye a la radiaciéon UV-B, lo que indica
gue esta longitud de onda es particularmente dafiina para los viriones (Sinton ,
1999 ;Wommack y Colwell, 2000).

3. Efectos en la estructura del virus: La radiacién solar puede afectar la integridad
estructural de las capsides virales, lo que puede comprometer su capacidad
para unirse a las células hospedadoras y, por lo tanto, su capacidad para
infectar (Wommack , 1996; Mojica y Brussaard, 2014)

4. Interacciones con el medio ambiente: La radiacion solar también puede influir
en la dinamica de los ecosistemas acuaticos al alterar las interacciones entre
los bacteriéfagos y sus hospedadores, lo que puede tener efectos en la
mortalidad bacteriana y en la produccién viral en el medio (Mojica y Brussaard,
2014).

b. pH

El pH es un factor ambiental que influye en la adsorcién y la supervivencia de los

bacteridfagos en ambientes acuaticos(Flores Dominick, 2017). Se menciona que

el pH puede variar considerablemente en sistemas de agua dulce, como los rios,
lo cual afecta las interacciones electrostaticas entre los fagos y sus bacterias
hospedadoras. En aguas ligeramente alcalinas, por ejemplo, los fagos pueden
mantener su capacidad de adsorcion, aunque los cambios mas extremos en el
pH podrian disminuir su eficacia ( Wommack y Calwell, 1997)
c. Temperatura

La temperatura afecta fisiol6égicamente a los bacteriéfagos de varias maneras:
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¢ Regulacion del crecimiento microbiano: La temperatura es un factor clave que
regula el crecimiento de los microorganismos, lo que a su vez influye en la
produccién viral. Un aumento en la temperatura puede acelerar la tasa de
crecimiento de las bacterias hospedadoras, lo que puede llevar a un aumento
en la produccién de bacteriéfagos (Mojica & Brussaard, 2014).

e Efectos en la lisis viral: Las temperaturas subéptimas pueden retrasar el inicio
de la lisis viral. Por ejemplo, se ha observado que la lisis de ciertos
hospedadores se retrasa de dos a tres veces bajo condiciones de temperatura
subdptimas, lo que afecta la dindmica de la infeccién viral (Mojica & Brussaard,
2014)

¢ Interacciones virus hospedador: La estabilidad de los bacteri6fagos puede
variar con la temperatura. Aunque los virus marinos suelen ser mas estables a
temperaturas mas altas que sus hospedadores, esto no garantiza que las
interacciones virus hospedador sean igualmente efectivas en todo el rango de
temperaturas (Sinton et al., 1999)

e Produccién viral: Algunos estudios han mostrado que la produccion de ciertos
fagos puede ser mas eficiente a temperaturas mas bajas, lo que sugiere que la
temperatura puede influir en la estrategia de vida de los bacteriéfagos y en su
capacidad para proliferar en diferentes condiciones ambientales (Mojica &
Brussaard, 2014).

d. Presencia de materia organica

La materia organica en el agua puede proteger a los bacteriéfagos de la

inactivacion, pero también puede interferir con su capacidad para infectar a las

bacterias. La presencia de materia organica puede inhibir la adsorcion de
bacteri6fagos a las bacterias(Mojica y Brussaard, 2014), ya que las moléculas
organicas pueden competir por los sitios de unién en la superficie de las células
bacterianas. Esto puede reducir la eficacia de los bacteri6fagos en infectar a sus

hospedadores (Sinton, 1999).

e. Salinidad

La concentracién de sales en el medio acuatico puede afectar la estabilidad de los

bacteriéfagos, ya que influye en la interaccion entre el virus y su hospedador( Diaz,

2017).

2.3.6. Bacterias indicadoras de contaminacién en aguas de rios

Los cuerpos de agua son susceptibles a la contaminacién por diversas causas y

fuentes (Paz y Mifio , 2003;Guzman Quintero y Palacios Vélez, 2007;Cusiche
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Pérez y Miranda Zambrano, 2019) entre las cuales se encuentra la contaminacion
fecal, que ocurre cuando ingresa material del tracto intestinal de animales
homeotermos. Este material puede ser facilmente arrastrado corriente abajo, lo
que representa un riesgo para la salud y puede hacer que el agua sea insalubre
para ciertos usos, dependiendo de la actividad que se realice( Pulido, 2005;Rios-
Tobon et al., 2017;Lujan, 2019).Entre estos microorganismos, las bacterias son el
grupo que tiene mayor prevalencia y son responsables del mayor porcentaje de
casos de diarreas infecciosas (Busbano y Guerrero , 2023).Ademas, su presencia
en cuerpos de agua es un indicador de contaminacion fecal reciente, ya que no
sobreviven mucho tiempo en el ambiente exterior .Estas propiedades las hacen
fundamentales en las medidas sanitarias para controlar agentes infecciosos
durante el tratamiento de agua destinada al consumo humano.

Una de las metodologias més utilizadas a nivel mundial para evaluar el grado de
contaminacion fecal en ecosistemas acuaticos es la deteccion de bacterias
coliformes y Escherichia coli como bioindicadores. Dentro del grupo de bacterias
coliformes se incluyen los géneros Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Edwardsiella, Citrobacter y Escherichia, los cuales son bacterias intestinales.
Todas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son Gram negativas,
anaerobias facultativas y no forman esporas. Por otro lado, los colifagos somaticos
son un grupo heterogéneo de bacteriéfagos capaces de infectar Escherichia coli
al unirse a receptores en su membrana externa, atravesando la pared celular.
Estos son los bioindicadores mas abundantes en la mayoria de las muestras
ambientales Rubalcaba, 2007)

a. Coliformes totales

Los coliformes totales estan presentes en el medio ambiente y en los intestinos de
los animales homeotermos, por lo que no son necesariamente utilizados como un
indicador de contaminacion fecal (Larrea-Murrell et al., 2012). Sin embargo, dentro
del grupo de los Coliformes Totales (CT) estan los Coliformes termotolerantes o
fecales (CF), llamados asi por tener actividad metabdlica en temperaturas de entre
44,5°C - 45,5°C (en un medio de lactosa) y porque la mayor parte de las especies
del grupo son comensales del tracto intestinal de los animales mencionados por
lo que son mejores indicadores de la presencia de bacterias y otros
microorganismos patégenos (Montoya Vargas, 2019; Perdomo & Casanova,
2001).La especie més representativa del grupo de colfiormes fecales y utilizada
como indicador microbiolégico de contaminacion es Escherichia coli (Larrea-
Murrell et al., 2012).
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b. Escherichia coli

Es una enterobacteria, bacilo gran negativa que habita en los intestinos de los

animales homeotermos y es el mas abundante de la microbiota intestinal (Larrea-

Murrell et al., 2012 ; Gyles & Fairbrother, 2010).Es un comensal permanente de

los mamiferos y aves, puede considerarse como beneficioso para el hospedador

y en algunos casos responsable de enfermedades a causa de algunas cepas

patégenas cuyas formas de infeccién son diferentes ( Allocati et al., 2013).

2.3.7. Escherichia coli ATCC 13076

Escherichia coli ATCC 13076 es una cepa estandar ampliamente estudiada, cuyas

caracteristicas bioldgicas, genéticas vy fisioldégicas estan bien documentadas. Su

susceptibilidad a diversos bacteriéfagos la convierte en una herramienta ideal para
analizar la interaccién entre fagos y bacterias(Garcia y Porras, 2018). La eleccién
de Escherichia coli ATCC 13076 como receptor en el estudio de bacteriéfagos

esta justificada por las siguientes razones(Grabow, 2004):

o Esta cepa es susceptible a colifagos somaticos y de ARN, que son indicadores
clave de contaminacion fecal. Su sensibilidad permite una cuantificacion
precisa y eficiente de bacteri6fagos en muestras ambientales.

e Esunaceparecomendada por normativas como la ISO 10705 para la deteccion
y andlisis de colifagos en agua, lo que asegura la validez y comparabilidad de
los resultados a nivel global.

e Crece de manera rapida y consistente en medios comunes, formando colonias
uniformes, lo que simplifica los procedimientos experimentales y reduce el
margen de error. Como parte del microbiota intestinal, E. coli es representativa
de la contaminacién fecal, lo que la convierte en un modelo adecuado para
evaluar la calidad del agua en contextos ambientales y sanitarios.

e Los fagos que atacan a E. coli, como los colifagos somaticos y los especificos
de F, son importantes bioindicadores de contaminacion fecal en el agua, y E.
coli ATCC 13076 se usa como hospedador estandar en su deteccién debido a
su fiabilidad y su capacidad para interactuar con diferentes fagos.

e Facil de cultivar y manipular en el laboratorio, lo que facilita la realizaciéon de
ensayos con bacteriofagos de manera rapida y eficiente.

2.3.8. Factores que afectan la calidad de agua en rios

La calidad del agua en los rios se ve afectada por una variedad de fuentes de

contaminacién. Las fuentes puntuales incluyen los efluentes de las estaciones

depuradoras de aguas residuales municipales e industriales. Por otro lado, las
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fuentes difusas tienen una distribucion espacial amplia y su magnitud esta
fuertemente relacionada con factores meteorolégicos. Estas fuentes difusas
incluyen la escorrentia superficial producida por precipitaciones, las aguas
subterréneas, la erosién que introduce sedimentos en el curso del rio, y la
escorrentia procedente de zonas urbanas que arrastra contaminacion del
pavimento, de la corrosion de materiales de construccion o del desbordamiento

por sobrecarga de los sistemas de alcantarillado unitarios(Martin Diaz, 2017).

2.4. Marco legal y normativo

e Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y establecen Disposiciones
Complementarias DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM.

e Decreto Supremo N° 031-2010-SA: Aprueba el Reglamento de la Calidad del
Agua para Consumo Humano.

o Ley de Recursos Hidricos Ley N° 29338: Define al agua como un recurso
natural renovable, indispensable para la vida y estratégico para el desarrollo
sostenible.

e Ley General del Ambiente: Establece principios y normas basicas para
garantizar el derecho a un ambiente saludable.

e Ley de Organizaciones de Usuarios N° 30175Regula la gestién y la

institucionalidad de las organizaciones de usuarios.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Zona de estudio, ubicacion politica y geografica area de estudio
Ubicacion politica y geogréafica de los puntos de muestreo en la microcuenca
Alameda y Huatatas.

Tabla 1

Ubicacion politica y geogréfica de los rios Alameda y Huatatas

Departamento de

Ayacucho Punto Este X (E) Norte Y (S)
ALA-01 582739 8541740

Alameda ALA -02 584668 8544796
ALA -03 586262 8547494
HUA-01 582366 8536086

Huatatas HUA-02 587800 8546166
HUA-03 588105 8547427
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Figura 3

Mapa de ubicacién de los puntos de muestreo de los rios Alameda y Huatatas
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3.2. Poblacién

Agua del rio Alameda y Huatatas.

3.3. Muestra

Muestras de agua recolectadas de los rios Alameda y Huatatas.

3.4. Sistema de muestreo

Se seleccionaron 3 diferentes puntos de muestreo en los rios Alameda y
Huatatas.Para cumplir con los objetivos planteados, se realizé la recoleccion de
muestras de agua en los rios Alameda y Huatatas. La toma de muestras se efectu6
cada 10 dias, en los horarios de 7:00 a.m. y 12:00 p.m., con un total de 12 fechas
de muestreo en los meses de setiembre y noviembre siendo un total de 144

muestras recolectadas y procesadas.
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3.5. Metodologiay recolecciéon de datos

3.5.1. Procedimiento pre analitico

a) Obtencidon de inéculo de Escherichia coli ATCC 13706

La cepa utilizada fue ATCC 13706 fue proporcionada por el laboratorio de
Virologia de la UNSCH. Esta cepa se sembré en caldo nutritivo e incub6 a 37°C
durante 24 horas hasta obtener una concentracién de 1x10° bacterias/mL (se
utilizé como referencia la escala de McFarland de 0.5).

b) Recoleccion de muestras de agua de rio

Se seleccionaron tres puntos de muestreo en los rios Alameda y Huatatas,
considerando criterios de accesibilidad y representatividad de las condiciones del
cuerpo de agua. La determinacién de colifagos presentes en el agua se realizo
siguiendo las recomendaciones de los Métodos Normalizados para el Analisis de
Aguas Potables y Residuales (Gastafiaga Ruiz, 2007). Estas recomendaciones
establecen que, al realizar la toma de muestras en rios, se deben evitar areas con
turbulencia excesiva y tener en cuenta factores como la profundidad, la velocidad
de la corriente y la distancia entre las orillas.

Las muestras se recolectaron a una profundidad de 20 a 30 cm utilizando frascos
estériles de vidrio o plastico. Los frascos se etiquetaron adecuadamente con
informacién detallada que incluy6 el nUmero de muestra, descripcion del punto de
muestreo, fecha y hora de recoleccion. Para asegurar la calidad de las muestras,
estas fueron transportadas en cajas térmicas con acumuladores de frio para
mantener una temperatura de aproximadamente 4°C. Este proceso evitd
alteraciones microbiol6gicas antes del analisis en laboratorio.

3.5.2. Procedimiento analitico

a) Cuantificaciéon de colifagos

Las muestras de agua de los rios fueron filtradas mediante un filtro de membrana
de 0.22 um utilizando una bomba de vacio. El filtrado se almacend en viales
estériles con un volumen de 1 mL por vial. En un tubo de ensayo, se afiadieron
1.0 mL de la cepa de Escherichia coli ATCC 13706 y 0.1 mL del filtrado de agua
luego se agregd agar nutritivo a una temperatura de 45°C a 50°C.La mezcla se
agitd, se vertié en placas y se dej6é enfriar hasta que el agar se solidificd. Luego
las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

b) Caracterizacion fisicoguimica del agua

Se midieron los pardmetros ambientales en cada punto de muestreo para evaluar

su influencia en la cantidad de colifagos:
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Radiacion solar: Los valores de radiacion solar (Wh/m?) se registraron a partir
de la pagina web TuTiempo.net. Los datos fueron recopilados para la ubicacion
correspondiente a cada punto de muestreo en las fechas en que se realiz6 el
estudio.

Cloro: El cloro residual fue determinado mediante un kit colorimétrico. Se
recolectdé una muestra de agua de rio en un tubo de prueba transparente con
capacidad de 4mL, preferentemente a una profundidad de 40 cm bajo la
superficie. Posteriormente, se afiadieron 4 gotas de solucion OTO (ortotolidina),
se colocé la tapa del tubo y se agité suavemente para mezclar. La lectura se
realizé comparando el color obtenido con la escala de valores proporcionada
por el Kit.

Temperatura del agua: la temperatura del agua se midi6 in situ utilizando un
termdémetro de mercurio.

pH: El pH fue determinado mediante un kit colorimétrico. La muestra de agua
fue recolectada a una profundidad aproximada de 40 cm. En un tubo de prueba
transparente capacidad de 4ml, se introdujo la muestra y se agregaron 4 gotas
de fenol rojo. Luego, se coloco la tapa y se agité para homogenizar la mezcla.
Finalmente, el color resultante se compar6é con la escala de colores del kit para
determinar el valor del pH.

3.5.3. Procedimiento post analitico

Después de la incubacién, se procedié a contar las calvas (placas donde hubo

inhibicién del crecimiento bacteriano debido a la presencia de colifagos).

La relacion de efecto de pH, cloro, temperatura y radiacion solar se hizo mediante

la prueba estadistica de correlacién de Pearson para determinar la relacion entre

la cantidad de colifagos y los factores ambientales medidos.
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IV. RESULTADOS
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4.1. Resultados del rio Huatatas

Figura 4

Efecto de la radiacion solar (W/m? sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio
Huatatas durante. Toma de Muestras en la ManfAana (r=correlacion de Pearson).
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Interpretacion de la figura 4. En Rad 1M y Rad 2M (indican la radiacion de primer
y segundo punto respectivamente tomada la muestra en horas de la mafiana),
sugieren que las concentraciones de colifagos son bajas, permaneciendo
practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacién solar. Por otro
lado, en Rad 3M que es el punto 3 de toma de muestra se observa una mayor
concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 600 UFP/mL), con una ligera
disminuciéon conforme aumenta la radiacion solar. La tendencia parece
estabilizarse entre los 400 y 450 W/m?, alcanzando valores cercanos a 500
UFP/mL. La correlacion inversa en el punto 3 donde r es -0.329 sugiere que el
aumento de la radiacion solar tiene un efecto leve en la reduccién de la
concentracion de colifagos en el agua. Sin embargo, la magnitud de esta relacion
es débil, lo que indica que otros factores ambientales o caracteristicas del agua

podrian estar modulando la respuesta de los colifagos a la radiacion.
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Figura 5
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio

Huatatas. Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 5. En Rad 1T y Rad 2T, los cuales son los dos primeros
puntos de muestreo en el rio Huatatas sugieren que las concentraciones de
colifagos son bajas, permaneciendo practicamente constantes, incluso con
variaciones en la radiacion solar. Por otro lado, en Rad 3T que es el punto 3 de
toma de muestra se observa una mayor concentracion inicial de colifagos
(aproximadamente 500 UFP/mL), con una ligera disminucién conforme aumenta
la radiacion solar. La tendencia parece estabilizarse entre los 740 y 790 W/m2,
alcanzando valores cercanos a 400 UFP/mL. La correlacién inversa en el punto 3
siendo r igual a -0.591 es moderada sugiere que el aumento de la radiacion solar

esta asociado con una disminucion significativa en la concentracion de colifagos.
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Figura 6
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio

Huatatas. Toma de Muestras en la mafiana (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 6. En TEM 1M y TEM 2M, los cuales son los dos
primeros puntos de muestreo en el rio Huatatas donde la hora de toma es en la
mafana, sugieren que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la
temperatura. Por otro lado, en TEM 3M que es el punto 3 de toma de muestra se
observa una mayor concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 400
UFP/mL), con un incremento conforme aumenta la temperatura. La tendencia
parece estabilizarse entre los 20°C alcanzando valores cercanos a 600 UFP/mL.
La correlacion positiva donde r es igual a 0.376 es débil lo cual sugiere que el
aumento de la temperatura esta asociado con un ligero incremento en la

concentracion de colifagos.
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Figura 7
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Huatatas

durante Toma de Muestras en la Tarde (r=correlacién de Pearson).
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Interpretacién de lafigura7. En TEM 1Ty TEM 2T, los cuales son los dos primeros
puntos de muestreo en el rio Huatatas sugieren que las concentraciones de
colifagos son bajas, permaneciendo practicamente constantes, incluso con
variaciones en la temperatura. Por otro lado, en TEM 3T que es el punto 3 de toma
de muestra se observa una mayor concentracién inicial de colifagos
(aproximadamente 500 UFP/mL), con un incremento conforme aumenta la
temperatura, la correlacion es de 0.384 es débil lo cual sugiere que el aumento de
la temperatura esta asociado con un ligero incremento en la concentracion de

colifagos.
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Figura 8
Efecto del pH sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio Huatatas. Toma de

Muestras en la Marfiana y tarde (r=Correlacién de Pearson).
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Interpretacién de la figura 8. En los tres puntos de muestreo se observa que los
valores de pH se encuentran en un rango de 7.5, 7.8 y 8.2, en la figura indica que
a medida que el pH aumenta ligeramente se da un leve incremento en la

concentracion de colifagos esto es mas evidente en el rango de pH de 8.2.
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4.2, Resultados del rio Alameda

Figura 9
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio

Alameda. Toma de Muestras en la manana. (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 9. En Rad 1M, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. Por otro lado, en Rad 2M que es el punto 2 de toma de muestra se observa
una mayor concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 400 UFC/mL) con
una ligera disminucion conforme aumenta la radiacién solar. La tendencia parece
estabilizarse entre los 400 y 450 W/m?, alcanzando valores cercanos a 400
UFC/mL. La correlacion negativa en el punto 2 es de r = -0.391 sugiere que el
aumento de la radiacion solar tiene un efecto leve en la reduccion de la
concentracion de colifagos en el agua. Sin embargo, la magnitud de esta relacion
es débil, lo que indica que probablemente este atenuado por factores locales como
sombra parcial y mayor turbidez podrian estar modulando la respuesta de los
colifagos a la radiacion. La radiacion solar tiene un efecto moderado sobre la
reduccién de colifagos. En el punto 3 donde r = -0.718 la radiacién solar tiene un
efecto fuerte, disminuyendo significativamente la concentracion de colifagos
debido a una mayor exposicién directa y condiciones ambientales favorables para

la penetracién de la radiacién solar.
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Figura 10
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio
Alameda durante. Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 10. En Rad 1T, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. En el Rad 2T tiene la correlacion inversa es moderado donde (r = -0.547)
sugiere un patron esperado de disminucion de colifagos con mayor exposicion
solar, reflejando un impacto directo de la radiacién. En el punto 3, la correlacion
inversa (r =- 0.845) la radiacion solar tiene un efecto fuerte, disminuyendo

significativamente la concentracion de colifagos.
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Figura 11
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Alameda
durante. Toma de Muestras en la mafiana (r=Correlacioén de Pearson).
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Interpretacién de la figura 11. En Tem 1M, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. Punto Tem 2M la correlacion negativa moderada (r = -0.544) indica que la
temperatura tiene un impacto relevante en la reduccion de los colifagos, lo que
podria atribuirse a una mayor exposicién a condiciones ambientales como el calor
y la radiacién solar. Punto Tem 3M en este punto, la correlacion negativa débil (r
= -0.264) sugiere que la temperatura no es el principal factor que influye en la
concentracion de colifagos, probablemente debido a condiciones locales que
contrarrestan el efecto térmico.
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Figura 12
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Alameda

durante Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacién de Pearson).
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Interpretacién de la figura 12. En Tem 1T, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. En el Punto Tem 2 T donde la fuerte correlacion positiva (r = 0.818) refleja
que la temperatura tiene un impacto significativo en la concentracion de colifagos
en este punto dando un incremento en la cantidad de colifagos en los rangos de
19 a 22°C, posiblemente debido a aportes externos, mayor actividad metabdlica
bacteriana o caracteristicas locales del agua que favorecen su persistencia. En el
punto Tem 3T la correlacion positiva débil (r = 0.380) indica que la temperatura
influye en la concentracion de colifagos, pero de manera mas limitada en
comparacion con el punto Tem 2 T. Esto sugiere que otros factores locales tienen

un papel mas relevante en este sitio.
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Figura 13
Efecto del pH sobre la Concentraciéon de Fagos (UFP/mL) en el rio Alameda durante. Toma

de Muestras en la manana.
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Interpretacién de la figura 13. En pH 1M, pH 2M y pH 3M siendo los tres puntos
de muestreo en el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos varia
pero los valores de pH son constantes. En la grafica observamos con todos los
datos obtenidos de pH y cantidad de fagos en los puntos de muestreo sugiere que

en pH de 8.2 se da mayor cantidad de colifagos.
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Figura 14
Efecto del pH sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio Alameda durante. Toma

de Muestras en la tarde.
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Interpretacién de la figura 14. En pH 1T, pH 3T siendo los dos puntos de muestreo
en el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos varia pero los
valores de pH son constantes. Al realizar la correlacién de Pearson del punto pH
2T se encontré una correlacion de 0.366 lo cual sugiere que es una correlacion
positiva débil sugiere que el pH la correlacion positiva moderada indica que el pH

influye en la concentracién de colifagos.
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V. DISCUSION

En nuestro estudio se implementd la metodologia de “capa simple” con la adiciéon
de un filtrado previo de la muestra. Este enfoque incrementa la sensibilidad y
minimiza las interferencias en muestras de agua con diversos niveles de
contaminacién. Asemejandose al trabajo de Gaviria y Gonzalez en 2012 donde
aislaron bacteri6fagos a partir de aguas residuales especificos para E. coli DH5a.
Este método también fue aplicado por Codillo en 2001 utilizando la cepa de
bacteria hospedera ATCC 13706, ya que su alta disponibilidad de receptores
contribuye a una mayor sensibilidad, especialmente en muestras de cultivos
frescos.

El comportamiento de los colifagos, al permanecer estables y detectables en
condiciones donde otros indicadores microbioldgicos podrian no estar presentes,
proporciona un criterio confiable para la evaluacién de la calidad microbiolégica
del agua. Estudios previos de Zevallos (1997) , Ratto(1989) y Stetler (1984) han
reportado observaciones similares, sefialando que los colifagos son resistentes a
ciertos tratamientos de desinfeccibn y permanecen en el agua a niveles
detectables incluso cuando otros indicadores han sido eliminados, trabajos
similares realizado por Paz y Mifio (2003) y Quiroz (2001) refuerza dichos
resultados. Esto les confiere una ventaja como indicadores de contaminacién fecal
y los convierte en herramientas Utiles para el monitoreo de aguas.

En nuestros resultados observamos que se da un incremento en la cantidad de
fagos a un rango de temperatura de 19 a 22 °C en la figura 7,8,12 y 13; el trabajo
de Espejo en 1980 demuestra que los bacteriéfagos son bastante resistentes a
la temperatura ambiente. Los bacteriéfagos empiezan a desactivarse cuando la
temperatura supera los 50 a 60 °C.

Los resultados de este estudio confirman que la radiacion solar es un factor

determinante en la inactivacién de colifagos, lo que respalda su uso como
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indicadores de contaminaciéon fecal en cuerpos de agua expuestos al sol. La
disminucion de colifagos se relaciona directamente con la exposicion a la
radiaciéon y el aumento de la temperatura del agua, en linea con investigaciones
previas que describen mecanismos de inactivacion directa e indirecta. La radiacion
UV B provoca dafios directos al material genético viral, mientras que el incremento
de la temperatura potencia este efecto, especialmente a temperaturas superiores
a los 30°C esto descrito por Nelson (2018).La susceptibilidad de los colifagos a la
radiacion coincide con estudios que sefialan que los virus de ARN de cadena
sencilla son més vulnerables al dafio por UV que otros virus mas resistentes, como
los de ADN de doble cadena. Esto indica que los colifagos no solo son utiles para
evaluar contaminacion fecal, sino que también son modelos adecuados para
estudiar la respuesta de los virus ambientales a la radiacion solar como indica
Hader (2014).

Los resultados de esta investigacion respaldan lo sefialado por Wommack (1996)
sobre el impacto diferencial de la radiacién solar en microorganismos acuaticos.
En nuestras observaciones, presentadas en las Figuras 5, 6, 10 y 11, se
demuestra que la concentracion de colifagos disminuye significativamente a
medida que aumenta la exposicion a la radiacién solar. Este patrén evidencia que
los colifagos, particularmente los somaticos, son sensibles a la radiacion UV-B, lo
que refuerza su utilidad como indicadores de contaminacién fecal en aguas
naturales. La comparacion con los coliformes fecales es especialmente relevante.
Segun Wommack (1996), los coliformes se inactivan mas rapidamente que los
bacteriéfagos. Este comportamiento sugiere que los colifagos pueden ofrecer una
visidbn mas conservadora de la calidad del agua, ya que persisten por mas tiempo
bajo exposicion solar, lo que los convierte en indicadores mas robustos en
escenarios de alta radiaciébn. Ademas, la variabilidad en la sensibilidad de los
distintos tipos de fagos a la radiacion solar subraya la importancia de seleccionar
adecuadamente los indicadores segun las condiciones del entorno.

La luz solar es un factor ambiental clave en la inactivacién de colifagos en el agua,
y este efecto puede emplearse para evaluar su uso como indicadores de
contaminacion fecal en rios ,Sinton en 1999 describe cémo la radiaciéon solar
degrada las estructuras de la capside de los bacteri6fagos, lo que provoca una
reduccién en su capacidad infectiva. Estos datos son especialmente relevantes
para el presente estudio, ya que demuestran como la radiaciéon solar afecta la

persistencia de los colifagos en ambientes fluviales. La degradacion de la capside
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deja el material genético de los colifagos expuesto y les hace perder su capacidad
de infeccién, reduciendo su viabilidad como indicadores de contaminacion. No
obstante, debido a que algunos colifagos resisten la radiacion solar mejor que las
bacterias, su deteccion en aguas de rio podria ser un marcador fiable de
contaminacién fecal bajo diferentes niveles de exposicion a la luz. Asi, el impacto
de la radiacion solar podria fortalecer su uso como indicadores duraderos en
condiciones ambientales variadas. Ademds, estos resultados ofrecen una
oportunidad para definir niveles de exposicion a la luz solar como un criterio de
inactivacion de colifagos, diferenciando entre el efecto de la radiacion directa y
otras variables, como las temperaturas estacionales o la turbidez del agua. Este
enfoque podria clarificar las circunstancias en las cuales los colifagos se
mantienen viables como indicadores, proporcionando informacién esencial para el
monitoreo de la calidad del agua y la gestién de recursos hidricos en rios que
enfrentan cambios de radiacién solar a lo largo del afio.

El pH juega un papel clave en la viabilidad de los bacteriéfagos utilizados como
indicadores de contaminacion fecal en rios. Segun este estudio, los rangos de pH
observados son de 7.5 a 8.2 no afectaron significativamente a los colifagos,
coincidiendo con Grabow (2001). Los resultados obtenidos en los rios Huatatas y
Alameda destacan que la mayor concentracion de colifagos se observé a pH 8.2,
lo que concuerda con estudios como los de Punil (2017) y Jamalludeen. (2007),
gue sefialan una mayor estabilidad y efectividad de los bacteri6fagos en
ambientes alcalinos. En estas condiciones, las interacciones electrostaticas entre
los fagos y las bacterias hospedadoras son mas favorables, promoviendo una
adsorcion eficiente y manteniendo su capacidad infecciosa. Ademas, estos
hallazgos refuerzan la importancia del pH alcalino para la funcionalidad éptima de
los colifagos en cuerpos de agua naturales. Esto concuerda con lo reportado por
Manohar (2018) y Hader (2014) sefialan que, aunque ciertos bacteri6fagos toleran
un rango amplio de pH, su viabilidad disminuye notablemente en condiciones
acidas (pH 5) y neutras (pH 7). Por tanto, el rango de pH observado en este estudio
representa condiciones ideales para la estabilidad y persistencia de los colifagos
en los rios estudiados. Una limitacion de este estudio es que se enfoc6 Unicamente
en un rango de pH moderado (7.5 a 8.2), lo que impide evaluar con mayor detalle
el comportamiento de los colifagos en condiciones de pH mas extremas, niveles
extremos pueden comprometer la integridad estructural de los bacteriofagos,

reduciendo su eficacia como indicadores de calidad del agua indicado por Sailema
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(2024). Se sugiere realizar investigaciones adicionales que incluyan un rango mas
amplio de pH. Estas investigaciones podrian proporcionar una comprensién mas
integral del comportamiento de los colifagos y mejorar su aplicacion como
indicadores de contaminacion fecal en diferentes condiciones. Generalmente, los
bacteri6fagos son estables a valores de pH entre 5 y 8, aunque este rango puede
extenderse de 4 a 10 cuando la temperatura es baja (Jorquera, 2015; Hall &
Ramirez, 2021). Sin embargo, los ambientes &cidos pueden desnaturalizar las
proteinas de los bacteriéfagos, lo que resulta en una pérdida de viabilidad. La
capacidad de los bacteriéfagos para persistir a valores bajos de pH depende del
tipo de bacteriéfago.

Grabow (2001) reporta en su trabajo que, en las aguas superficiales, la
combinacién de altas temperaturas y exposicion solar intensifica la desactivacion
de los fagos. Este efecto es mas marcado en cuerpos de agua poco profundos y
con alta transparencia, donde la penetracion de la luz solar es mayor. La
temperatura afecta a los bacteriéfagos en aguas superficiales o rios, ya que se ha
reportado que la supervivencia del fago T7 en agua de rio, lago y subterranea esta
relacionada con la temperatura del agua. Los resultados que mostraron nuestro
trabajo del efecto de la temperatura y la radiaciéon solar coinciden con los
mencionado ya que al incrementarse la radiacion solar se produce una
disminucion de la cantidad de fagos mostrados en las graficas 5,6,10 y 11. Al
aumentar la radiacion la temperatura de los rios se incrementa teniendo mayor
cantidad de fagos en rangos de 18 a 22 °C mostrados en las figuras 7,8,12y 13 .
Wommack (1996) reporta que los fagos tienden a soportar niveles elevados de
congelamiento, también ciclos de congelacion y descongelacion hace que los
fagos se inactiven por lo que la temperatura optima de guardarlos es a 4°C. Las
variaciones en la temperatura pueden afectar la estabilidad de los bacteri6fagos
temperaturas extremas pueden llevar a la desnaturalizacion de sus proteinas y la
pérdida de infectividad (E. Wommack & Calwell, 1997) reporta que el rango de
temperatura de estabilidad entre 0 y 23 °C para un bacteri6fago marino
sedimentario se determind debido a una aparente incapacidad del bacteri6fago
para adsorberse irreversiblemente a las células hospedadoras. Los titulos del
bacteri6fago solo mostraron una reduccion limitada cuando se expusieron a 30 °C
durante 24 horas en presencia de su bacteria hospedadora. Esto sugiere que la
estabilidad del bacteriéfago esté influenciada por su capacidad de adsorcion a las

células hospedadoras a diferentes temperaturas.
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Los datos obtenidos en campo indicaron la ausencia de cloro en todos los puntos
de muestreo. Esto sugiere que el agua de los rios estudiados no estaba sometida
a procesos de desinfeccién con cloro en el momento del muestreo, lo que podria
estar relacionado con la falta de tratamiento previo del agua o con fuentes de
contaminacién natural. El cloro es un desinfectante ampliamente utilizado en el
tratamiento de agua potable debido a su capacidad para inactivar una amplia
gama de microorganismos patdégenos. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
la desinfeccidn con cloro libre es eficaz contra bacterias y virus, aunque su eficacia
puede variar dependiendo de la concentracién y el tiempo de contacto (Gordon &
Brown, 2011). Estudios previos han demostrado que concentraciones adecuadas
de cloro pueden reducir significativamente la presencia de colifagos en cuerpos
de agua. Por ejemplo, en una investigacion realizada por Paz y Mifio (2003), se
evalu6 la eficacia del tratamiento de agua en la Planta de Tratamiento de La
Atarjea en Lima, Per(. Los resultados mostraron que, tras las etapas de
decantacion, filtracién y cloracion, hubo una remocion del 99,95% de colifagos, lo
gue destaca la eficacia de la cloracion en la eliminacion de estos virus. La ausencia
de cloro en los rios muestreados podria tener implicaciones significativas para la
calidad microbiolégica del agua, ya que permite la persistencia de

microorganismos indicadores de contaminacion fecal, como los colifagos.

41



VI. CONCLUSIONES

La radiacion solar disminuye significativamente la cantidad de colifagos en el
rio Huatatas, se redujeron de 600 a 450 UFP/mL por la mafiana y de 500 a
345 UFP/mL por la tarde y en el rio Alameda fueron de 350 a 200 UFP/mL
(punto 2, mafiana) y de 400 a 40 UFP/mL (punto 2, tarde).

Elincremento de temperatura en un rango de 18 a 22 °C aumenta la cantidad
de colifagos en muestras de agua de los rios Alameda y Huatatas de 400
UFP/ml a 600 UFP/mL.

Los rangos de pH en los rios Alameda y Huatatas se mantuvieron constantes
entre 7.5y 8.2.

No se detect6 presencia de cloro en las muestras analizadas de ambos rios.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar la caracterizacion fisicoquimica “in vitro” de los bacteriéfagos
aislados en los rios Alameda y Huatatas.

Utilizar diferentes cepas de bacterias para el aislamiento de bacteriéfagos
presentes en los rios Alameda y Huatatas.

Incluir la medicién de materia organica y turbidez para analizar si afectan en
la cantidad de colifagos.

Se sugiere evaluar la presencia de colifagos somaticos y F especificos por

separado.
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Anexo 1. Punto 1 de muestreo del rio Huatatas.

RiO HUATATAS

NOTA: En el punto 1 del rio Huatatas hubo accesibilidad al punto al realizar una caminate de 15

minutos, al ser alejado de la ciudad no hubo presencia de contaminacién en los rios.
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Anexo 2. Punto 2 de muestreo del rio Huatatas.

Nota: En el punto 2 se observé que, tras una caminata de 15 minutos para acceder al lugar, habia
actividad humana alrededor del rio, especificamente siembra de choclo. En las orillas del rio no se

detecté contaminacion ni se encontraron desechos.

Anexo 3. Punto 3 de muestreo del rio Huatatas.

Nota: Se tuvo acceso al punto de muestreo y se observo la presencia de desechos en las orillas de

los rios. Ademas, se percibieron olores desagradables debido a la descomposicion de materia
organica. Las casas aledanas utilizaban el rio como depdsito de desechos.
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Anexo 4. Punto 1 de muestreo del rio Alameda.

RiO ALAMEDA

Nota: En el punto 1 del rio Alameda, se observo, tras una caminata de aproximadamente 45 minutos,
que no hubo contaminacion en el rio, ya que este punto se encontraba alejado de la ciudad, donde
no se registrd actividad humana. El agua se presentd mas clara, sin presencia de turbidez, y no se

detectaron olores desagradables.
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Anexo 5. Punto 2 de muestreo del rio Alameda.

e
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Nota: En el punto 2 de muestreo del rio Alameda, ubicado cerca del evitamiento, se observd que las
personas y casas aledanas utilizan este punto como depdésito de desechos. Se percibieron olores

desagradables y el agua presentaba turbidez.

Anexo 6. Punto 3 de muestreo del rio Alameda.

Nota: En el punto 3 del rio Alameda, se tuvo acceso tras una caminata de 15 minutos. Se observé

que el agua presentaba turbidez y habia presencia de desechos en el rio. En las orillas se not6
acumulacién de desechos como bolsas de plastico y botellas. Ademas, se percibié un olor

desagradable.
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Anexo 7. Toma de muestra en el punto 2 del rio Alameda.
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Anexo 9. Registro de pH y Cloro kit en cada punto de muestreo.
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Anexo 11. Observacion de UFP en muestras de agua de rio.
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Anexo 12. Datos registrados en campo del rio Huatatas.

Tabla 2
Datos de radiaciéon solar (W/m? y cantidad de colifagos (UFP/mL) en muestras

recolectadas durante la mafiana y la tarde.

RAD 1 RAD 1
FECHAS (W/m2) CAN':I'LIDAD CAN'I;DAD CAN'I;DAD fechas (W;rmz) CAN'I:'LIDAD CANTIDAD2 CANTIDAD
mafiana tarde
1 1
1 197 0 0 650 1 590 0 0 495
8 198 0 0 640 7 630 0 0 470
5 200 0 0 570 9 670 0 0 555
12 260 0 0 555 3 690 0 0 550
6 260 0 0 560 8 693 0 0 500
2 275 0 0 480 11 730 0 0 465
9 340 0 0 475 12 740 0 0 480
4 350 0 0 460 2 750 0 0 440
3 397 0 0 440 5 763 0 0 475
11 420 0 0 435 4 784 0 0 425
10 440 0 0 425 6 800 0 0 435
7 450 0 0 470 10 860 0 0 345
Tabla 3

Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Huatatas recolectados

durante la manana.

Fechas Mafianal Cantidad 1 Fechas Mafiana2 Cantzidad Fechas Mar”;ana Can;idad
1 7.8 0 1 8.2 0 1 8.2 650
2 7.8 0 2 8.2 0 2 8.2 640
3 7.8 0 3 8.2 0 3 8.2 570
4 7.8 0 4 8.2 0 4 8.2 555
5 7.8 0 5 8.2 0 5 8.2 560
6 7.5 0 6 7.8 0 6 7.8 480
7 7.8 0 7 7.5 0 7 7.8 475
8 8.2 0 8 7.5 0 8 7.5 460
9 8.2 0 9 8.2 0 9 7.5 440
10 8.2 0 10 7.8 0 10 7.5 435
11 7.8 0 11 7.8 0 11 8.2 425
12 7.8 0 12 7.5 0 12 7.8 470
pH . pH Cantidad pH Cantidad
Fechas Promedio Cantidad 1 Fechas Promedio 5 Fechas Promedio 3
1,2,3,45 1,2,3,45
””” o 1,2,3,4,5,
6,10é11,1 5.17 0 67139 7.98 0 67891 793 5133
7,8,9 8.07 0 11,12 7.65 0 01112
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Tabla 4
Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Huatatas recolectados

durante la tarde.

Fechas Tardel Cantidad 1 Fechas Tarde2 Cantidad2 Fechas Tarde3 Cantidad 3

1 8.2 0 1 7.5 0 1 8.2 495

2 8.2 0 2 7.5 0 2 8.2 470

3 8.2 0 3 7.5 0 3 8.2 555

4 8.2 0 4 8.2 0 4 8.2 550

5 8.2 0 5 8.2 0 5 8.2 500

6 8.2 0 6 8.2 0 6 8.2 465

7 8.2 0 7 8.2 0 7 8.2 480

8 8.2 0 8 8.2 0 8 8.2 440

9 8.2 0 9 8.2 0 9 8.2 475

10 8.2 0 10 75 0 10 8.2 425

11 8.2 0 11 7.5 0 11 8.2 435

12 8.2 0 12 75 0 12 8.2 345
Fechas pH . Cantidad 1 Fechas pH . Cantidad 2 Fechas pH . Cantidad 3

Promedio Promedio Promedio
1,2,3,10,
1,2,3,4,5, 11,12 75 0 éé?g
6,7,8,9,1 8.2 0 4,5,6,7,8, o 8.2 469.583333
01112 9 8.2 0 9,10,11
12
Tabla 5

Datos de temperatura (°C) registrados en campo del rio Huatatas recolectados durante la

manana.
Mafiana Cantidad Mafiana Cantidad Mafiana Cantidad
Fechas Fechas Fechas
1 1 2 2 3 3
1 10 0 1 13 0 1 19 650
2 10 0 2 13 0 2 20 640
3 10 0 3 13 0 3 19 570
4 11 0 4 16 0 4 19 555
5 11 0 5 16 0 5 19 560
6 11 0 6 16 0 6 20 480
7 13 0 7 19 0 7 20 475
8 13 0 8 18 0 8 20 460
9 13 0 9 19 0 9 19 440
10 14 0 10 16 0 10 19 435
11 14 0 11 14 0 11 18 425
12 14 0 12 14 0 12 18 470
Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad
1,2,3 10 0 1,2,3 13 0 1,2,3 19.3333333 620.0
45,6 11 0 11,12 14 0 4,5,6 19.3333333 531.7
7,8,9 13 0 4,5,6,10 16 0 7'8’9’120'11’1 19 450.8
10,11,12 14 0 7,8,9 18'6676666 0
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Tabla 6
Datos de temperatura (°C) registrados en campo del rio Huatatas recolectados durante la

tarde.
Fechas Ta:rLde Canildad Fechas Tarde 2 Cantzldad Fechas Tarde 3 Cangdad
1 18 0 1 19 0 1 19 495
2 18 0 2 19 0 2 19 470
3 18 0 3 19 0 3 19 555
4 17 0 4 20 0 4 19 550
5 17 0 5 21 0 5 18 500
6 17 0 6 22 0 6 17 465
7 17 0 7 21 0 7 17 480
8 17 0 8 20 0 8 18 440
9 17 0 9 21 0 9 20 475
10 20 0 10 19 0 10 18 425
11 20 0 11 19 0 11 18 435
12 20 0 12 18 0 12 18 345
Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad
1,2,3 18 0 1,2,3 19 0.0 1,2,3 18 401.7
4,5,6,7,8, 17 0 10,11,1 18.666666 00 10,11,1 18 505.0
9 2 7 2
10,11,12 20 0 45,6 21 0.0 45,6 18'33:;3333 465.0
7,8,9 20'66;6666 0.0 7,8,9 19 506.7
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Anexo 13. Datos registrados en campo del rio Alameda.

Tabla 7
Datos de radiaciéon solar (W/m? y cantidad de colifagos (UFP/mL) en muestras

recolectadas durante la mafiana y la tarde del rio Alameda.

RAD Cantida Cantida Cantida RAD ) . .

Fechas  (W/m?) d d d Fechas  (W/m?) Cantidad Cantidad Cantidad

Maflana Puntol Punto?2 Punto3 Tarde Punto 1 Punto 2 Punto 3
6 187 0 305 1375 2 469 0 180 1240
7 230 0 200 1050 4 500 0 375 1190
8 234 0 260 1415 8 520 0 190 1020
2 300 0 185 1275 9 615 0 315 990
1 321 0 325 1160 6 700 0 325 925
5 326 0 185 945 5 707 0 415 1025
9 330 0 265 1230 7 715 0 190 890
10 334 0 125 1200 10 765 0 135 880
12 358 0 130 1070 3 769 0 125 785
4 373 0 190 1050 1 773 0 65 745
3 427 0 215 1015 11 820 0 58 660
11 464 0 200 920 12 877 0 40 605

Tabla 8
Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda recolectados

durante la mafiana y tarde.

Horario de Fechas pH Cantidad pH Cantidad pH Cantidad
muestreo mafiana 1 Punto 1 mafiana 2 Punto 2 mafiana 3 Punto 3

1 8.2 0 8.2 325 8.2 1160

2 8.2 0 8.2 185 8.2 1275

3 8.2 0 8.2 215 8.2 1015

4 8.2 0 8.2 190 8.2 1050

5 8.2 0 8.2 185 8.2 945

Mafiana 6 8.2 0 8.2 305 8.2 1375
7 7.5 0 8.2 200 8.2 1050

8 7.5 0 8.2 260 8.2 1415

9 7.5 0 8.2 265 8.2 1230

10 8.2 0 8.2 125 8.2 1200

11 8.2 0 8.2 200 8.2 920

12 8.2 0 8.2 130 8.2 1070

1 8.2 0 7.5 65 8.2 745

2 8.2 0 7.5 180 8.2 1240

3 8.2 0 7.5 125 8.2 785

4 8.2 0 8.2 375 8.2 1190

5 8.2 0 8.2 415 8.2 1025

Tarde 6 8.2 0 8.2 325 8.2 925
7 8.2 0 8.2 190 8.2 890

8 8.2 0 8.2 190 8.2 1020

9 8.2 0 8.2 315 8.2 990

10 7.5 0 8.2 135 8.2 880

11 7.5 0 8.2 58 8.2 660

12 7.5 0 8.2 40 8.2 605
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Tabla 9
Datos registrados de Temperatura (°C) y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda

recolectados durante la mafana.

Fechas Tempera Cantidad Fechas Tempera Cantidad Fechas Tempera Cantidad
Mafiana tura (°C) Punto1l Mafiana tura(°C) Punto 2 Mafiana tura (°C) Punto 3

1 13 0 15 325 15 1160
2 13 0 15 185 15 1275
3 13 0 15 215 15 1015
4 15 0 15 190 20 1050
5 15 0 15 185 20 945
6 15 0 15 305 20 1375
7 15 0 17 200 17 1050
8 15 0 17 260 17 1415
9 15 0 17 265 17 1230
10 14 0 20 125 21 1200
11 14 0 20 200 21 920
12 14 0 20 130 21 1070
T°C Cantidad T°C Cantidad T°C Cantidad
Fechas . ) Fechas . . Fechas . .
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
1,23 13 0 1,6 15 234.166667 1,3 15 1150
10,11,12 14 0 7,8,9 17 241.666667  7,8,9 17 1231.66667
4,5,6,7,8,9 15 0 10,11,12 20 151.666667 4,6 20 1123.33333
Tabla 10

Datos registrados de Temperatura (°C) y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda

recolectados durante la tarde.

Fechas Temperat Cantidad Fechas Temperat Cantidad Fechas Temperat Cantidad
Tarde ura (°C) Punto 1 Tarde ura (°C) Punto 2 Tarde ura (°C) Punto 3

1 18 0 1 19 65 1 21 745

2 18 0 2 19 180 2 21 1240

3 18 0 3 19 125 3 21 785

4 20 0 4 22 375 4 22 1190

5 20 0 5 22 415 5 22 1025

6 20 0 6 22 325 6 22 925

7 20 0 7 22 190 7 21 890

8 20 0 8 22 190 8 21 1020

9 20 0 9 22 315 9 21 990

10 15 0 10 17 135 10 20 880

11 15 0 11 17 58 11 20 660

12 15 0 12 17 40 12 20 605
T°C Cantidad T°C Cantidad T°C Cantidad

Fechas . . Fechas . . Fechas . .

promedio promedio promedio promedio promedio promedio

10,11,12 15 0 10,11,12 17 77.6666667 10,11,12 20 715

1,2,3 18 0 ,1,2,3 19 123.333333 1,2,3,7,8,9 21 945
4,5,6,7,8,9 20 0 4,5,6,7,8,9 22 301.666667  4,5,6 22 1046.66667
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Anexo 14. Matriz de consistencia.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Yazmin Lisbeth CANCHARI ROJAS
RESOLUCION DECANAL N° 024-2025-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes siete de marzo del afio
dos mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
participando como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, el Dr. Homero Ango
Aguilar (miembro — jurado), Dra. Nilda Aurea Apayco Espinoza (miembro — jurado), Mg. Dante
Moisés Barrenechea Bustamante (miembro — jurado), Dr. José Alarcén Guerrero (miembro —
asesor), actuando como secretario docente el Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia; para presenciar
la sustentacion de tesis titulada: Cuantificacion de colifagos y caracterizaciéon
fisicoquimica en aguas del rio Alameda y Huatatas- Ayacucho 2021, presentado por la
Bach. Yazmin Lisbeth CANCHARI ROJAS; el presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda
el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacién, indicando
a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de
investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional
de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada la
exposicion, el presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invito a la sustentante y al pablico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del jurado evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Homero Ango Aguilar 13 13 13
Dra. Nilda Aurea Apayco Espinoza 16 16 16
Mg. Dante Moisés Barrenechea Bustamante 15 15 15
PROMEDIO 15

La sustentante alcanzé el promedio de 15 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autoriz6 el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biolédgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis
de la tarde con treinta minutos; firmando al pie del presente en sefal de conformidad.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion titulado: Cuantificacion de colifagos y
caracterizacién fisicoquimica en aguas del rio Alameda y Huatatas, Ayacucho
2021, tuvo como objetivo principal determinar la cantidad de colifagos en muestras
de agua de los rios Alameda y Huatatas, empleando como cepa receptora a
Escherichia coli ATCC 13076. Ademas, se evalu6o el efecto de factores
ambientales como la radiacién solar, temperatura, pH y cloro sobre los colifagos
presentes en estos cuerpos de agua. Las muestras de agua se recolectaron cada
10 dias durante un total de 12 fechas, abarcando los meses de septiembre y
noviembre de 2023. La investigacion fue de tipo descriptiva. Los resultados fueron
analizados mediante graficos en Excel y correlaciones de Pearson utilizando el
programa estadistico Minitab. Se realizaron muestreos en tres puntos de cada rio,
donde se midieron parametros ambientales in situ y se recolectaron muestras de
agua para su analisis en laboratorio. A través del método de filtro al vacio, se
obtuvieron suspensiones de bacteridéfagos, las cuales se sembraron en placas de
agar utilizando la cepa receptora E. coli ATCC 13076. Las placas se incubaron a
37 °C durante 24 horas, observandose calvas de 1 a 2 mm en las placas positivas.
Posteriormente, se cuantificaron las Unidades Formadoras de Placa (UFP). Se
encontré6 que factores como la radiacion solar y la temperatura influyen
significativamente en la cantidad de colifagos. Este estudio valida el uso de los
colifagos como indicadores de calidad microbiolégica del agua y aporta
conocimiento sobre su comportamiento frente a distintos factores ambientales, lo
cual resulta relevante para la gestion y el monitoreo de la calidad de agua en los
rios.

Palabras clave: colifagos, calvas, factores ambientales, indicadores, rios.



I. INTRODUCCION

La contaminacion de los cuerpos de agua es un problema critico a nivel mundial
debido a su impacto en la salud publica, la biodiversidad y las actividades
humanas (Paz y Mifio 2003). En particular, la presencia de microorganismos
fecales en el agua representa un riesgo significativo, especialmente en regiones
donde los rios son utilizados para consumo humano, riego y actividades
recreativas. La necesidad de contar con indicadores microbioldgicos eficientes
para monitorear la calidad del agua ha llevado a investigaciones sobre los
colifagos, virus que infectan bacterias coliformes como Escherichia coli, debido a
su capacidad de reflejar la contaminacion fecal de manera precisa (Punil, 2017).
Los colifagos son indicadores eficaces de contaminacion fecal en aguas
contaminadas, su incapacidad para reproducirse fuera del huésped, indicador de
una contaminacion fecal reciente (Enriquez, 2011) y su deteccion rapida
mediante métodos sencillos. Estas caracteristicas los convierten en una
herramienta clave para evaluar la calidad del agua (Diaz, 2017).

En Ayacucho, Peru, los rios Alameda y Huatatas son fuentes hidricas, pero
enfrentan presiones ambientales y fuentes de contaminacién fecal. Esto plantea
la necesidad de evaluar su calidad microbioldgica, especialmente en el contexto
de su uso por las comunidades cercanas. Sin embargo, existe poca informacién
especifica sobre la relacidén entre factores ambientales y la cantidad de colifagos
en estos rios, lo que dificulta implementar estrategias efectivas de monitoreo y
control. El enfoque de la investigacion es descriptivo, ya que se busca determinar
la cantidad de colifagos en las aguas de los rios Alameda y Huatatas, asi como
evaluar cdmo factores ambientales como la radiacion solar, temperatura, pH vy
cloro afectan su presencia y concentracion para lo cual se realizaron mediciones
in situ. Se llevaron a cabo muestreos periodicos en tres puntos de cada rio,

seleccionados en funcién de su accesibilidad y relevancia para el estudio. El



estudio de los colifagos como indicadores de contaminacién fecal en los rios de

Ayacucho tiene implicaciones directas para mejorar el monitoreo de la calidad del

agua en la regién. La informacion reportada en este trabajo busca servir de guia

para promover la educacion en las comunidades cercanas sobre la importancia
de la conservacion del agua y el impacto de la contaminacion fecal en la salud
publica, alentando practicas sostenibles y el cuidado de los recursos hidricos.

Establecer un programa de monitoreo regular de los colifagos y los pardmetros

ambientales en los cuerpos de agua, para garantizar que se mantengan dentro de

los limites de seguridad para la salud publica.

La presente investigacion tuvo como objetivo general determinar el numero de

colifagos utilizando la cepa receptora de Escherichia coli ATCC 13076 en

muestras de agua de los rios Alameda y Huatatas. Asimismo, se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de la radiacién solar en los colifagos, utilizando como
cepa receptora a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los
rios Alameda y Huatatas.

2. Determinar el efecto de la temperatura en los colifagos, utilizando como cepa
receptora a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios
Alameda y Huatatas.

3. Determinar el efecto del pH en los colifagos, utilizando como cepa receptora
a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios Alameda y
Huatatas.

4. Determinar el efecto del cloro en los colifagos, utilizando como cepa receptora
a Escherichia coli ATCC 13076, en muestras de agua de los rios Alameda y

Huatatas.



Il.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Judson y Rosa (2024) tuvieron como objetivo aislar bacteriéfagos de rios y aguas
residuales urbanas en Curitiba, Parana, en el sur de Brasil. El andlisis de
laboratorio reveld caracteristicas distintivas en la macromorfologia de las placas
de fagos de Escherichia coli, representando varios morfotipos. La obtencion de
estos datos es un proceso relativamente rdpido y barato, lo que destaca la
importancia del cribado primario para la recuperacion exitosa de fagos que seran
utilizados posteriormente en la lucha contra E. coli a través de la tecnologia de
fagos.

Granda (2021) llevd a cabo una investigacidbn cuyo objetivo fue aislar
bacteriéfagos con la capacidad de inhibir el crecimiento de cepas de Listeria spp.
resistentes a antibidticos. Para ello, se recolectaron muestras de agua del rio
Machéangara, en Ecuador, un entorno propicio para la presencia de bacteriéfagos
debido a sus altos niveles de contaminacion. El aislamiento de los virus se realizé
mediante la técnica de doble capa. Posteriormente, se evalud su capacidad litica
frente a las bacterias objetivo y se procedid a concentrarlos con el fin de obtener
una mayor cantidad de unidades formadoras de placa (UFP). Finalmente, los
bacteri6fagos fueron almacenados para su conservacion.

Hall y Ramirez (2021) tuvieron el objetivo principal de su investigacion aislar y
caracterizar bacteriéfagos competentes contra cepas ATCC de E. coli, y
Salmonella spp. a partir de muestras de aguas residuales. Para ello, se aislaron
cinco bacteriéfagos procedentes de la Planta de Tratamiento de Agua Residuales
(PTAR) de la Ciudad de Panama, denominando a los aislados de E. coli. Estos
fueron caracterizados con respecto a su rango de hospederos, sensibilidad al

cloroformo, estabilidad ante diferentes rangos de pH, temperatura y exposiciéon a



la luz UV; obteniendo como resultado que los 5 fagos son sensibles al cloroformo,
se ven favorecidos de manera general en pH alcalinos y temperaturas ente 25° y
50°C; al ser expuestos a la luz UV, en la mayoria se observé una reduccion
significativa.

Bracho y Mor6n (2008) tuvieron como objetivo la evaluacion de bacteriéfagos en
muestras de agua para consumo humano de la ciudad de Maracaibo, Venezuela.
La concentracion de bacteriofagos somaticos de E. coli y F-especificos. Como
resultado se observo que el 35,6% de colifagos en concentraciones comprendidas
entre 0,2 y 2,4 UFP/100 mL. El 82,9% de las muestras presentaron valores por
encima de lo establecido en la normativa venezolana para la calidad del agua de
consumo. En el 17,1% de las muestras que si cumplian la normativa se detectd la
presencia de bacteriéfagos (42,8%), lo que implica un riesgo para la salud publica
y pone en evidencia la necesidad de la validacion de los procesos de tratamiento
y potabilizaciéon del agua para consumo, asi como la necesidad del monitoreo
periddico de la calidad virol6gica del agua que es consumida por la poblacién.
Blanco (2021), tuvo como objetivo de su estudio caracterizar bacteriéfagos
aislados de aguas residuales del Rio Abajo, en Panama, con capacidad
antimicrobiana contra el complejo Enterobacter cloacae. Para el aislamiento de los
fagos, se utiliz6 una muestra de agua del rio y se aplicaron los métodos de
enriguecimiento y doble capa de agar. Posteriormente, se llevaron a cabo ensayos
de caracterizacidbn que incluyeron la evaluacion de su estabilidad frente a
diferentes valores de pH, temperaturas, exposicion a luz ultravioleta (UV),
sensibilidad al cloroformo y especificidad frente a huéspedes bacterianos. Se logré
aislar un fago con placas de lisis claras, redondeadas, de entre 6 y 9 mm de
diametro, con una concentracién de 4.7 x 107 UFP/mL. En cuanto al pH, el fago
mostré mayor estabilidad en el rango de 7 a 10. Respecto a la temperatura, se
observé una mayor estabilidad a 37°C y 50°C. Finalmente, en la prueba de
exposicion a luz UV, se detectdé que durante los primeros 15 minutos la capacidad
de replicacién del fago disminuyé hasta llegar a cero.

Santander y Robeson (2002) ,tuvieron como objetivo aislar fagos de Salmonella
enteritidis en muestras procedentes de la industria avicola, lograndose aislar tres
bacteri6fagos liticos esta investigacion se realizé en Chile. Los fagos fueron
caracterizados, mediante técnicas bacteriolégicas y moleculares, y se evalud la
actividad litica “in vitro”. Asi mismo, son estables a 37 °C, pero su estabilidad
comienza a decaer a temperaturas superiores a 45°C. También, toleran un amplio
rango de pH entre 4y 12.



2.1.2. Antecedentes nacionales

Garcia y Nicho (2018) su objetivo de este estudio fue aislar bacteri6fagos dirigidos
contra Pseudomonas aeruginosa multirresistente a partir de muestras de agua
recolectadas en tres rios de la provincia de Lima, Peru. Los fagos fueron
exitosamente aislados a partir de las muestras provenientes de los rios Rimac y
Chillbn. Ademas, se evalud la estabilidad térmica de los lisados a diferentes
temperaturas (50 °C, 60 °C, 70 °C y 80 °C), destacando el lisado denominado LR2,
que mostré mayor estabilidad a 50 °C y fue capaz de resistir temperaturas de 60
°Cy 70 °C durante periodos cortos de tiempo.

Pacheco (2016) llevé a cabo una investigacion con el propésito de encontrar
bacteri6fagos liticos especificos contra cepas nosocomiales de Acinetobacter
baumannii, como una alternativa terapéutica al uso de antibiéticos, conocida como
fagoterapia. El estudio tuvo como objetivo aislar 48 bacteriofagos en las ciudades
de Lima e Iquitos. Las placas de lisis observadas presentaron diametros
superiores a 1 mm, algunas con halos de hasta 5.2 mm de diametro.

Paz y Mifio (2003) evaluaron la eficacia del tratamiento del agua del rio Rimac
mediante decantacién, filtracion y cloracion. Se cuantificaron colifagos, utilizando
métodos de Capa Simple, Filtro de Membrana. Las muestras sin tratamiento
contenian un promedio de 2267,25 UFP/100 mL de colifagos, mientras que las
muestras tratadas presentaron reducciones progresivas hasta 1,07 UFP/100 mL
tras la cloracion.

2.1.3. Antecedentes locales

Méjico (2011) realizo su trabajo de investigacion sobre el recuento de coliformes
fecales, coliformes totales y colifagos en agua de consumo humano en la
comunidad de Uchuypampa, Ayacucho. En las fuentes de agua no tratada, se
detecto una concentracion de 910 UFP/100 mL de colifagos, 171 NMP/100 mL de
coliformes totales y 114 NMP/100 mL de coliformes fecales. Tras el tratamiento
del agua, la presencia de colifagos se redujo a 42 UFP/100 mL, mientras que los
coliformes totales y fecales disminuyeron a menos de 2 NMP/100 mL. Estos
resultados indican que el agua consumida por la comunidad aun presenta
contaminacién microbiolégica.

El estudio realizado por Ango y Guevara (1999) evalué la presencia de colifagos
en diferentes fuentes de agua en la region de Ayacucho. Los resultados maostraron
gue, en muestras de agua de Riachuelo Alameda, Poza de oxidacion Totorilla,

Pozo Luricocha y Pileta publica de Huanta, los valores de colifagos oscilaron entre



11 y 43 UFP/mL. Sin embargo, en las muestras de agua potable de la ciudad de
Ayacucho no se detect6 la presencia de colifagos, lo que indicaria una mejor
calidad microbiol6gica en comparacion con las otras fuentes analizadas.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Colifago

Los colifagos son virus que infectan especificamente a bacterias del género
Escherichia coli y usan estos para su replicacion (Hall & Ramirez, 2021).

2.2.2. Virion

Un viriébn es una particula viral capaz de causar infeccion, compuesta por un
genoma viral encapsulado dentro de una cubierta proteica (Primrose, 1976).
2.2.3. Calva

Region de destruccion celular generada por la inhibicion del crecimiento de células
hospedadoras sensibles, provocada por la accion de un fago (Espejo , 1980).
2.2.4. Capsomero

El capsémero es la sub unidad estructural que forma a la capside de un virus
siendo compuesto por proteinas que se establan para formar estructuras mas
grandes y regular la capside (Paz y Mifio, 2003).

2.2.5. Célula hospedadora

Célula en la que un virus se replica. Su maquinaria celular permite llevar a cabo
los procesos de replicacion, transcripcion y traduccién necesarios para producir la
proteina codificada (Madigan y Martinko, 2009).

2.2.6. Rutalisogenia

El genoma del virus se réplica al mismo tiempo que el genoma del hospedador
(Madigan y Martinko, 2009).

2.2.7. ATCC 13076

ATCC 13076 es el numero de catdlogo de una cepa de referencia de Escherichia
coli, mantenida y distribuida por la American Type Culture Collection (ATCC). Este
organismo es utilizado ampliamente en investigaciones cientificas, ensayos de
laboratorio y aplicaciones industriales debido a sus caracteristicas bien definidas.
Se utiliza como control positivo en pruebas de calidad y ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana.

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Virus indicadores de contaminacidon en aguas de rios

Los virus entéricos, que son eliminados a través de las heces de personas

infectadas, pueden ser transmitidos al hombre a través del agua ( Pulido, 2005).



Los mas comunes son los virus causantes de gastroenteritis y el virus de la
hepatitis. Los indicadores tradicionales de contaminacion bacteriana no evalGan
de manera eficiente la presencia o ausencia de virus en el agua, ya que algunos
virus son mas resistentes a la desinfeccion que los organismos coliformes (Olivas
2011). Debido a estas dificultades, se han buscado indicadores alternativos como
los fagos, que son de rapida y facil deteccion y permiten prever el comportamiento
de los enterovirus en el medio ambiente( Garcia, 2011).

La presencia de virus en las aguas es un tema de preocupacion debido a su
abundancia y potencial impacto en la calidad del agua. Los virus, incluyendo los
bacteriéfagos, son los entes mas abundantes en el planeta. En un litro de agua de
mar de la costa, existen mas virus que personas en el planeta, lo que resalta su
inmensa abundancia(Garcia y Ortiz, 2004). Ademas, se ha determinado que cada
mililitro de agua de mar contiene millones de particulas virales, y su abundancia
es aun mayor en sedimentos marinos superficiales cercanos a la costa, con una
concentracion de 1078 a 1079 virus por cm?3 (Jorquera, 2015).

Los colifagos, un tipo de bacteriéfago, son utilizados como indicadores de la
eficacia del proceso de remocion microbiana en plantas de tratamiento de agua,
debido a su resistencia a los procesos de tratamiento en comparacion con las
bacterias indicadoras convencionales.

2.3.2. Bacteri6fagos

Los bacteriéfagos son virus que infectan de manera especifica a las bacterias. Su
existencia fue observada por primera vez en 1896, cuando Ernest Hanbury Hankin
identifico un principio bioldgico en el agua de los rios de la India que eliminaba
cultivos de bacterias causantes del célera. Mas adelante, en 1915, Frederick Twort
describi6 un agente filtrable capaz de lisar bacterias, aunque no podia
reproducirse por si solo. Posteriormente, en 1917, Félix d'Herelle realiz6 estudios
independientes en los que acufié el término bacteriéfago (del griego phagein , que
significa "comer") en referencia a la capacidad de estos virus de destruir bacterias.
D'Herelle también investigd su uso en el biocontrol y la fagoterapia (Aguilas, 2019;
Montes de Oca, 2019).

Los bacteri6fagos, también conocidos como fagos, se encuentran en todas partes,
con una estimacién de 10"31 (Brown Jaque, 2018).Los fagos estan presentes en
todos los entornos donde se encuentran altas concentraciones de bacterias, como
en el agua, aguas residuales, suelo o sedimentos (Segundo., 2010) y en alimentos

(Garcia , 2010). Ademas, se encuentran en ecosistemas extremos como las



profundidades marinas, lagos con pH alcalino (pH 10), salinas (diez veces mas
saladas que el océano), aguas termales acidas (a 80 °C), lagos polares y el
subsuelo. Terrestre a mas de 2.000 metros de profundidad, asi como en cualquier
lugar donde esté presente su bacteria huésped (Kutateladze y Adamia, 2010). En
los seres humanos, se han aislado diversos fagos en el intestino, la orina y la
cavidad oral (Borie y Navarro, 2007).

a. Estructura de los bacteriéfagos

Su tamafio varia entre 20 y 200 nm. Su material genético puede estar compuesto
por ADN aproximadamente el 96% de los bacteriéfagos y el 4 % restante tiene
genoma de ARN de doble o cadena simple y esta protegido por una cubierta
llamada cépside(Garcia Salazar, 2018). La forma en que las proteinas se
distribuyen alrededor del material genético define la complejidad estructural y la
forma al fago, como icosaédricos y filamentosos.(Segundo y Hernandez, 2010).
La bacteri6fagos tiene una estructura compleja que se compone de varias partes,
cada una con funciones especificas:

e Capside (Cabeza)

La cabeza de un bacteriéfago, también conocida como capside, esta formada por
proteinas como son la 23, 24 y 20 que rodean y protegen el material genético
(ADN o ARN) y permite la transferencia segura de este material a la bacteria
huésped durante la infeccién. La informacién necesaria para el plegado y
ensamblado correcto de las proteinas viricas en capsémero y posteriormente
formando la cépside esta incorporado en la secuencia de aminoéacidos de las
proteinas viricas, el ensamblado del viribn es un proceso espontaneo llamado
“autoensamblado”, existen casos donde se necesita proteinas ensambladoras de
la célula hospedera para un correcto plegamiento y ensamblado por ejemplo la
proteina de la capside del bacteri6fago lamba necesita a la chaperonina GroE de
Escherichia coli para plegarse (Madigan y Martinko, 2009). La cpside tiene una
estructura muy organizada y puede tener forma filamentosa o forma de baston e
icosaédrica o esférica. Esta Ultima presenta 20 caras triangulares y 12 vértices
formandose por 180,240 o 360 capsémeros , como en el caso de muchos fagos
de tipo T4 (Primrose, 1976).

e Cola

Actlla como un mecanismo de inyeccion para transferir el material genético del
fago a la célula bacteriana en los fagos A la cola no es contractil y en fagos como

el T4 se muestra una cola contrdctil y el cual se subdivide en tres partes los cuales



son : Vaina de la Cola este rodea el tubo interno de la cola y puede contraerse
para ayudar a inyectar el ADN en la bacteria (Primrose, 1976),tubo de la Cola es
una estructura hueca a través de la cual se introduce el material genético en la
bacteriay las proteinas de Base al final de la cola, muchos fagos tienen una placa
basal con puntas y espiculas que ayudan a anclar el fago a la célula bacteriana y
perforar la pared celular. La proteina 19 presente en la cola forma el tubo central
de la cola donde se transfiere el material genético y la proteina 18 forma parte de
la cola contractil (Aguilar Montes de oca, 2019).

e Fibras delacola

Las fibras de la cola en los fagos con estructura de cola estan compuestas por
proteinas que se extienden desde la placa basal. Estas fibras contienen
receptores especificos, lo que confiere a los fagos la capacidad de infectar
Unicamente ciertos tipos de bacterias (Kutter & Sulakvelidze, 2004). Las proteinas
37 y 38 forman las fibras largas de la cola, las cuales se extienden desde la placa
basal y son cruciales para reconocer y unirse a receptores especificos en la célula
huésped, como los lipopolisacéaridos en E. coli. Por otro lado, las proteinas 34, 35
y 36 constituyen las fibras cortas de la cola, que participan en la adhesion inicial
del fago a la célula bacteriana (Espejo T, 1980).Si bien las fibras largas son
esenciales para el reconocimiento del huésped, las fibras cortas contribuyen a
estabilizar esta union (Kutter & Sulakvelidze, 2004).

e Placa basal

Ubicada en la base de la cola del fago, es donde se anclan sus fibras. En fagos
como el T4, esta estructura permite fijar el fago a la bacteria y contiene proteinas
gue ayudan a perforar la pared celular al inicio de la infeccion. Entre estas
proteinas se encuentra la proteina 5 destaca por su actividad enzimatica tipo
lisozima, que facilita la perforacion. También estan la proteina 27 y 12, esenciales
para el anclaje firme y la perforacion inicial, mientras que la proteina 25 contribuye
a estabilizar la placa basal y puede intervenir en la lisis de la pared celular (Osorio,
2015).



b. Replicacion viral
Figura 1

Replicacion viral de los bacteriéfagos
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Nota: Esquema de la replicacién viral tanto ciclo litico y lisogénico (Sanchez, 2016).

e Adsorcion

La adsorcién en bacteriéfagos es el paso inicial fundamental en la infeccién de

una bacteria. Este proceso involucra la union especifica del bacteriéfago a la

superficie de la célula bacteriana (Blanco, 2022) . La interaccion entre el fago y la
bacteria comienza con el reconocimiento de la célula huésped, en el cual el
bacteriéfago, a través de proteinas especializadas presentes en su capside (por
lo general en la estructura de la cola), se une a receptores especificos en la

superficie de la bacteria. Estos receptores pueden ser proteinas, lipidos o

componentes de los polisacéaridos en la pared celular o la membrana externa (

Dominick, 2017).

Los receptores son estructuras en la superficie de la bacteria a las que el fago se

une, como lo siguiente (Primrose, 1976):

v Polisacaridos: Algunas bacterias tienen polisacaridos en su superficie, como
los lipopolisacaridos (LPS) en las bacterias gramnegativas, que sirven como
puntos de anclaje para los fagos.

v Teicoicos o acido lipoteicoico: En bacterias grampositivas, estos componentes

presentes en la pared celular pueden actuar como receptores.
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El reconocimiento de estos receptores es muy especifico, un fago solo puede
reconocer bacterias con los receptores adecuados. Esta es la razén por la que
ciertos fagos solo infectan ciertos tipos de bacterias (Flores, 2017).La adherencia
a la bacteria ocurre cuando las fibras de la cola del bacteriéfago (en fagos con
cola, como el T4) se conectan con los receptores de la célula bacteriana, lo que
da lugar a una union irreversible que fija al fago a la bacteria en los bacteriéfagos
T4 , el anclaje inicial de este fago a los receptores de la superficie de la bacteria
se hace mediante los extremos distales de las fibras largas de la cola, estas se
adhieren dejando espacio distancia del centro de la particula fagica, luego este
ultimo es atraido por la superficie celular. Existen otros tipos de adsorcion los
cuales son mediante los pelos sexuales donde las bacterias que albergan el factor
sexual F o factores de resistencia a las drogas producen pelos, los fagos con ADN
filamentoso 0 monocatenario se absorben a los extremos de los pelos y los fagos
esféricos con ARN se absorben lateralmente y a lo largo del pelo (Primrose, 1976).
Las particulas del fago pueden unirse de forma reversible cuando el bacteriéfago
se enlaza temporalmente al receptor de la bacteria. En esta etapa, la union puede
romperse si las condiciones no son propicias, como un pH inadecuado o la
insuficiencia de receptores. La fase irreversible ocurre cuando las condiciones son
Optimas y el fago se adhiere firmemente a su receptor, formando una union
definitiva que marca el inicio del proceso infeccioso, el cual ya no puede ser
detenido(Primrose, 1976).

Figura 2

Receptores de bacteriéfagos que infectan a Escherichia coli

 Chi | - M13 T4
Flagelo Proteina
T1 transporta- §
Pelo \ dora de eX174

2 hiarro I

MS2
\

|
J i \/
Membraﬁa externa Peptidoglicano Membrana citoplasmatica

Nota: En la figura se observa los diferentes receptores y tipos de bacteriéfagos que infectan a la bacteria
Escherichia coli (Madigan y Martinko ,2009).
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e Penetracion

Una vez que el virus esta adherido, se produce la inyeccién del material genético
viral en la célula huésped. El proceso varia dependiendo del tipo de virus En
bacteriéfagos con cola contractil (como el fago T4) Tras la union irreversible, la
cola del fago se contrae, inyectando su ADN directamente a través de la
membrana celular bacteriana y la pared celular. Esto ocurre debido a un
mecanismo similar a una "“jeringa molecular”", donde la energia almacenada en la
estructura del fago permite la inyeccién del genoma viral en el citoplasma de la
bacteria (Madigan & Martinko, 2009). Durante este proceso, la capside permanece
en el exterior de la célula, mientras que solo el ADN o ARN del fago entra en la
bacteria. En otros fagos o virus sin cola: que carecen de cola contractil, o en virus
animales, el material genético puede ser introducido mediante otros mecanismos.
En algunos casos, el virus puede inducir la formacién de poros en la membrana
de la célula huésped para facilitar la entrada del material genético(Espejo T,
1980b). En otros casos, el virus puede ser engullido por la célula mediante
endocitosis, o la membrana del virus puede fusionarse directamente con la
membrana celular, liberando el contenido viral en el interior de la célula(Hall &
Ramirez, 2021).

e Desnudamiento

En este caso, dado que el ADN del fago se inyecta directamente, el proceso de
desnudamiento es mas simple. EI ADN del fago se libera en el citoplasma
bacteriano y se prepara para la replicacion (Seafiez , 2001).

e Replicacion del ADN viral

El ADN del fago T4 es de doble cadena y se replica utilizando la maquinaria de
replicacion de E. coli. EI ADN viral se copia en multiples copias mediante la ADN
polimerasa de la bacteria(Madigan & Martinko, 2009). El fago también puede
producir enzimas que inhiben la sintesis del ADN bacteriano, dirigiendo asi todos
los recursos de la célula hacia la produccion de nuevos fagos ( Rosero y Guerrero,
2023).

e Sintesis de proteinas virales

Transcripcion y traduccién: ElI ADN viral se transcribe en ARN mensajero (ARNm)
utilizando la ARN polimerasa de la bacteria. Este ARNm se traduce en proteinas
virales en los ribosomas bacterianos(Hall y Ramirez, 2021). Las proteinas
producidas incluyen componentes estructurales del fago, como las proteinas de la

capside, las proteinas de la cola y enzimas necesarias para la replicacion y
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liberacion del fago. Estas proteinas se ensamblan con el ADN replicado para

formar nuevos viriones ( Busbano y Guerrero, 2023).

¢ Ensamblaje

Las nuevas particulas virales se ensamblan a partir del ADN replicado y las

proteinas sintetizadas. Este proceso implica la formacién de nuevos viriones en el

interior de la célula bacteriana, donde las capsides se ensamblan alrededor de las
copias del ADN viral (Madigan y Martinko, 2009). Este proceso incluye la

incorporacién del ADN viral dentro de nuevas capsides (Primrose, 1976).

e Liberacion

Finalmente, el bacteriéfago induce la lisis de la célula bacteriana. Esto se lleva a

cabo mediante la produccion de enzimas que destruyen la pared celular de E. coli,

lo que provoca que la célula se rompa y libere cientos de nuevas particulas virales

(viriones) al medio(Dominick, 2017). Estos viriones pueden infectar otras células

bacterianas, repitiendo el ciclo ( Punil, 2017).

2.3.3. Importancia ecoldgicay sanitaria de los bacteri6fagos

Los bacteriéfagos tienen una importancia ecolégica y sanitaria significativa en los

ecosistemas acuaticos y en la salud publica. se detallan algunos aspectos:

a. Importancia ecolégica

1. Regulacién de poblaciones bacterianas: Los bacteriéfagos son agentes de
control natural de las poblaciones bacterianas. Al infectar y lisar bacterias,
ayudan a mantener el equilibrio en las comunidades microbianas, lo que es
crucial para la salud del ecosistema acuatico , reduciendo asi hasta un 40% de
bacterias en rios y océanos (Wommack , 1996).

2. Ciclos de nutrientes: La lisis de bacterias por bacteriéfagos libera nutrientes en
el medio acudtico, lo que puede ser utilizado por otros organismos. Esto
contribuye a la productividad del ecosistema y al reciclaje de materia organica
(Mojica y Brussaard, 2014).

3. Diversidad microbiana: Los bacteriéfagos pueden influir en la diversidad de las
comunidades bacterianas al favorecer a ciertas especies sobre otras, lo que
puede tener efectos en la estructura y funcién del ecosistema (Sinton, 1999).

b. Importancia sanitaria

1. Indicadores de contaminacion: Los bacteri6fagos, especialmente los colifagos,
son utilizados como indicadores de contaminacién fecal en el agua. Su
presencia puede correlacionarse con la de patdégenos, lo que los convierte en
herramientas Utiles para evaluar la calidad del agua y los riesgos para la salud
publica (Mojica & Brussaard, 2014).
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2. Riesgo de enfermedades: Se ha demostrado que los bacteriéfagos son mejores
predictores de tasas de enfermedad entre los usuarios de aguas contaminadas
gue las bacterias. Esto sugiere que su monitoreo puede ser mas efectivo para
evaluar riesgos para la salud publica (Mojica y Brussaard, 2014; L. Punil, 2017).

3. Terapia fagica: En el ambito de la salud, los bacteri6fagos estan siendo
investigados como una alternativa a los antibidticos para tratar infecciones
bacterianas, especialmente en casos de resistencia a los antibidticos. Esto
representa una prometedora area de investigacién en la medicina (Vanegas,
2015).

2.3.4. Deteccion y recuento de virus: el ensayo de calvas

Para la deteccion de virus es necesario contar con un cultivo puro de bacterias

hospedadoras crecidas en medios de cultivo liquido o teniendo como césped

sobre la superficie de las placas de agar donde se inoculara la suspension virica.

La suspensioén virica se cuantifica detectando la cantidad de viriones infecciosos

por volumen de fluido, siendo denominada titulo o concentraciéon (Madigan y

Martinko, 2009).Esto se realiza mediante un ensayo de calvas, cuando se da la

infeccién del virus a la bacteria estas se lisan y forman una calva, realizando el

recuento de las calvas se calcula la concentracion o titulo de la muestra siendo
expresado como Unidades Formadoras de Placas (UFP) por mililitro (Seafiez,

2001). La eficiencia de la siembra es importante en la cuantificacion de los virus

porque el numero de UFP es menor a la cantidad de particulas viricas observadas

en un microscopio electronico esto se debe a la eficiencia de los virus al infectar a

la bacteria. El tamafio de las calvas varia segun el tipo de bacteriéfago por ejemplo

en el T4 las calvas miden de 1 a 2 mm.(Espejo , 1980).

La accion principal de los fagos es la lisis de la bacteria es decir la disolucién de

la bacteria que da lugar a la liberacion de las particulas fagicas. El cultivo

bacteriano sensible se lisa por completo a medida que el fago se libera infecta
mas y mas células(Primrose, 1976). La lisis incompleta se da por las siguientes

razones (Paz y Mifio, 2003):

a. Limitacién de nutrientes hace que la bacteria ya no este metabdlicamente
activa.

b. La bacteria presenta resistencia al fago ya sea por mutaciones genéticas o
ausencia de receptores fagicos.

c. Establecimiento de la lisogenia que impide la lisis bacteriana ya que estos son

inmunes a la lisis, si se reinfectan con el mismo fago.
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Cuando se inoculan bacterias y bacteriéfagos en una placa de agar nutritivo, se
pueden observar areas localizadas de lisis, conocidas como calvas. El crecimiento
de estas calvas se detiene cuando las bacterias dejan de metabolizar, ya sea por
la falta de nutrientes o por la acumulacion de productos inhibitorios. A medida que
se incrementa la concentracion de agar, la difusion del fago se vuelve mas lenta,
lo que reduce el tamafio de las calvas (Primrose, 1976) . La forma de estas areas
de lisis es especifica de cada fago y puede indicar si la lisis fue completa o
incompleta, observandose calvas claras o turbias. Ademas, pueden formarse
halos debido a las enzimas que degradan las capsulas (Hall & Ramirez, 2021).
2.3.5. Factores ambientales y su influencia en los bacteriéfagos

Si bien los factores ambientales afectan a los bacteriéfagos también los efectos
producidos por agentes fisicos y quimicos afectan a la capacidad infecciosa, esto
se da por alteraciones del acido nucleico que impide la capacidad de producir
nueva progenie o dafios en las proteinas que impide la adsorcion (Espejo, 1980).
Los detergentes, ya sean acidos o alcalinos rompen los enlaces entre moléculas,
como la urea y la guanidina, estas pueden desactivar los fagos al desarmar su
estructura. Por eso se usan también para estudiar como estan organizados los
virus. En general, los bacteriéfagos son resistentes a los detergentes y no se ven
afectados por las concentraciones que normalmente romperian la membrana de
las bacterias(Martin, 2017). Los detergentes iénicos, como el laurilsulfato de sodio,
0 sustancias que rompen enlaces entre moléculas, no logran desintegrar
completamente las proteinas del virus. Para separar todas las proteinas del virus
en unidades individuales, se necesitan tratamientos mas intensos, como usar
detergentes y altas temperaturas al mismo tiempo, lo cual es uno de los métodos
mas efectivos (Primrose, 1976).

Los bacteriéfagos en el agua son afectados por varios factores ambientales. La
densidad de bacterias hospedadoras y de los propios fagos, la asociacion de fagos
y bacterias con solidos, la presencia de materia organica, la luz ultravioleta y
visible, la temperatura, el pH, la concentracion y tipo de iones, y las actividades
metabdlicas de microorganismos distintos a las bacterias hospedadoras son
factores que influyen en el comportamiento y supervivencia de los fagos en
ambientes acuaticos (Grabow, 2001). Ademas, se ha encontrado que la
temperatura es un factor que correlaciona con la supervivencia de virus en aguas

subterraneas. En ambientes marinos, factores como el entorno idnico, la presion
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hidrostatica y las condiciones anaerébicas también influyen en la supervivencia de

los fagos (Garcia , 2018).

Los factores ambientales que afectan a los bacteri6fagos son los siguientes:

a. Radiacion solar

La exposicién a la radiacion ultravioleta puede dafiar el material genético de los

bacteriéfagos, lo que resulta en su inactivacion.La radiacion solar, especialmente

la radiacion UV-B, afecta fisiologicamente a los bacteriéfagos de varias maneras:

1. Degradacion del ADN: La radiacion UV-B puede causar dafios en el ADN de
los bacteriéfagos, incluyendo la formacién de enlaces cruzados entre proteinas
y ADN, lo que puede resultar en la pérdida de la capacidad de replicarse y de
infectar a sus hospedadores (Wommack y Calwell, 1997).

2. Pérdida de infectividad: La exposicién a la luz solar provoca una disminucion
en la infectividad de los bacteriéfagos. Se ha observado que hasta el 58% de
la inactivacion de ciertos colifagos se atribuye a la radiaciéon UV-B, lo que indica
gue esta longitud de onda es particularmente dafiina para los viriones (Sinton ,
1999 ;Wommack y Colwell, 2000).

3. Efectos en la estructura del virus: La radiacién solar puede afectar la integridad
estructural de las capsides virales, lo que puede comprometer su capacidad
para unirse a las células hospedadoras y, por lo tanto, su capacidad para
infectar (Wommack , 1996; Mojica y Brussaard, 2014)

4. Interacciones con el medio ambiente: La radiacion solar también puede influir
en la dinamica de los ecosistemas acuaticos al alterar las interacciones entre
los bacteriéfagos y sus hospedadores, lo que puede tener efectos en la
mortalidad bacteriana y en la produccién viral en el medio (Mojica y Brussaard,
2014).

b. pH

El pH es un factor ambiental que influye en la adsorcién y la supervivencia de los

bacteridfagos en ambientes acuaticos(Flores Dominick, 2017). Se menciona que

el pH puede variar considerablemente en sistemas de agua dulce, como los rios,
lo cual afecta las interacciones electrostaticas entre los fagos y sus bacterias
hospedadoras. En aguas ligeramente alcalinas, por ejemplo, los fagos pueden
mantener su capacidad de adsorcion, aunque los cambios mas extremos en el
pH podrian disminuir su eficacia ( Wommack y Calwell, 1997)
c. Temperatura

La temperatura afecta fisiol6égicamente a los bacteriéfagos de varias maneras:
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¢ Regulacion del crecimiento microbiano: La temperatura es un factor clave que
regula el crecimiento de los microorganismos, lo que a su vez influye en la
produccién viral. Un aumento en la temperatura puede acelerar la tasa de
crecimiento de las bacterias hospedadoras, lo que puede llevar a un aumento
en la produccién de bacteriéfagos (Mojica & Brussaard, 2014).

e Efectos en la lisis viral: Las temperaturas subéptimas pueden retrasar el inicio
de la lisis viral. Por ejemplo, se ha observado que la lisis de ciertos
hospedadores se retrasa de dos a tres veces bajo condiciones de temperatura
subdptimas, lo que afecta la dindmica de la infeccién viral (Mojica & Brussaard,
2014)

¢ Interacciones virus hospedador: La estabilidad de los bacteri6fagos puede
variar con la temperatura. Aunque los virus marinos suelen ser mas estables a
temperaturas mas altas que sus hospedadores, esto no garantiza que las
interacciones virus hospedador sean igualmente efectivas en todo el rango de
temperaturas (Sinton et al., 1999)

e Produccién viral: Algunos estudios han mostrado que la produccion de ciertos
fagos puede ser mas eficiente a temperaturas mas bajas, lo que sugiere que la
temperatura puede influir en la estrategia de vida de los bacteriéfagos y en su
capacidad para proliferar en diferentes condiciones ambientales (Mojica &
Brussaard, 2014).

d. Presencia de materia organica

La materia organica en el agua puede proteger a los bacteriéfagos de la

inactivacion, pero también puede interferir con su capacidad para infectar a las

bacterias. La presencia de materia organica puede inhibir la adsorcion de
bacteri6fagos a las bacterias(Mojica y Brussaard, 2014), ya que las moléculas
organicas pueden competir por los sitios de unién en la superficie de las células
bacterianas. Esto puede reducir la eficacia de los bacteri6fagos en infectar a sus

hospedadores (Sinton, 1999).

e. Salinidad

La concentracién de sales en el medio acuatico puede afectar la estabilidad de los

bacteriéfagos, ya que influye en la interaccion entre el virus y su hospedador( Diaz,

2017).

2.3.6. Bacterias indicadoras de contaminacién en aguas de rios

Los cuerpos de agua son susceptibles a la contaminacién por diversas causas y

fuentes (Paz y Mifio , 2003;Guzman Quintero y Palacios Vélez, 2007;Cusiche
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Pérez y Miranda Zambrano, 2019) entre las cuales se encuentra la contaminacion
fecal, que ocurre cuando ingresa material del tracto intestinal de animales
homeotermos. Este material puede ser facilmente arrastrado corriente abajo, lo
que representa un riesgo para la salud y puede hacer que el agua sea insalubre
para ciertos usos, dependiendo de la actividad que se realice( Pulido, 2005;Rios-
Tobon et al., 2017;Lujan, 2019).Entre estos microorganismos, las bacterias son el
grupo que tiene mayor prevalencia y son responsables del mayor porcentaje de
casos de diarreas infecciosas (Busbano y Guerrero , 2023).Ademas, su presencia
en cuerpos de agua es un indicador de contaminacion fecal reciente, ya que no
sobreviven mucho tiempo en el ambiente exterior .Estas propiedades las hacen
fundamentales en las medidas sanitarias para controlar agentes infecciosos
durante el tratamiento de agua destinada al consumo humano.

Una de las metodologias més utilizadas a nivel mundial para evaluar el grado de
contaminacion fecal en ecosistemas acuaticos es la deteccion de bacterias
coliformes y Escherichia coli como bioindicadores. Dentro del grupo de bacterias
coliformes se incluyen los géneros Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Edwardsiella, Citrobacter y Escherichia, los cuales son bacterias intestinales.
Todas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son Gram negativas,
anaerobias facultativas y no forman esporas. Por otro lado, los colifagos somaticos
son un grupo heterogéneo de bacteriéfagos capaces de infectar Escherichia coli
al unirse a receptores en su membrana externa, atravesando la pared celular.
Estos son los bioindicadores mas abundantes en la mayoria de las muestras
ambientales Rubalcaba, 2007)

a. Coliformes totales

Los coliformes totales estan presentes en el medio ambiente y en los intestinos de
los animales homeotermos, por lo que no son necesariamente utilizados como un
indicador de contaminacion fecal (Larrea-Murrell et al., 2012). Sin embargo, dentro
del grupo de los Coliformes Totales (CT) estan los Coliformes termotolerantes o
fecales (CF), llamados asi por tener actividad metabdlica en temperaturas de entre
44,5°C - 45,5°C (en un medio de lactosa) y porque la mayor parte de las especies
del grupo son comensales del tracto intestinal de los animales mencionados por
lo que son mejores indicadores de la presencia de bacterias y otros
microorganismos patégenos (Montoya Vargas, 2019; Perdomo & Casanova,
2001).La especie més representativa del grupo de colfiormes fecales y utilizada
como indicador microbiolégico de contaminacion es Escherichia coli (Larrea-
Murrell et al., 2012).
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b. Escherichia coli

Es una enterobacteria, bacilo gran negativa que habita en los intestinos de los

animales homeotermos y es el mas abundante de la microbiota intestinal (Larrea-

Murrell et al., 2012 ; Gyles & Fairbrother, 2010).Es un comensal permanente de

los mamiferos y aves, puede considerarse como beneficioso para el hospedador

y en algunos casos responsable de enfermedades a causa de algunas cepas

patégenas cuyas formas de infeccién son diferentes ( Allocati et al., 2013).

2.3.7. Escherichia coli ATCC 13076

Escherichia coli ATCC 13076 es una cepa estandar ampliamente estudiada, cuyas

caracteristicas bioldgicas, genéticas vy fisioldégicas estan bien documentadas. Su

susceptibilidad a diversos bacteriéfagos la convierte en una herramienta ideal para
analizar la interaccién entre fagos y bacterias(Garcia y Porras, 2018). La eleccién
de Escherichia coli ATCC 13076 como receptor en el estudio de bacteriéfagos

esta justificada por las siguientes razones(Grabow, 2004):

o Esta cepa es susceptible a colifagos somaticos y de ARN, que son indicadores
clave de contaminacion fecal. Su sensibilidad permite una cuantificacion
precisa y eficiente de bacteri6fagos en muestras ambientales.

e Esunaceparecomendada por normativas como la ISO 10705 para la deteccion
y andlisis de colifagos en agua, lo que asegura la validez y comparabilidad de
los resultados a nivel global.

e Crece de manera rapida y consistente en medios comunes, formando colonias
uniformes, lo que simplifica los procedimientos experimentales y reduce el
margen de error. Como parte del microbiota intestinal, E. coli es representativa
de la contaminacién fecal, lo que la convierte en un modelo adecuado para
evaluar la calidad del agua en contextos ambientales y sanitarios.

e Los fagos que atacan a E. coli, como los colifagos somaticos y los especificos
de F, son importantes bioindicadores de contaminacion fecal en el agua, y E.
coli ATCC 13076 se usa como hospedador estandar en su deteccién debido a
su fiabilidad y su capacidad para interactuar con diferentes fagos.

e Facil de cultivar y manipular en el laboratorio, lo que facilita la realizaciéon de
ensayos con bacteriofagos de manera rapida y eficiente.

2.3.8. Factores que afectan la calidad de agua en rios

La calidad del agua en los rios se ve afectada por una variedad de fuentes de

contaminacién. Las fuentes puntuales incluyen los efluentes de las estaciones

depuradoras de aguas residuales municipales e industriales. Por otro lado, las
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fuentes difusas tienen una distribucion espacial amplia y su magnitud esta
fuertemente relacionada con factores meteorolégicos. Estas fuentes difusas
incluyen la escorrentia superficial producida por precipitaciones, las aguas
subterréneas, la erosién que introduce sedimentos en el curso del rio, y la
escorrentia procedente de zonas urbanas que arrastra contaminacion del
pavimento, de la corrosion de materiales de construccion o del desbordamiento

por sobrecarga de los sistemas de alcantarillado unitarios(Martin Diaz, 2017).

2.4. Marco legal y normativo

e Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Agua y establecen Disposiciones
Complementarias DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM.

e Decreto Supremo N° 031-2010-SA: Aprueba el Reglamento de la Calidad del
Agua para Consumo Humano.

o Ley de Recursos Hidricos Ley N° 29338: Define al agua como un recurso
natural renovable, indispensable para la vida y estratégico para el desarrollo
sostenible.

e Ley General del Ambiente: Establece principios y normas basicas para
garantizar el derecho a un ambiente saludable.

e Ley de Organizaciones de Usuarios N° 30175Regula la gestién y la

institucionalidad de las organizaciones de usuarios.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Zona de estudio, ubicacion politica y geografica area de estudio
Ubicacion politica y geogréafica de los puntos de muestreo en la microcuenca
Alameda y Huatatas.

Tabla 1

Ubicacion politica y geogréfica de los rios Alameda y Huatatas

Departamento de

Ayacucho Punto Este X (E) Norte Y (S)
ALA-01 582739 8541740

Alameda ALA -02 584668 8544796
ALA -03 586262 8547494
HUA-01 582366 8536086

Huatatas HUA-02 587800 8546166
HUA-03 588105 8547427
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Figura 3

Mapa de ubicacién de los puntos de muestreo de los rios Alameda y Huatatas
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3.2. Poblacién

Agua del rio Alameda y Huatatas.

3.3. Muestra

Muestras de agua recolectadas de los rios Alameda y Huatatas.

3.4. Sistema de muestreo

Se seleccionaron 3 diferentes puntos de muestreo en los rios Alameda y
Huatatas.Para cumplir con los objetivos planteados, se realizé la recoleccion de
muestras de agua en los rios Alameda y Huatatas. La toma de muestras se efectu6
cada 10 dias, en los horarios de 7:00 a.m. y 12:00 p.m., con un total de 12 fechas
de muestreo en los meses de setiembre y noviembre siendo un total de 144

muestras recolectadas y procesadas.
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3.5. Metodologiay recolecciéon de datos

3.5.1. Procedimiento pre analitico

a) Obtencidon de inéculo de Escherichia coli ATCC 13706

La cepa utilizada fue ATCC 13706 fue proporcionada por el laboratorio de
Virologia de la UNSCH. Esta cepa se sembré en caldo nutritivo e incub6 a 37°C
durante 24 horas hasta obtener una concentracién de 1x10° bacterias/mL (se
utilizé como referencia la escala de McFarland de 0.5).

b) Recoleccion de muestras de agua de rio

Se seleccionaron tres puntos de muestreo en los rios Alameda y Huatatas,
considerando criterios de accesibilidad y representatividad de las condiciones del
cuerpo de agua. La determinacién de colifagos presentes en el agua se realizo
siguiendo las recomendaciones de los Métodos Normalizados para el Analisis de
Aguas Potables y Residuales (Gastafiaga Ruiz, 2007). Estas recomendaciones
establecen que, al realizar la toma de muestras en rios, se deben evitar areas con
turbulencia excesiva y tener en cuenta factores como la profundidad, la velocidad
de la corriente y la distancia entre las orillas.

Las muestras se recolectaron a una profundidad de 20 a 30 cm utilizando frascos
estériles de vidrio o plastico. Los frascos se etiquetaron adecuadamente con
informacién detallada que incluy6 el nUmero de muestra, descripcion del punto de
muestreo, fecha y hora de recoleccion. Para asegurar la calidad de las muestras,
estas fueron transportadas en cajas térmicas con acumuladores de frio para
mantener una temperatura de aproximadamente 4°C. Este proceso evitd
alteraciones microbiol6gicas antes del analisis en laboratorio.

3.5.2. Procedimiento analitico

a) Cuantificaciéon de colifagos

Las muestras de agua de los rios fueron filtradas mediante un filtro de membrana
de 0.22 um utilizando una bomba de vacio. El filtrado se almacend en viales
estériles con un volumen de 1 mL por vial. En un tubo de ensayo, se afiadieron
1.0 mL de la cepa de Escherichia coli ATCC 13706 y 0.1 mL del filtrado de agua
luego se agregd agar nutritivo a una temperatura de 45°C a 50°C.La mezcla se
agitd, se vertié en placas y se dej6é enfriar hasta que el agar se solidificd. Luego
las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas.

b) Caracterizacion fisicoguimica del agua

Se midieron los pardmetros ambientales en cada punto de muestreo para evaluar

su influencia en la cantidad de colifagos:
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Radiacion solar: Los valores de radiacion solar (Wh/m?) se registraron a partir
de la pagina web TuTiempo.net. Los datos fueron recopilados para la ubicacion
correspondiente a cada punto de muestreo en las fechas en que se realiz6 el
estudio.

Cloro: El cloro residual fue determinado mediante un kit colorimétrico. Se
recolectdé una muestra de agua de rio en un tubo de prueba transparente con
capacidad de 4mL, preferentemente a una profundidad de 40 cm bajo la
superficie. Posteriormente, se afiadieron 4 gotas de solucion OTO (ortotolidina),
se colocé la tapa del tubo y se agité suavemente para mezclar. La lectura se
realizé comparando el color obtenido con la escala de valores proporcionada
por el Kit.

Temperatura del agua: la temperatura del agua se midi6 in situ utilizando un
termdémetro de mercurio.

pH: El pH fue determinado mediante un kit colorimétrico. La muestra de agua
fue recolectada a una profundidad aproximada de 40 cm. En un tubo de prueba
transparente capacidad de 4ml, se introdujo la muestra y se agregaron 4 gotas
de fenol rojo. Luego, se coloco la tapa y se agité para homogenizar la mezcla.
Finalmente, el color resultante se compar6é con la escala de colores del kit para
determinar el valor del pH.

3.5.3. Procedimiento post analitico

Después de la incubacién, se procedié a contar las calvas (placas donde hubo

inhibicién del crecimiento bacteriano debido a la presencia de colifagos).

La relacion de efecto de pH, cloro, temperatura y radiacion solar se hizo mediante

la prueba estadistica de correlacién de Pearson para determinar la relacion entre

la cantidad de colifagos y los factores ambientales medidos.
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IV. RESULTADOS
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4.1. Resultados del rio Huatatas

Figura 4

Efecto de la radiacion solar (W/m? sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio
Huatatas durante. Toma de Muestras en la ManfAana (r=correlacion de Pearson).
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Interpretacion de la figura 4. En Rad 1M y Rad 2M (indican la radiacion de primer
y segundo punto respectivamente tomada la muestra en horas de la mafiana),
sugieren que las concentraciones de colifagos son bajas, permaneciendo
practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacién solar. Por otro
lado, en Rad 3M que es el punto 3 de toma de muestra se observa una mayor
concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 600 UFP/mL), con una ligera
disminuciéon conforme aumenta la radiacion solar. La tendencia parece
estabilizarse entre los 400 y 450 W/m?, alcanzando valores cercanos a 500
UFP/mL. La correlacion inversa en el punto 3 donde r es -0.329 sugiere que el
aumento de la radiacion solar tiene un efecto leve en la reduccién de la
concentracion de colifagos en el agua. Sin embargo, la magnitud de esta relacion
es débil, lo que indica que otros factores ambientales o caracteristicas del agua

podrian estar modulando la respuesta de los colifagos a la radiacion.
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Figura 5
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio

Huatatas. Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 5. En Rad 1T y Rad 2T, los cuales son los dos primeros
puntos de muestreo en el rio Huatatas sugieren que las concentraciones de
colifagos son bajas, permaneciendo practicamente constantes, incluso con
variaciones en la radiacion solar. Por otro lado, en Rad 3T que es el punto 3 de
toma de muestra se observa una mayor concentracion inicial de colifagos
(aproximadamente 500 UFP/mL), con una ligera disminucién conforme aumenta
la radiacion solar. La tendencia parece estabilizarse entre los 740 y 790 W/m2,
alcanzando valores cercanos a 400 UFP/mL. La correlacién inversa en el punto 3
siendo r igual a -0.591 es moderada sugiere que el aumento de la radiacion solar

esta asociado con una disminucion significativa en la concentracion de colifagos.
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Figura 6
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio

Huatatas. Toma de Muestras en la mafiana (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 6. En TEM 1M y TEM 2M, los cuales son los dos
primeros puntos de muestreo en el rio Huatatas donde la hora de toma es en la
mafana, sugieren que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la
temperatura. Por otro lado, en TEM 3M que es el punto 3 de toma de muestra se
observa una mayor concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 400
UFP/mL), con un incremento conforme aumenta la temperatura. La tendencia
parece estabilizarse entre los 20°C alcanzando valores cercanos a 600 UFP/mL.
La correlacion positiva donde r es igual a 0.376 es débil lo cual sugiere que el
aumento de la temperatura esta asociado con un ligero incremento en la

concentracion de colifagos.
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Figura 7
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Huatatas

durante Toma de Muestras en la Tarde (r=correlacién de Pearson).
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Interpretacién de lafigura7. En TEM 1Ty TEM 2T, los cuales son los dos primeros
puntos de muestreo en el rio Huatatas sugieren que las concentraciones de
colifagos son bajas, permaneciendo practicamente constantes, incluso con
variaciones en la temperatura. Por otro lado, en TEM 3T que es el punto 3 de toma
de muestra se observa una mayor concentracién inicial de colifagos
(aproximadamente 500 UFP/mL), con un incremento conforme aumenta la
temperatura, la correlacion es de 0.384 es débil lo cual sugiere que el aumento de
la temperatura esta asociado con un ligero incremento en la concentracion de

colifagos.
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Figura 8
Efecto del pH sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio Huatatas. Toma de

Muestras en la Marfiana y tarde (r=Correlacién de Pearson).
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Interpretacién de la figura 8. En los tres puntos de muestreo se observa que los
valores de pH se encuentran en un rango de 7.5, 7.8 y 8.2, en la figura indica que
a medida que el pH aumenta ligeramente se da un leve incremento en la

concentracion de colifagos esto es mas evidente en el rango de pH de 8.2.
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4.2, Resultados del rio Alameda

Figura 9
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio

Alameda. Toma de Muestras en la manana. (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 9. En Rad 1M, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. Por otro lado, en Rad 2M que es el punto 2 de toma de muestra se observa
una mayor concentracion inicial de colifagos (aproximadamente 400 UFC/mL) con
una ligera disminucion conforme aumenta la radiacién solar. La tendencia parece
estabilizarse entre los 400 y 450 W/m?, alcanzando valores cercanos a 400
UFC/mL. La correlacion negativa en el punto 2 es de r = -0.391 sugiere que el
aumento de la radiacion solar tiene un efecto leve en la reduccion de la
concentracion de colifagos en el agua. Sin embargo, la magnitud de esta relacion
es débil, lo que indica que probablemente este atenuado por factores locales como
sombra parcial y mayor turbidez podrian estar modulando la respuesta de los
colifagos a la radiacion. La radiacion solar tiene un efecto moderado sobre la
reduccién de colifagos. En el punto 3 donde r = -0.718 la radiacién solar tiene un
efecto fuerte, disminuyendo significativamente la concentracion de colifagos
debido a una mayor exposicién directa y condiciones ambientales favorables para

la penetracién de la radiacién solar.
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Figura 10
Efecto de la radiacion solar (W/m2) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio
Alameda durante. Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacion de Pearson).
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Interpretacién de la figura 10. En Rad 1T, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. En el Rad 2T tiene la correlacion inversa es moderado donde (r = -0.547)
sugiere un patron esperado de disminucion de colifagos con mayor exposicion
solar, reflejando un impacto directo de la radiacién. En el punto 3, la correlacion
inversa (r =- 0.845) la radiacion solar tiene un efecto fuerte, disminuyendo

significativamente la concentracion de colifagos.
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Figura 11
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Alameda
durante. Toma de Muestras en la mafiana (r=Correlacioén de Pearson).

1400
r=-0.264

1200
1000
800
600

r=-0.544
400

Cantidad de fagos (UFP/mL)

200

0

0 5 10 15 20 25
Temperatura °C

—@—Tem 1M —Tem2 M Tem 3M

Interpretacién de la figura 11. En Tem 1M, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. Punto Tem 2M la correlacion negativa moderada (r = -0.544) indica que la
temperatura tiene un impacto relevante en la reduccion de los colifagos, lo que
podria atribuirse a una mayor exposicién a condiciones ambientales como el calor
y la radiacién solar. Punto Tem 3M en este punto, la correlacion negativa débil (r
= -0.264) sugiere que la temperatura no es el principal factor que influye en la
concentracion de colifagos, probablemente debido a condiciones locales que
contrarrestan el efecto térmico.
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Figura 12
Efecto de la temperatura (°C) sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el rio Alameda

durante Toma de Muestras en la tarde (r=Correlacién de Pearson).
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Interpretacién de la figura 12. En Tem 1T, siendo el primer punto de muestreo en
el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos son bajas,
permaneciendo practicamente constantes, incluso con variaciones en la radiacion
solar. En el Punto Tem 2 T donde la fuerte correlacion positiva (r = 0.818) refleja
que la temperatura tiene un impacto significativo en la concentracion de colifagos
en este punto dando un incremento en la cantidad de colifagos en los rangos de
19 a 22°C, posiblemente debido a aportes externos, mayor actividad metabdlica
bacteriana o caracteristicas locales del agua que favorecen su persistencia. En el
punto Tem 3T la correlacion positiva débil (r = 0.380) indica que la temperatura
influye en la concentracion de colifagos, pero de manera mas limitada en
comparacion con el punto Tem 2 T. Esto sugiere que otros factores locales tienen

un papel mas relevante en este sitio.
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Figura 13
Efecto del pH sobre la Concentraciéon de Fagos (UFP/mL) en el rio Alameda durante. Toma

de Muestras en la manana.
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Interpretacién de la figura 13. En pH 1M, pH 2M y pH 3M siendo los tres puntos
de muestreo en el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos varia
pero los valores de pH son constantes. En la grafica observamos con todos los
datos obtenidos de pH y cantidad de fagos en los puntos de muestreo sugiere que

en pH de 8.2 se da mayor cantidad de colifagos.
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Figura 14
Efecto del pH sobre la concentracion de fagos (UFP/mL) en el Rio Alameda durante. Toma

de Muestras en la tarde.
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Interpretacién de la figura 14. En pH 1T, pH 3T siendo los dos puntos de muestreo
en el rio Alameda sugiere que las concentraciones de colifagos varia pero los
valores de pH son constantes. Al realizar la correlacién de Pearson del punto pH
2T se encontré una correlacion de 0.366 lo cual sugiere que es una correlacion
positiva débil sugiere que el pH la correlacion positiva moderada indica que el pH

influye en la concentracién de colifagos.
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V. DISCUSION

En nuestro estudio se implementd la metodologia de “capa simple” con la adiciéon
de un filtrado previo de la muestra. Este enfoque incrementa la sensibilidad y
minimiza las interferencias en muestras de agua con diversos niveles de
contaminacién. Asemejandose al trabajo de Gaviria y Gonzalez en 2012 donde
aislaron bacteri6fagos a partir de aguas residuales especificos para E. coli DH5a.
Este método también fue aplicado por Codillo en 2001 utilizando la cepa de
bacteria hospedera ATCC 13706, ya que su alta disponibilidad de receptores
contribuye a una mayor sensibilidad, especialmente en muestras de cultivos
frescos.

El comportamiento de los colifagos, al permanecer estables y detectables en
condiciones donde otros indicadores microbioldgicos podrian no estar presentes,
proporciona un criterio confiable para la evaluacién de la calidad microbiolégica
del agua. Estudios previos de Zevallos (1997) , Ratto(1989) y Stetler (1984) han
reportado observaciones similares, sefialando que los colifagos son resistentes a
ciertos tratamientos de desinfeccibn y permanecen en el agua a niveles
detectables incluso cuando otros indicadores han sido eliminados, trabajos
similares realizado por Paz y Mifio (2003) y Quiroz (2001) refuerza dichos
resultados. Esto les confiere una ventaja como indicadores de contaminacién fecal
y los convierte en herramientas Utiles para el monitoreo de aguas.

En nuestros resultados observamos que se da un incremento en la cantidad de
fagos a un rango de temperatura de 19 a 22 °C en la figura 7,8,12 y 13; el trabajo
de Espejo en 1980 demuestra que los bacteriéfagos son bastante resistentes a
la temperatura ambiente. Los bacteriéfagos empiezan a desactivarse cuando la
temperatura supera los 50 a 60 °C.

Los resultados de este estudio confirman que la radiacion solar es un factor

determinante en la inactivacién de colifagos, lo que respalda su uso como
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indicadores de contaminaciéon fecal en cuerpos de agua expuestos al sol. La
disminucion de colifagos se relaciona directamente con la exposicion a la
radiaciéon y el aumento de la temperatura del agua, en linea con investigaciones
previas que describen mecanismos de inactivacion directa e indirecta. La radiacion
UV B provoca dafios directos al material genético viral, mientras que el incremento
de la temperatura potencia este efecto, especialmente a temperaturas superiores
a los 30°C esto descrito por Nelson (2018).La susceptibilidad de los colifagos a la
radiacion coincide con estudios que sefialan que los virus de ARN de cadena
sencilla son més vulnerables al dafio por UV que otros virus mas resistentes, como
los de ADN de doble cadena. Esto indica que los colifagos no solo son utiles para
evaluar contaminacion fecal, sino que también son modelos adecuados para
estudiar la respuesta de los virus ambientales a la radiacion solar como indica
Hader (2014).

Los resultados de esta investigacion respaldan lo sefialado por Wommack (1996)
sobre el impacto diferencial de la radiacién solar en microorganismos acuaticos.
En nuestras observaciones, presentadas en las Figuras 5, 6, 10 y 11, se
demuestra que la concentracion de colifagos disminuye significativamente a
medida que aumenta la exposicion a la radiacién solar. Este patrén evidencia que
los colifagos, particularmente los somaticos, son sensibles a la radiacion UV-B, lo
que refuerza su utilidad como indicadores de contaminacién fecal en aguas
naturales. La comparacion con los coliformes fecales es especialmente relevante.
Segun Wommack (1996), los coliformes se inactivan mas rapidamente que los
bacteriéfagos. Este comportamiento sugiere que los colifagos pueden ofrecer una
visidbn mas conservadora de la calidad del agua, ya que persisten por mas tiempo
bajo exposicion solar, lo que los convierte en indicadores mas robustos en
escenarios de alta radiaciébn. Ademas, la variabilidad en la sensibilidad de los
distintos tipos de fagos a la radiacion solar subraya la importancia de seleccionar
adecuadamente los indicadores segun las condiciones del entorno.

La luz solar es un factor ambiental clave en la inactivacién de colifagos en el agua,
y este efecto puede emplearse para evaluar su uso como indicadores de
contaminacion fecal en rios ,Sinton en 1999 describe cémo la radiaciéon solar
degrada las estructuras de la capside de los bacteri6fagos, lo que provoca una
reduccién en su capacidad infectiva. Estos datos son especialmente relevantes
para el presente estudio, ya que demuestran como la radiaciéon solar afecta la

persistencia de los colifagos en ambientes fluviales. La degradacion de la capside
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deja el material genético de los colifagos expuesto y les hace perder su capacidad
de infeccién, reduciendo su viabilidad como indicadores de contaminacion. No
obstante, debido a que algunos colifagos resisten la radiacion solar mejor que las
bacterias, su deteccion en aguas de rio podria ser un marcador fiable de
contaminacién fecal bajo diferentes niveles de exposicion a la luz. Asi, el impacto
de la radiacion solar podria fortalecer su uso como indicadores duraderos en
condiciones ambientales variadas. Ademds, estos resultados ofrecen una
oportunidad para definir niveles de exposicion a la luz solar como un criterio de
inactivacion de colifagos, diferenciando entre el efecto de la radiacion directa y
otras variables, como las temperaturas estacionales o la turbidez del agua. Este
enfoque podria clarificar las circunstancias en las cuales los colifagos se
mantienen viables como indicadores, proporcionando informacién esencial para el
monitoreo de la calidad del agua y la gestién de recursos hidricos en rios que
enfrentan cambios de radiacién solar a lo largo del afio.

El pH juega un papel clave en la viabilidad de los bacteriéfagos utilizados como
indicadores de contaminacion fecal en rios. Segun este estudio, los rangos de pH
observados son de 7.5 a 8.2 no afectaron significativamente a los colifagos,
coincidiendo con Grabow (2001). Los resultados obtenidos en los rios Huatatas y
Alameda destacan que la mayor concentracion de colifagos se observé a pH 8.2,
lo que concuerda con estudios como los de Punil (2017) y Jamalludeen. (2007),
gue sefialan una mayor estabilidad y efectividad de los bacteri6fagos en
ambientes alcalinos. En estas condiciones, las interacciones electrostaticas entre
los fagos y las bacterias hospedadoras son mas favorables, promoviendo una
adsorcion eficiente y manteniendo su capacidad infecciosa. Ademas, estos
hallazgos refuerzan la importancia del pH alcalino para la funcionalidad éptima de
los colifagos en cuerpos de agua naturales. Esto concuerda con lo reportado por
Manohar (2018) y Hader (2014) sefialan que, aunque ciertos bacteri6fagos toleran
un rango amplio de pH, su viabilidad disminuye notablemente en condiciones
acidas (pH 5) y neutras (pH 7). Por tanto, el rango de pH observado en este estudio
representa condiciones ideales para la estabilidad y persistencia de los colifagos
en los rios estudiados. Una limitacion de este estudio es que se enfoc6 Unicamente
en un rango de pH moderado (7.5 a 8.2), lo que impide evaluar con mayor detalle
el comportamiento de los colifagos en condiciones de pH mas extremas, niveles
extremos pueden comprometer la integridad estructural de los bacteriofagos,

reduciendo su eficacia como indicadores de calidad del agua indicado por Sailema
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(2024). Se sugiere realizar investigaciones adicionales que incluyan un rango mas
amplio de pH. Estas investigaciones podrian proporcionar una comprensién mas
integral del comportamiento de los colifagos y mejorar su aplicacion como
indicadores de contaminacion fecal en diferentes condiciones. Generalmente, los
bacteri6fagos son estables a valores de pH entre 5 y 8, aunque este rango puede
extenderse de 4 a 10 cuando la temperatura es baja (Jorquera, 2015; Hall &
Ramirez, 2021). Sin embargo, los ambientes &cidos pueden desnaturalizar las
proteinas de los bacteriéfagos, lo que resulta en una pérdida de viabilidad. La
capacidad de los bacteriéfagos para persistir a valores bajos de pH depende del
tipo de bacteriéfago.

Grabow (2001) reporta en su trabajo que, en las aguas superficiales, la
combinacién de altas temperaturas y exposicion solar intensifica la desactivacion
de los fagos. Este efecto es mas marcado en cuerpos de agua poco profundos y
con alta transparencia, donde la penetracion de la luz solar es mayor. La
temperatura afecta a los bacteriéfagos en aguas superficiales o rios, ya que se ha
reportado que la supervivencia del fago T7 en agua de rio, lago y subterranea esta
relacionada con la temperatura del agua. Los resultados que mostraron nuestro
trabajo del efecto de la temperatura y la radiaciéon solar coinciden con los
mencionado ya que al incrementarse la radiacion solar se produce una
disminucion de la cantidad de fagos mostrados en las graficas 5,6,10 y 11. Al
aumentar la radiacion la temperatura de los rios se incrementa teniendo mayor
cantidad de fagos en rangos de 18 a 22 °C mostrados en las figuras 7,8,12y 13 .
Wommack (1996) reporta que los fagos tienden a soportar niveles elevados de
congelamiento, también ciclos de congelacion y descongelacion hace que los
fagos se inactiven por lo que la temperatura optima de guardarlos es a 4°C. Las
variaciones en la temperatura pueden afectar la estabilidad de los bacteri6fagos
temperaturas extremas pueden llevar a la desnaturalizacion de sus proteinas y la
pérdida de infectividad (E. Wommack & Calwell, 1997) reporta que el rango de
temperatura de estabilidad entre 0 y 23 °C para un bacteri6fago marino
sedimentario se determind debido a una aparente incapacidad del bacteri6fago
para adsorberse irreversiblemente a las células hospedadoras. Los titulos del
bacteri6fago solo mostraron una reduccion limitada cuando se expusieron a 30 °C
durante 24 horas en presencia de su bacteria hospedadora. Esto sugiere que la
estabilidad del bacteriéfago esté influenciada por su capacidad de adsorcion a las

células hospedadoras a diferentes temperaturas.
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Los datos obtenidos en campo indicaron la ausencia de cloro en todos los puntos
de muestreo. Esto sugiere que el agua de los rios estudiados no estaba sometida
a procesos de desinfeccién con cloro en el momento del muestreo, lo que podria
estar relacionado con la falta de tratamiento previo del agua o con fuentes de
contaminacién natural. El cloro es un desinfectante ampliamente utilizado en el
tratamiento de agua potable debido a su capacidad para inactivar una amplia
gama de microorganismos patdégenos. Segun la Organizacién Mundial de la Salud
la desinfeccidn con cloro libre es eficaz contra bacterias y virus, aunque su eficacia
puede variar dependiendo de la concentracién y el tiempo de contacto (Gordon &
Brown, 2011). Estudios previos han demostrado que concentraciones adecuadas
de cloro pueden reducir significativamente la presencia de colifagos en cuerpos
de agua. Por ejemplo, en una investigacion realizada por Paz y Mifio (2003), se
evalu6 la eficacia del tratamiento de agua en la Planta de Tratamiento de La
Atarjea en Lima, Per(. Los resultados mostraron que, tras las etapas de
decantacion, filtracién y cloracion, hubo una remocion del 99,95% de colifagos, lo
gue destaca la eficacia de la cloracion en la eliminacion de estos virus. La ausencia
de cloro en los rios muestreados podria tener implicaciones significativas para la
calidad microbiolégica del agua, ya que permite la persistencia de

microorganismos indicadores de contaminacion fecal, como los colifagos.
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VI. CONCLUSIONES

La radiacion solar disminuye significativamente la cantidad de colifagos en el
rio Huatatas, se redujeron de 600 a 450 UFP/mL por la mafiana y de 500 a
345 UFP/mL por la tarde y en el rio Alameda fueron de 350 a 200 UFP/mL
(punto 2, mafiana) y de 400 a 40 UFP/mL (punto 2, tarde).

Elincremento de temperatura en un rango de 18 a 22 °C aumenta la cantidad
de colifagos en muestras de agua de los rios Alameda y Huatatas de 400
UFP/ml a 600 UFP/mL.

Los rangos de pH en los rios Alameda y Huatatas se mantuvieron constantes
entre 7.5y 8.2.

No se detect6 presencia de cloro en las muestras analizadas de ambos rios.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar la caracterizacion fisicoquimica “in vitro” de los bacteriéfagos
aislados en los rios Alameda y Huatatas.

Utilizar diferentes cepas de bacterias para el aislamiento de bacteriéfagos
presentes en los rios Alameda y Huatatas.

Incluir la medicién de materia organica y turbidez para analizar si afectan en
la cantidad de colifagos.

Se sugiere evaluar la presencia de colifagos somaticos y F especificos por

separado.
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Anexo 1. Punto 1 de muestreo del rio Huatatas.

RiO HUATATAS

NOTA: En el punto 1 del rio Huatatas hubo accesibilidad al punto al realizar una caminate de 15

minutos, al ser alejado de la ciudad no hubo presencia de contaminacién en los rios.
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Anexo 2. Punto 2 de muestreo del rio Huatatas.

Nota: En el punto 2 se observé que, tras una caminata de 15 minutos para acceder al lugar, habia
actividad humana alrededor del rio, especificamente siembra de choclo. En las orillas del rio no se

detecté contaminacion ni se encontraron desechos.

Anexo 3. Punto 3 de muestreo del rio Huatatas.

Nota: Se tuvo acceso al punto de muestreo y se observo la presencia de desechos en las orillas de

los rios. Ademas, se percibieron olores desagradables debido a la descomposicion de materia
organica. Las casas aledanas utilizaban el rio como depdsito de desechos.
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Anexo 4. Punto 1 de muestreo del rio Alameda.

RiO ALAMEDA

Nota: En el punto 1 del rio Alameda, se observo, tras una caminata de aproximadamente 45 minutos,
que no hubo contaminacion en el rio, ya que este punto se encontraba alejado de la ciudad, donde
no se registrd actividad humana. El agua se presentd mas clara, sin presencia de turbidez, y no se

detectaron olores desagradables.
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Anexo 5. Punto 2 de muestreo del rio Alameda.

e
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Nota: En el punto 2 de muestreo del rio Alameda, ubicado cerca del evitamiento, se observd que las
personas y casas aledanas utilizan este punto como depdésito de desechos. Se percibieron olores

desagradables y el agua presentaba turbidez.

Anexo 6. Punto 3 de muestreo del rio Alameda.

Nota: En el punto 3 del rio Alameda, se tuvo acceso tras una caminata de 15 minutos. Se observé

que el agua presentaba turbidez y habia presencia de desechos en el rio. En las orillas se not6
acumulacién de desechos como bolsas de plastico y botellas. Ademas, se percibié un olor

desagradable.
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Anexo 7. Toma de muestra en el punto 2 del rio Alameda.
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Anexo 9. Registro de pH y Cloro kit en cada punto de muestreo.
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Anexo 11. Observacion de UFP en muestras de agua de rio.
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Anexo 12. Datos registrados en campo del rio Huatatas.

Tabla 2
Datos de radiaciéon solar (W/m? y cantidad de colifagos (UFP/mL) en muestras

recolectadas durante la mafiana y la tarde.

RAD 1 RAD 1
FECHAS (W/m2) CAN':I'LIDAD CAN'I;DAD CAN'I;DAD fechas (W;rmz) CAN'I:'LIDAD CANTIDAD2 CANTIDAD
mafiana tarde
1 1
1 197 0 0 650 1 590 0 0 495
8 198 0 0 640 7 630 0 0 470
5 200 0 0 570 9 670 0 0 555
12 260 0 0 555 3 690 0 0 550
6 260 0 0 560 8 693 0 0 500
2 275 0 0 480 11 730 0 0 465
9 340 0 0 475 12 740 0 0 480
4 350 0 0 460 2 750 0 0 440
3 397 0 0 440 5 763 0 0 475
11 420 0 0 435 4 784 0 0 425
10 440 0 0 425 6 800 0 0 435
7 450 0 0 470 10 860 0 0 345
Tabla 3

Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Huatatas recolectados

durante la manana.

Fechas Mafianal Cantidad 1 Fechas Mafiana2 Cantzidad Fechas Mar”;ana Can;idad
1 7.8 0 1 8.2 0 1 8.2 650
2 7.8 0 2 8.2 0 2 8.2 640
3 7.8 0 3 8.2 0 3 8.2 570
4 7.8 0 4 8.2 0 4 8.2 555
5 7.8 0 5 8.2 0 5 8.2 560
6 7.5 0 6 7.8 0 6 7.8 480
7 7.8 0 7 7.5 0 7 7.8 475
8 8.2 0 8 7.5 0 8 7.5 460
9 8.2 0 9 8.2 0 9 7.5 440
10 8.2 0 10 7.8 0 10 7.5 435
11 7.8 0 11 7.8 0 11 8.2 425
12 7.8 0 12 7.5 0 12 7.8 470
pH . pH Cantidad pH Cantidad
Fechas Promedio Cantidad 1 Fechas Promedio 5 Fechas Promedio 3
1,2,3,45 1,2,3,45
””” o 1,2,3,4,5,
6,10é11,1 5.17 0 67139 7.98 0 67891 793 5133
7,8,9 8.07 0 11,12 7.65 0 01112
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Tabla 4
Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Huatatas recolectados

durante la tarde.

Fechas Tardel Cantidad 1 Fechas Tarde2 Cantidad2 Fechas Tarde3 Cantidad 3

1 8.2 0 1 7.5 0 1 8.2 495

2 8.2 0 2 7.5 0 2 8.2 470

3 8.2 0 3 7.5 0 3 8.2 555

4 8.2 0 4 8.2 0 4 8.2 550

5 8.2 0 5 8.2 0 5 8.2 500

6 8.2 0 6 8.2 0 6 8.2 465

7 8.2 0 7 8.2 0 7 8.2 480

8 8.2 0 8 8.2 0 8 8.2 440

9 8.2 0 9 8.2 0 9 8.2 475

10 8.2 0 10 75 0 10 8.2 425

11 8.2 0 11 7.5 0 11 8.2 435

12 8.2 0 12 75 0 12 8.2 345
Fechas pH . Cantidad 1 Fechas pH . Cantidad 2 Fechas pH . Cantidad 3

Promedio Promedio Promedio
1,2,3,10,
1,2,3,4,5, 11,12 75 0 éé?g
6,7,8,9,1 8.2 0 4,5,6,7,8, o 8.2 469.583333
01112 9 8.2 0 9,10,11
12
Tabla 5

Datos de temperatura (°C) registrados en campo del rio Huatatas recolectados durante la

manana.
Mafiana Cantidad Mafiana Cantidad Mafiana Cantidad
Fechas Fechas Fechas
1 1 2 2 3 3
1 10 0 1 13 0 1 19 650
2 10 0 2 13 0 2 20 640
3 10 0 3 13 0 3 19 570
4 11 0 4 16 0 4 19 555
5 11 0 5 16 0 5 19 560
6 11 0 6 16 0 6 20 480
7 13 0 7 19 0 7 20 475
8 13 0 8 18 0 8 20 460
9 13 0 9 19 0 9 19 440
10 14 0 10 16 0 10 19 435
11 14 0 11 14 0 11 18 425
12 14 0 12 14 0 12 18 470
Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad
1,2,3 10 0 1,2,3 13 0 1,2,3 19.3333333 620.0
45,6 11 0 11,12 14 0 4,5,6 19.3333333 531.7
7,8,9 13 0 4,5,6,10 16 0 7'8’9’120'11’1 19 450.8
10,11,12 14 0 7,8,9 18'6676666 0
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Tabla 6
Datos de temperatura (°C) registrados en campo del rio Huatatas recolectados durante la

tarde.
Fechas Ta:rLde Canildad Fechas Tarde 2 Cantzldad Fechas Tarde 3 Cangdad
1 18 0 1 19 0 1 19 495
2 18 0 2 19 0 2 19 470
3 18 0 3 19 0 3 19 555
4 17 0 4 20 0 4 19 550
5 17 0 5 21 0 5 18 500
6 17 0 6 22 0 6 17 465
7 17 0 7 21 0 7 17 480
8 17 0 8 20 0 8 18 440
9 17 0 9 21 0 9 20 475
10 20 0 10 19 0 10 18 425
11 20 0 11 19 0 11 18 435
12 20 0 12 18 0 12 18 345
Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad Fechas Tem Cantidad
1,2,3 18 0 1,2,3 19 0.0 1,2,3 18 401.7
4,5,6,7,8, 17 0 10,11,1 18.666666 00 10,11,1 18 505.0
9 2 7 2
10,11,12 20 0 45,6 21 0.0 45,6 18'33:;3333 465.0
7,8,9 20'66;6666 0.0 7,8,9 19 506.7
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Anexo 13. Datos registrados en campo del rio Alameda.

Tabla 7
Datos de radiaciéon solar (W/m? y cantidad de colifagos (UFP/mL) en muestras

recolectadas durante la mafiana y la tarde del rio Alameda.

RAD Cantida Cantida Cantida RAD ) . .

Fechas  (W/m?) d d d Fechas  (W/m?) Cantidad Cantidad Cantidad

Maflana Puntol Punto?2 Punto3 Tarde Punto 1 Punto 2 Punto 3
6 187 0 305 1375 2 469 0 180 1240
7 230 0 200 1050 4 500 0 375 1190
8 234 0 260 1415 8 520 0 190 1020
2 300 0 185 1275 9 615 0 315 990
1 321 0 325 1160 6 700 0 325 925
5 326 0 185 945 5 707 0 415 1025
9 330 0 265 1230 7 715 0 190 890
10 334 0 125 1200 10 765 0 135 880
12 358 0 130 1070 3 769 0 125 785
4 373 0 190 1050 1 773 0 65 745
3 427 0 215 1015 11 820 0 58 660
11 464 0 200 920 12 877 0 40 605

Tabla 8
Datos registrados de pH y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda recolectados

durante la mafiana y tarde.

Horario de Fechas pH Cantidad pH Cantidad pH Cantidad
muestreo mafiana 1 Punto 1 mafiana 2 Punto 2 mafiana 3 Punto 3

1 8.2 0 8.2 325 8.2 1160

2 8.2 0 8.2 185 8.2 1275

3 8.2 0 8.2 215 8.2 1015

4 8.2 0 8.2 190 8.2 1050

5 8.2 0 8.2 185 8.2 945

Mafiana 6 8.2 0 8.2 305 8.2 1375
7 7.5 0 8.2 200 8.2 1050

8 7.5 0 8.2 260 8.2 1415

9 7.5 0 8.2 265 8.2 1230

10 8.2 0 8.2 125 8.2 1200

11 8.2 0 8.2 200 8.2 920

12 8.2 0 8.2 130 8.2 1070

1 8.2 0 7.5 65 8.2 745

2 8.2 0 7.5 180 8.2 1240

3 8.2 0 7.5 125 8.2 785

4 8.2 0 8.2 375 8.2 1190

5 8.2 0 8.2 415 8.2 1025

Tarde 6 8.2 0 8.2 325 8.2 925
7 8.2 0 8.2 190 8.2 890

8 8.2 0 8.2 190 8.2 1020

9 8.2 0 8.2 315 8.2 990

10 7.5 0 8.2 135 8.2 880

11 7.5 0 8.2 58 8.2 660

12 7.5 0 8.2 40 8.2 605
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Tabla 9
Datos registrados de Temperatura (°C) y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda

recolectados durante la mafana.

Fechas Tempera Cantidad Fechas Tempera Cantidad Fechas Tempera Cantidad
Mafiana tura (°C) Punto1l Mafiana tura(°C) Punto 2 Mafiana tura (°C) Punto 3

1 13 0 15 325 15 1160
2 13 0 15 185 15 1275
3 13 0 15 215 15 1015
4 15 0 15 190 20 1050
5 15 0 15 185 20 945
6 15 0 15 305 20 1375
7 15 0 17 200 17 1050
8 15 0 17 260 17 1415
9 15 0 17 265 17 1230
10 14 0 20 125 21 1200
11 14 0 20 200 21 920
12 14 0 20 130 21 1070
T°C Cantidad T°C Cantidad T°C Cantidad
Fechas . ) Fechas . . Fechas . .
promedio promedio promedio promedio promedio promedio
1,23 13 0 1,6 15 234.166667 1,3 15 1150
10,11,12 14 0 7,8,9 17 241.666667  7,8,9 17 1231.66667
4,5,6,7,8,9 15 0 10,11,12 20 151.666667 4,6 20 1123.33333
Tabla 10

Datos registrados de Temperatura (°C) y cantidad de colifagos (UFP/mL) en el rio Alameda

recolectados durante la tarde.

Fechas Temperat Cantidad Fechas Temperat Cantidad Fechas Temperat Cantidad
Tarde ura (°C) Punto 1 Tarde ura (°C) Punto 2 Tarde ura (°C) Punto 3

1 18 0 1 19 65 1 21 745

2 18 0 2 19 180 2 21 1240

3 18 0 3 19 125 3 21 785

4 20 0 4 22 375 4 22 1190

5 20 0 5 22 415 5 22 1025

6 20 0 6 22 325 6 22 925

7 20 0 7 22 190 7 21 890

8 20 0 8 22 190 8 21 1020

9 20 0 9 22 315 9 21 990

10 15 0 10 17 135 10 20 880

11 15 0 11 17 58 11 20 660

12 15 0 12 17 40 12 20 605
T°C Cantidad T°C Cantidad T°C Cantidad

Fechas . . Fechas . . Fechas . .

promedio promedio promedio promedio promedio promedio

10,11,12 15 0 10,11,12 17 77.6666667 10,11,12 20 715

1,2,3 18 0 ,1,2,3 19 123.333333 1,2,3,7,8,9 21 945
4,5,6,7,8,9 20 0 4,5,6,7,8,9 22 301.666667  4,5,6 22 1046.66667
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Anexo 14. Matriz de consistencia.
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UNSCH RSV Ipe

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Yazmin Lisbeth CANCHARI ROJAS
RESOLUCION DECANAL N° 024-2025-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes siete de marzo del afio
dos mil veinticinco; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
participando como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, el Dr. Homero Ango
Aguilar (miembro — jurado), Dra. Nilda Aurea Apayco Espinoza (miembro — jurado), Mg. Dante
Moisés Barrenechea Bustamante (miembro — jurado), Dr. José Alarcén Guerrero (miembro —
asesor), actuando como secretario docente el Mg. Luis Uriel Moscoso Garcia; para presenciar
la sustentacion de tesis titulada: Cuantificacion de colifagos y caracterizacion
fisicoquimica en aguas del rio Alameda y Huatatas- Ayacucho 2021, presentado por la
Bach. Yazmin Lisbeth CANCHARI ROJAS; el presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda
el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de sustentacién, indicando
a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de
investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional
de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada la
exposicion, el presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invito a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del jurado evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Homero Ango Aguilar 13 13 13
Dra. Nilda Aurea Apayco Espinoza 16 16 16
Mg. Dante Moisés Barrenechea Bustamante 15 15 15
PROMEDIO 15

La sustentante alcanzé el promedio de 15 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autoriz6 el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las seis
de la tarde con treinta minutos; firmando al pie del presente en sefal de conformidad.
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FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 018-2025-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Cuantificacién de colifagos
y caracterizacién fisicoquimica en aguas del rio Alameda y Huatatas- Ayacucho 2021,
por YAZMIN LISBETH CANCHARI ROJAS; he constatado por medio del uso de la
herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 9%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento
de Originalidad de Trabajos de Investigaciéon de la UNSCH, aprobado con Resolucién del
Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompafia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 23 de abril de 2025.
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