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Resumen

La presencia de agentes biologicos en el agua desencadena problematicas como la transmision
de enfermedades y la propagacion de la resistencia a antibiéticos. En el monitoreo del agua no
se considera a los patdgenos causantes de estas situaciones, ni se estima el riesgo asociado.
Solo se basa en la medicién de bacterias indicadoras de contaminacién fecal, las cuales no
siempre se correlacionan con patégenos. Esta tesis forma parte de un proyecto que se desarrolld
en el Valle del Mezquital, Hidalgo. La incidencia de diarrea en nifios menores de cinco afios,
la presencia de bacterias multirresistentes y patdgenos en heces, suelo y agua fueron
determinados. El Valle del Mezquital es un sistema degradado por el agua residual sin tratar
que recibe de la Ciudad de México y que es reutilizada para el riego agricola desde hace un
siglo. Particularmente, el agua residual se ha infiltrado al acuifero y ha permitido el
abastecimiento de agua para los habitantes de la zona. En diversos estudios se ha determinado
la calidad el agua del Valle del Mezquital, pero la medicion de microorganismos no se ha
realizado en el punto de uso y la estimacidn de los riesgos que esto implica son escasos. Debido
a que las evaluaciones de riesgo son limitadas, la identificacion de peligros microbioldgicos es
una contribucién fundamental. Esta investigacion responde si el agua de tomas domiciliarias
del Valle del Mezquital presenta contaminacion fecal, asi como bacterias resistentes a
antibioticos, y a su vez, qué riesgo representa el uso del agua por actividades domésticas y por
el riego. Para ello, se realizaron cuatro muestreos entre mayo de 2015 y diciembre de 2017 en
tres areas agricolas, Tula y Tlahuelilpan en donde se riega con agua residual y Tecozautla
regada con agua subterrdnea. Se recolectd un total de 109 muestras de agua de tomas
domiciliarias, 19 muestras de agua residual para riego en Tula y Tlahuelipan, y 14 de agua
subterranea para riego en Tecozautla. Se enumeraron tres bacterias indicadoras de

contaminacién fecal, incluida Escherichia coli mediante el método de filtracion a través de



membrana y se determin6 su perfil de resistencia por MicroScan. Ademas, se estimd la
probabilidad de infeccion de E. coli patdgena, enterovirus, norovirus, Cryptosporidium parvum
y Giardia lamblia mediante una evaluacién de riesgo (Quantitative Microbial Risk Assessment,
QMRA por sus siglas en inglés). La densidad bacteriana fue similar en el agua de tomas
domiciliarias de Tlahuelilpan y de Tecozautla (2.4 UFC/100 mL, p=0.99), en donde se riega
con agua residual y con agua subterranea respectivamente. En las tres areas se observo que el
almacenamiento del agua y la falta de cloracion favorecen la presencia de bacterias indicadoras
(p<0.05). La densidad bacteriana en el agua residual fue del orden de 10° UFC/100 mL, en
contraste, la deteccion fue casi nula en agua subterranea. E. coli presenté resistencia a 14
antibidticos de amplio espectro y un patrén de resistencia similar se observo entre el agua
residual y el agua de tomas domiciliarias (p>0.05). Respecto al riesgo, para el agua de tomas
domiciliarias, la cual es una fuente de agua para uso y consumo humano, se calcularon
probabilidades anuales de contraer alguna infeccion gastrointestinal por alguno de los tres
grupos de patogenos del 50%. Para el agua residual, la probabilidad calculada fue casi 100%.
El riesgo anual asociado al riego con agua subterranea fue de 57% para los virus. Los resultados
se compararon con las normas oficiales mexicanas: NOM-127-SSA1-1994 y NOM-001-
SEMARNAT-1996, que establecen los limites permisibles para agua de uso humano y aguas
residuales respectivamente. La mayoria de las bacterias indicadoras estuvieron por encima de
lo permitido (ausencia y 10° UFC/100mL respectivamente). En cuanto a riesgo se refiere, se
sobrepasa la recomendacion de 10 de USEPA, que equivale a 1 infeccion por cada 10,000
personas por afio. Puesto que la mayoria de las mediciones exceden los criterios aceptables se
requiere mejorar la calidad del agua mediante la desinfeccion, las condiciones de higiene, asi
como procurar un servicio de abastecimiento de agua constante para evitar o disminuir las

infecciones gastrointestinales.



Abstract

The presence of biological agents in water causes problems like the transmission of diseases
or the antibiotic resistance spread. Water monitoring does not consider the responsible
pathogens for these situations or estimate the associated risk; instead, it is based on the measure
of fecal indicator bacteria (FIB), which do not always correlate with pathogens. This work
belongs to a project developed in the Mezquital Valley, Hidalgo, in which, the diarrhea
incidence in children below five, the presence of multi-resistant bacteria and pathogens were
determined in feces, soil and water. The Mezquital Valley is an impaired system due to
wastewater that receives from Mexico City Metropolitan Area and has been reused for
agricultural irrigation for more than a century. Particularly, wastewater has infiltrated to aquifer
and has allowed the water supply to the inhabitants. In several studies the water quality in the
Mezquital Valley have been determined, but no measure in the point of use and the risks
associated are scarce. Because the risk assessments are limited, the identification of
microbiological hazards is fundamental. In this thesis it was investigated if the household water
presents fecal contamination, if the bacteria present antibiotic resistance, and which is the risk
for the use of water in domestic and irrigation practices. Four sampling campaigns were
performed between May 2015 and December 2017 in three agricultural areas, Tula,
Tlahuelilpan, where irrigation is performed with wastewater and Tecozautla irrigated with
groundwater. In the three areas, 109 household samples were collected, 19 wastewater-
irrigation samples in Tula and Tlahuelilpan and 14 groundwater-irrigation samples in
Tecozautla. Through the membrane filtration method, three FIB were enumerated, including
Escherichia coli, and their resistance profile was determined by MicroScan. Additionally, the
infection probability of E. coli pathogenic, enterovirus, norovirus, Cryptosporidium parvum,

and Giardia lamblia was estimated by a Quantitative Microbial Risk Assessment (QMRA).



The bacterial density was similar in household water from Tlahuelilpan and Tecozautla (2.4
UFC/100 mL, p=0.99) where it is irrigated with wastewater and groundwater respectively. In
the three areas it was observed that the water storage and lack of chlorination favor the FIB
presence (p<0.05). The bacterial density was 10° UFC/100 mL in wastewater, confirming the
high levels. In contrast, in groundwater, the detection was almost null. E. coli presented
resistance to 14 extended-spectrum antibiotics. A similar resistance pattern was observed in
wastewater and household water (p> 0.05). Regarding the risk, for household water, a source
of water for human use and consumption, annual probabilities of 50% were calculated. For
wastewater, the probability of acquiring an infection was almost 100% by any of the three
groups of pathogens. The annual risk associated with groundwater irrigation was 57% for
viruses. The results were compared with the Official Mexican Standards: NOM-127-SSA1-
1994 and NOM-001-SEMARNAT-1996, which establish the permissible limits for drinking
water and wastewater, respectively. Most FIB were above allowed (absence and 103
CFU/100mL, respectively). Regarding risk, the cases were above the recommendation of 10
of USEPA, which is equivalent to 1 infection per 10,000 people per year. Since, acceptable
criteria are exceeded, it is necessary to improve water quality through disinfection and hygiene
conditions, as well as to ensure a constant water supply service to avoid or reduce

gastrointestinal infections.



1. Introduccidn

1.1. Situacion del agua

El crecimiento demografico y la urbanizacion han modificado los paisajes naturales como los
cuerpos de agua, promoviendo su degradacion y alterando su ciclo. La mala calidad del agua
y su reducida disponibilidad son consecuencias inminentes del deterioro de los sistemas
acuaticos (Pefia-Guzman et al., 2019). Incluso el ciclo del agua se convertido en un ciclo urbano
que asocia los procesos del agua con las actividades humanas (Marsalek et al., 2006).

A pesar de ser clasificado como renovable, el agua es uno de los recursos mas escasos
del siglo XXI; a nivel mundial el 20% de los acuiferos se encuentra sobreexplotado y durante
el dltimo siglo, la demanda de agua crece dos veces mas rapido que la tasa de incremento
poblacional (Dhote et al., 2012; Gleeson et al., 2012; FAO, 2012). De esta manera, la cantidad
de agua empleada en actividades humanas incrementa 1% cada afio (UNESCO y UN-Water,
2020).

Actualmente 2,200 millones de personas carecen de agua y 4,200 millones no cuentan
con servicios de saneamiento seguros (UNESCO y UN-Water, 2020). Para el afio 2050 la
poblacién humana alcanzara los 9,800 millones de habitantes, con el 66% viviendo en areas
urbanas y el 52% bajo estrés hidrico (Jensen y Wu, 2018; UNESCO y UN-Water, 2020). Lo
anterior representa un desafio en términos de distribucion de agua e infraestructura,
principalmente para los paises en desarrollo y megaciudades como la Ciudad de México (Dhote
et al., 2012). Por esta razon, el suministro de agua segura y mejorar el saneamiento es parte de
los 17 Objetivos del Desarrollo Sostenible, los cuales son planteados para la Agenda 2030

(UNESCO y UN-Water, 2020).



1.2. Aguay salud

El agua puede contener una amplia variedad de compuestos y en particular el agua residual
representa una mezcla compleja de contaminantes de tipo fisico, quimico y bioldgico (Qu,
2019). En términos de salud, las caracteristicas fisicas como el color, la turbiedad, la
temperatura, los solidos suspendidos y las sustancias activas al azul de metileno no resultan ser
tan relevantes, pero alteran la apariencia del agua y la vida acuética. Por otro lado, los
compuestos quimicos son reconocidos por su toxicidad y por los efectos potenciales a la salud
que pueden ser a largo plazo. Estos contaminantes suelen ser de tipo inorganico como los
metales pesados u organico como los fenoles, productos del petroleo o plaguicidas (Englande
et al., 2015). Por su parte, se consideran contaminantes biologicos a los microrganismos
presentes en el agua causantes de enfermedades gastrointestinales principalmente (Qu, 2019).

Otros compuestos organicos considerados recientemente y que Se encuentran
ampliamente distribuidos en el ciclo urbano del agua son aquellos que se utilizan diariamente
como los productos de higiene personal, disruptores endocrinos, hormonas, farmacos, entre
otros (Pal et al., 2014). Estos son conocidos como contaminantes emergentes (Pefia-Guzman
etal., 2019). En estudios recientes se indica que los disruptores endocrinos afectan el desarrollo
de especies acuéticas (Arlos et al., 2018; Alves da Silva et al., 2018), mientras que el uso de
productos farmacéuticos ha propiciado la resistencia a antibiédticos y la descarga de

microorganismos resistentes al ambiente (Pefia-Guzman et al., 2019).



1.2.1. Contaminantes bioldgicos

Este trabajo estd enfocado al estudio de agentes bioldgicos en el agua, los cuales han tenido
impactos en la salud publica desde tiempos remotos. De acuerdo con Colwell (1996) se tiene
registro de infecciones semejantes al colera desde los afios 500-400 a.C. En paises como
Estados Unidos las enfermedades trasmitidas por agua fueron reportadas antes de 1920 (CDC,
2019a). Tan solo entre 1971 y 2008 se registraron 953 brotes asociados con agua contaminada
(Craun et al., 2012). Uno de los méas importantes, ocurrido en Milwaukee, Wisconsin dejo
400,000 casos de criptosporidiosis en 1993 debido a la filtracion inadecuada del agua
suministrada a la poblacion (Mac Kenzie et al., 1994). Actualmente, los brotes de
enfermedades gastrointestinales son menos frecuentes en paises desarrollados debido al
mejoramiento en infraestructura, saneamiento e higiene (Craun et al., 1992); sin embargo, no
ocurre lo mismo en los paises en desarrollo considerados como economias emergentes.

Las enfermedades gastrointestinales ocasionan diarrea, nauseas, vomito, fiebre y dolor
abdominal, y afectan principalmente a menores de 5 afios, viajeros, personas de la tercera edad
y personas inmunodeprimidas (Pandey et al., 2014; Forstinus et al., 2016). Estas infecciones
son transmitidas por la ruta fecal-oral, en la que ocurre la ingestion de agua o alimentos que
contienen heces de humanos y de otros animales (Forstinus et al., 2016). En la materia fecal se
pueden detectar niveles de hasta 10%° patdgenos entéricos por cada gramo de heces, los cuales
pertenecen a cuatro grupos: virus, bacterias, protozoarios y helmintos (Saxena et al., 2015). La
gama de enfermedades gastrointestinales que causan se enlista en la Tabla 1, entre las mas
comunes se encuentran la diarrea, coOlera, disenteria (diarrea sanguinolenta), salmonelosis,
tifoidea, giardiasis, hepatitis y poliomielitis (paralisis y meningitis). Cabe destacar que ésta

Gltima se declaré erradicada en el 99% del mundo por la OMS en 2019.



Tabla 1. Patgenos transmitidos por agua y sus afectaciones en paises considerados economias

emergentes (Adaptado de Ashbolt, 2004 y Saxena et al., 2015).

Grupo Patégeno Infeccion
Virus Norovirus Diarrea, vomito, fiebre
Rotavirus Diarrea, vomito
Hepatitis A Hepatitis (afectacion del higado)
Hepatitis E Hepatitis
Enterovirus Meningitis, miocarditis, diarrea, fiebre,
enfermedad respiratoria
Adenovirus Enfermedad respiratoria, conjuntivitis,
gastroenteritis
Bacterias Escherichia coli patdgena  Diarrea
Vibrio cholerae Colera

Shigella spp.
Salmonella spp.

Campylobacter jejuni

Disenteria bacilar (shigelosis)
Tifoidea, paratifoidea, salmonelosis

Gastroenteritis

Protozoarios

Cryptosporidium parvum
Giardia lamblia

Entamoeba histolytica

Criptosporidiosis (diarrea)
Giardiasis (diarrea)

Disenteria amebiana (amebiasis)

Helmintos

Ascaris lumbricoides

Ascariasis




En términos generales, los virus son los patdgenos de menor tamafio (0.02-0.75 um) y
estdn compuestos de material genético y proteinas. Algunos pueden presentar una envoltura
lipidica y todos requieren de una célula hospedera para su replicacion. Las bacterias miden de
1 a 5 um, son microorganismos unicelulares y en ocasiones pueden replicarse fuera de un
huesped bajo condiciones favorables (Mraz et al., 2021). Los protozoarios también son
microorganismos unicelulares, pero de mayor tamafio (10-55 um), con estructura y ciclos de
vida complejos, presentan quistes o estructuras de resistencia (Yaeger, 1996). Finalmente, los
helmintos son organismos multicelulares referidos como gusanos intestinales, su transmision
estd mas asociada al contacto con suelo que contiene heces. Sus ciclos de vida comprenden
huevos, larvas y estado adulto, sus tamafios varian entre 15 y 35 cm (Forstinus et al., 2016;
Mraz et al., 2021).

Cada patdgeno presenta caracteristicas que definen su persistencia en el ambiente, asi
como su resistencia a los tratamientos a los que se somete el agua. Por ejemplo, la cloracion es
el método mas comun para la desinfeccidn del agua debido a su bajo costo; sin embargo, los
virus y los protozoarios son mas tolerantes que las bacterias a este método. Resulta mas
eficiente la desinfeccion con luz ultravioleta para la eliminacion de quistes y particulas virales,
e incluso entre los virus se presenta una diferencia, siendo adenovirus uno de los mas resistentes

a la luz UV (Ashbolt, 2004).



1.2.2. Resistencia a antibioticos

Dado que las infecciones que causan las bacterias resistentes a antibidticos se asocian
con una mayor morbilidad y mortalidad, asi como estancias méas largas en los hospitales, la
resistencia a antibidticos es una preocupacion a nivel mundial (Cosgrove, 2006). Los
antibidticos, los genes de resistencia y las bacterias resistentes, son considerados contaminantes
emergentes. Su diseminacion en el ambiente ocurre por diferentes medios, uno ampliamente
reconocido es a través del agua residual (Sanganyado y Gwenzi, 2019).

Las aguas residuales sin tratamiento tienen efectos negativos en los ecosistemas y en
las poblaciones humanas. Las Plantas de Tratamiento de Agua Residual (PTAR) disminuyen
dichos riesgos; sin embargo, se han reconocido como sitios en los que se desarrolla la
resistencia (Hong et al., 2018). Esto ocurre por la interaccion entre las diferentes especies
bacterianas presentes en el agua residual y los residuos de antibidticos no metabolizados en
concentraciones no letales que se eliminan en la orina y las heces (Adesoji et al., 2017). Por
ello, surge la necesidad de mejorar o desarrollar nuevas tecnologias con la capacidad para
remover estos contaminantes emergentes (Hong et al., 2018).

La resistencia a antibidticos ha sido estudiada en las bacterias que son comdnmente
utilizadas en el monitoreo de la calidad del agua (Berendonk et al., 2015); por ejemplo, en
Escherichia coli, una bacteria gram-negativa que se encuentra de forma natural en el tracto
intestinal de animales y al mismo tiempo posee diferentes formas patogenas. En estudios
previos ha sido sumamente Gtil como indicador de la resistencia (Sayah et al., 2005; Kappell
et al., 2015; Larson et al., 2019). Por su parte, Tadesse et al. (2012) demostr6 que E. coli es
resistente a ampicilina, estreptomicina, tetraciclina, fluoroquinonas y a cefalosporinas.

Existe un incremento de bacterias gram-negativas que han desarrollado resistencia a
estos compuestos, ya que son de amplio espectro o de espectro extendido, es decir que son

comunmente utilizados en el tratamiento para combatir infecciones (Shaikh et al., 2015).
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El mecanismo que les confiere la habilidad de desarrollar resistencia es la produccion de
enzimas beta-lactamasas que actdan sobre los antibioticos que pertenecen a los grupos de las
penicilinas y cefalosporinas, haciéndolos ineficaces (Paterson y Bonomo 2005). De esta forma,
las bacterias productoras de beta-lactamasas son reconocidas como amenazas y representan un

tema de interés a nivel mundial (CDC, 2019b).

1.3. Calidad del agua y monitoreo

El reGso del agua residual en la agricultura tiene sus origenes en la civilizacién griega desde
hace 5,000 afios atras, pero fue durante el siglo XX cuando se reconocié el potencial del agua
residual para el riego (Angelakis y Zheng, 2015). Los estados de Arizona, California, Colorado
y Florida de Estados Unidos e Israel fueron pioneros en el desarrollo de regulaciones y de
sistemas de relso de aguas residuales durante 1920 y 1970 (Asano y Levine, 1996). En la
regulacién actual se consideran diferentes criterios que al ser cumplidos propician el retso de
agua de manera segura, pues se protegen tanto la salud pablica como la ambiental.

En cuestiones microbioldgicas, las regulaciones se basan en el uso de indicadores de
contaminacion fecal, los cuales permiten el monitoreo de la calidad del agua de manera rapida,
facil y barata, ya que sugieren la presencia de patdgenos potenciales. Los microorganismos que
se miden cominmente son bacterias coliformes como E. coli (De Gisi et al., 2017).

De acuerdo con Wen et al. (2020), un organismo indicador debe reunir las siguientes
caracteristicas:

)] Estar presente en el cuerpo de agua de interés.
i) Ser descargado en altas concentraciones a través de las heces de humanos y/o de
otros animales.

iii) No crecer en el ambiente, ni en sistemas de distribucion de agua.
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iv) Deteccidn mas facil que la de los agentes patogenos a través de metodos
sencillos.
V) Que sus niveles de remocion en los tratamientos de agua sean comparables con la
remocion de los patégenos.
Cabe destacar que el crecimiento de bacterias indicadoras de contaminacion fecal en ambientes
naturales ha sido reportado (Teixeira et al., 2020) y se ha demostrado la ausencia de correlacion
con agentes patdgenos (Zhang et al., 2016). Por lo tanto, ninguna de las bacterias utilizadas
hoy en dia cumple con todos los requisitos de un buen indicador (Wen et al., 2020).

En un estudio reciente se comparé la regulaciéon mundial en materia de agua residual
para el riego agricola y se confirma que las bacterias son los indicadores microbiologicos
mayormente utilizados. A pesar de las deficiencias de las bacterias indicadoras, los virus y
protozoarios estan poco representados en la regulacion mundial (Shoushtarian y Negahban-
Azar, 2020; Tabla 2). A nivel nacional solo existen dos Normas Oficiales Mexicanas (NOM)
vigentes que consideran la calidad microbiologica del agua para el riego: la NOM-001-
SEMARNAT-2021 que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, y la NOM-003-SEMARNAT-1997
que establece los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales
tratadas que se reusen en servicios al pablico.

Ambas consideran a las bacterias coliformes como indicadores microbiolégicos y la
segunda incluye a huevos de helmintos. Esta norma hace énfasis en el contacto directo e
indirecto, el primero, incluye el llenado de lagos y canales en los que se realizan actividades
deportivas o recreativas, llenado de fuentes de ornato, riego de parques y jardines; mientras
que el contacto indirecto considera el riego de camellones, campos de golf e hidrantes contra

incendios (DOF, 2021; DOF, 1998; Tabla 2).
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Tabla 2. Indicadores microbiologicos utilizados a nivel internacional y nacional en el

monitoreo del agua residual destinada para el riego agricola.

Indicador (Unidad)

Maéaximo permisible

NOM-001  NOM-003

Bacterias (UFC/100mL)
Coliformes totales 23 - -
Coliformes termo-tolerantes 10 - -
Coliformes fecales 14 1000 2407
1000°
Escherichia coli 1 - -
Enterococos fecales 17 - -
Clostridium perfringens 1 - -
Nematodos intestinales 1 - 18
(huevos/L) 5P
Virus (UFP/mL)
Colifagos 1 - -
Bacteriéfagos F-RNA 1 - -

Maéximo permisible internacional de acuerdo con informacion obtenida de Shoushtarian y

Negahban-Azar, 2020; 2 Contacto directo; ® Contacto indirecto; UFC: Unidades Formadoras de

Colonia; UFP: Unidades Formadoras de Placa.
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1.4. Analisis de riesgo

Los agentes patdgenos son liberados al agua residual sin tratar a través de heces y orina, por
tanto, esta matriz es una via importante en la transmision de patégenos causantes de
enfermedades gastrointestinales (Leonel y Tonetti, 2021). Su remocion incompleta a través de
los sistemas de tratamiento del agua, la falta de infraestructura, saneamiento e higiene en
diferentes regiones del mundo contribuyen a que mas de medio millon de los casos de diarrea
resulten fatales (Fenwick, 2006). De acuerdo con Benedict et al. (2017) en Estados Unidos
entre 2013 y 2014 los casos de gastroenteritis asociados con agua fueron ocasionados en un
5% por diferentes bacterias, 7% por virus, el 13% por la bacteria Legionella y 29% por
protozoarios. Adicionalmente, en un estudio reciente se reporté que Campylobacter, Shigella,
Salmonella, E. coli patégena, hepatitis A, norovirus, rotavirus, enterovirus y los protozoarios
G. lamblia 'y C. parvum son los principales agentes responsables de brotes globales entre 1948
y 2015 (Murphy et al., 2017).

Derivado de los impactos negativos gque el agua puede tener en la salud publica se han
implementado herramientas que permiten conocer el riesgo por la exposicién a agentes
patdgenos presentes en el agua. La Evaluacion Cuantitativa de Riesgo Microbioldgico
(Quantitative Microbial Risk Assessment, QMRA por sus siglas en inglés) ha sido utilizada en
diferentes estudios. A través de este método se identifican primordialmente amenazas o
peligros microbioldgicos, cuantificando diversos patégenos en agua. Con base en la
concentracion en la que se encuentran los patdgenos identificados, en la cantidad de agua
ingerida y en las posibles rutas de exposicién, se calcula la probabilidad de contraer una

infeccion por los patdgenos de interés (Hong et al., 2018).
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1.5. Agua residual del Valle de México

A pesar del potencial que posee el agua residual, el retso no se planea adecuadamente en todas
las naciones (Foster y Chilton, 2004). Incluso en muchas partes del mundo el agua residual no
se trata antes verterla al ambiente, ni antes de reutilizarla en el riego agricola (UNESCO, 2017).
Después de China, México es el segundo pais en el que se reutiliza més agua residual cruda
para la agricultura (Jiménez, 2006). México se caracteriza por tratar de manera poco eficiente
sus aguas residuales, en el 2017 solo se trato el 63% (CONAGUA, 2018) y en la Agenda
Ambiental 2018 de la UNAM se argumenta que a nivel nacional méas del 50% de las Plantas
de Tratamiento de Agua Residual operan inadecuadamente.

Particularmente, en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) sélo se
trata el 13% del agua residual generada, la cual es aprovechada para el riego agricola o en el
riego de jardines o parques, asi como para la recarga de lagos y canales artificiales (Burns,
2009). El agua que no se trata se envia hacia el norte, al Valle del Mezquital en el estado de
Hidalgo (Lesser-Carillo et al., 2011). Actualmente, se pretende que el 60% del agua residual
proveniente de la ZMCM (23,000 L/s) se trate en la Planta de Tratamiento de Agua Residual
(PTAR) maés grande de Latinoamérica, la PTAR de Atotonilco de Tula. En 2010, la planta
comenzd a construirse e inicié operaciones con mas de tres afios de retraso a finales del afio
2017 (Chamizo-Checa et al., 2020).

El agua residual sin tratamiento que llega al Valle del Mezquital se aprovecha para el
riego de cultivos y es enviada a los campos agricolas a través de 850 km de canales principales
y secundarios (Lesser et al., 2018). De acuerdo con Lesser-Carrillo et al. (2011), el 81%
corresponde a canales no revestidos, propiciando una recarga incidental del agua residual hacia
el acuifero. En el riego por inundacion, el cual es el modo de irrigacion, el agua residual entra
a los campos de cultivo mediante compuertas manuales y a medida que el agua ingresa, se

forman laminas de riego de 1.5-2 m/ha/afio (Jiménez y Chavez, 2004).
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En este método se afiade mas agua de la que realmente necesitan los cultivos y usualmente la
infiltracion ocurre a través del suelo (Siebe, 2018). De esta forma, la tasa de infiltracion del
acuifero ha ido en ascenso desde que empez0 a recibir agua en 1912. A la fecha se estima que
la tasa ha aumentado 13 veces (Jiménez y Chavez, 2004; Chavez et al., 2011).

El Valle del Mezquital abarca aproximadamente 90,000 hectareas, tomando en cuenta
dicha extension, es considerada el area mas grande del mundo regada con agua residual. El
clima es semiarido y debido a esta condicion desértica el suministro de agua residual es un
recurso importante pues provee nutrientes, aumenta la productividad y reduce la inversion en
fertilizantes y en agua de primer uso para el riego (De Gisi et al., 2017). En el Valle del
Mezquital se producen principalmente maiz, alfalfa y forrajes (Chavez et al., 2011). En el area
esta prohibido el cultivo de alimentos que se consumen crudos, pero a pesar de las restricciones

se produce lechuga, espinaca y cilantro (Duran-Alvarez et al., 2021).

1.6. Antecedentes

El Valle del Mezquital es un sistema agricola en el que se han realizado extensas
investigaciones, enseguida se hace referencia a los estudios de los ultimos afios enfocados a la
contaminacion microbioldgica del agua. Espinosa-Ortiz (2009) detectd indicadores de virus,
bacterias, protozoarios y helmintos en pozos, manantiales y norias, fuentes de abastecimiento
del Valle del Mezquital. Las dos Gltimos con mayor proporcién de microorganismos; por lo
que la autora sugiere que los cuerpos de agua superficiales tienen mayor aporte del agua
residual a diferencia del agua subterranea. Chavez et al. (2011) también determiné los cuatro
grupos de patdgenos en agua residual y fuentes de abastecimiento del Valle, el mismo patrén
anterior fue observado. Fonseca-Salazar et al. (2016) realiz6 un seguimiento del agua de
hospitales desde la Ciudad de México hacia el Valle del Mezquital, tanto en agua residual como

en agua de pozos se determind la presencia de bacterias indicadoras, Pseudomonas aeruginosa
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y quistes de C. parvum y G. lamblia, pero en mayor proporcion en agua residual. En el estudio
de Contreras et al. (2017) se reportan bacterias indicadoras, bacterias resistentes a antibioticos
Yy quistes de protozoarios en agua residual, agua subterranea y en agua de tomas domiciliarias.

Respecto al riesgo, se ha determinado que la prevalencia de giardiasis es de 11 y 8%
para los agricultores que realizan el riego con agua tratada y agua de lluvia respectivamente
(Cifuentes et al., 2000). Blumenthal y colaboradores (2001) estimaron que los nifios del Valle
del Mezquital tienen mayor riesgo de contraer ascariasis que aquellos que viven en zonas
agricolas no regadas con aguas residuales. Asimismo, Contreras et al. (2017) determind que la
incidencia de enfermedades gastrointestinales diarreicas es 5% mayor respecto a zonas gque son
regadas con agua o subterranea. Por estas evidencias se considera al Valle del Mezquital una
zona de riesgo a la salud publica.

En resumen, los estudios citados han permitido conocer el estado microbioldgico de las
fuentes de abastecimiento y de las aguas residuales, asi como los efectos que han tenido las
practicas agricolas en la zona. En esta tesis se propone la evaluacion del agua que es
suministrada a la poblacion del Valle del Mezquital ante dos escenarios de riego: utilizando
agua residual y agua subterranea. El agua para uso y consumo puede ser una via de transmision
de microorganismos, por lo que la deteccidn de posibles amenazas y riesgos en la comunidad

es una contribucion importante en el area del monitoreo ambiental.
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1.7. Disefio experimental

En esta investigacion se consideran los posibles efectos del riego sobre la calidad del agua para
uso y consumo humano en el Valle del Mezquital, Hidalgo. El estudio inici6 en el afio de 2015
y concluyé en 2017, estuvo financiado por el proyecto “Prevalencia de enfermedades
gastrointestinales y presencia de multidrogoresistencia en comunidades expuestas al retso de
agua residual en el Valle del Mezquital, Hidalgo” con clave PDCPN2014-14-247779, del cual
forma parte. En este gran proyecto se estudio la incidencia de diarrea en nifios menores de
cinco afnos y la presencia de bacterias multirresistentes, asi como patdgenos en heces, suelo y
agua del Valle del Mezquital. El disefio de muestreo se basé en el inicio de operaciones de la
PTAR de Atotonilco de Tula, pretendiendo comparar los parametros mencionados antes y
después de la operacion de la PTAR. La planta no oper6 hasta finales de 2017, justo cuando el
trabajo de campo habia finalizado, por tal razén no se presenta tal comparacion.

El trabajo de campo se realizo en tres areas agricolas, Tula y Tlahuelilpan, regadas con
agua residual, y como punto de comparacién, Tecozautla regada con agua subterranea,
localizada 70 km al norte de las dos primeras. En principio Tula se riega con agua proveniente
del efluente de la PTAR; sin embargo, no contamos con muestras de la transicion. El agua
residual que se envia al Valle del Mezquital ha recargado los acuiferos e incluso han surgido
manantiales que son utilizados como fuentes de abastecimiento. De esta forma, este trabajo se
enfoc6 en comparar la calidad del agua que se recibe en domicilios de las tres zonas

mencionadas, asi como en la calidad del agua para riego, tanto residual como subterranea.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

2.1.1 Evaluar la calidad del agua de tomas domiciliarias y del agua para riego (residual y
subterranea) de tres comunidades agricolas del Valle del Mezquital; a través de la deteccion de
bacterias indicadoras y de agentes patdgenos para establecer posibles efectos del riego con

aguas residuales en la salud publica local.

2.2. Objetivos particulares

2.2.1. Cuantificar bacterias indicadoras de contaminacion fecal (coliformes, enterococos
fecales y Escherichia coli) en el agua de tomas domiciliarias y en el agua para riego mediante
filtracion a través de membrana, con el fin de comparar la densidad bacteriana entre areas y

determinar si el agua suministrada en el Valle del Mezquital esta contaminada.

2.2.2. Establecer el perfil de resistencia de E. coli productora de beta-lactamasas en los
diferentes tipos de agua mediante el uso de paneles comerciales, para determinar la circulacién

de bacterias resistentes en el ambiente.

2.2.3. Cuantificar la probabilidad de infeccion de E. coli patdgena, virus y protozoarios

presentes en el agua bajo el enfoque QMRA, para conocer los riesgos a los que se enfrentan

los habitantes del Valle del Mezquital cuando practican actividades agricolas y domésticas.
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3. Hipdtesis y prediccion generales

3.1. La calidad microbioldgica del agua de tomas domiciliarias estd mayormente afectada en

las &reas de Tulay Tlahuelilpan ya que son &reas regadas con agua residual.

3.2. Se esperan niveles inferiores de bacterias indicadoras y resistentes, asi como menores

riesgos asociados por la presencia de patdgenos en el agua de tomas domiciliarias y en el agua

para riego de Tecozautla, dado que el riego se realiza con agua subterranea.
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4. Estructura de la tesis

La tesis estd organizada en capitulos estructurados en forma de articulos en los que se
desarrollan cada uno de los objetivos particulares y sus resultados correspondientes. Cabe
aclarar que los datos de esta investigacion se generaron antes de la operacién de la Planta de
Tratamiento de Atotonilco de Tula por lo que, puede ser considerada como un estudio basal y
como punto de comparacion de la calidad del agua que circula en el Valle del Mezquital.

En el primer articulo se presenta la contaminacion por bacterias fecales en el agua de
tomas domiciliarias. Se investigd si Tula, Tlahuelilpan y Tecozautla, &reas agricolas bajo
estudio reciben agua de diferente calidad, de acuerdo con el tipo de agua utilizada para el riego.
Se trabajo bajo la hipotesis de que el agua residual infiltrada en el acuifero del Valle del
Mezquital ha contaminado las fuentes de abastecimiento y en consecuencia sus habitantes
reciben agua de dudosa calidad. Se esperaba la ausencia o en su defecto, conteos menores de
bacterias indicadoras de contaminacion fecal en el agua de Tecozautla, la cual es regada con
agua subterranea.

En el segundo capitulo se trabajé con la resistencia a antibidticos bajo la pregunta si las
E. coli presentes en el agua son productoras de beta-lactamasas, por lo tanto, resistentes a
antibioticos de espectro extendido. Se ha reportado que en el agua residual se propagan los
genes y las bacterias resistentes, de esta forma, se trabajo bajo la premisa de que en el agua
residual del Valle del Mezquital las E. coli son resistentes a mas de grupo de antibi6ticos y que
su perfil de resistencia es similar en el agua domiciliaria. De manera similar a la primera
prediccion se esperaba un menor nimero de E. coli resistentes en el agua de tomas domiciliarias

de Tecozautla, asi como en el agua subterranea destinada para el riego.
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Aunado a la contaminacion fecal y a la presencia de bacterias resistentes, se
cuantificaron patégenos en los diferentes tipos de agua, debido a que las bacterias indicadoras
no necesariamente indican su presencia. En el tercer y ultimo articulo se estimo el riesgo que
representan las E. coli patogenas, enterovirus, norovirus, C. parvum y G. lambia para los
individuos que estan en contacto con el agua a través de actividades domesticas y por el riego
agricola. La hipotesis que se plante6 fue un mayor riesgo para las personas que trabajan en la
agricultura dado que utilizan agua residual para el riego, seguido por las actividades domésticas
ubicadas en las cercanias de las areas regadas con agua residual.

Finalmente, se presenta una discusion general y las consideraciones finales derivadas

de los tres capitulos anteriormente descritos.
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5. Metodologia general

Para la obtencion de los resultados de cada uno de los capitulos se llevaron a cabo los métodos

que se enlistan a continuacion:

Articulo 1: La enumeracion de bacterias indicadoras se realizd con el procedimiento
estandar de filtracion a través de membrana (APHA, 2005). Ademas, se aislaron colonias de
E. coli que posteriormente fueron confirmadas por la técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR por sus siglas en inglés).

Articulo 2: Primero se utilizo filtracion a través de membrana para enumerar E. coli
productoras de beta-lactamasas, seguido del aislamiento de colonias para la determinacion del

perfil de resistencia a antibi6ticos e identificacion mediante paneles comerciales de MicroScan.

Articulo 3: Se determing la presencia y ausencia de cuatro patotipos de E. coli por PCR
multiplex. Por su parte, la cuantificacion de genomas virales se llevo a cabo mediante RT-
gPCR; y el conteo de quistes de protozoarios entéricos se realizd a través de microscopia de

inmunofluorescencia.
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6. Calidad del agua en hogares del Valle del Mezquital, México, zona irrigada con agua
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(2020). Household water quality in areas irrigated with wastewater in the Mezquital
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Resumen

En paises con economias emergentes, el agua residual para el riego contribuye a la recarga de
acuiferos. En el Valle del Mezquital, el area méas grande del mundo regada con agua residual,
la tasa de infiltracién ha aumentado 13 veces, por lo tanto, se asume que el agua residual ha
contaminado las fuentes de abastecimiento cercanas. Bacterias indicadoras de contaminacion
fecal fueron enumeradas en agua de tomas domiciliarias de dos areas regadas con agua residual,
Tula y Tlahuelilpan y un &rea regada con agua subterranea, Tecozautla. Durante 2016-2017
agua de tomas domiciliarias, agua residual y agua subterranea fue colectada y mediante
filtracion a través de membrana se determinaron coliformes fecales y enterococos fecales, asi
como Escherichia coli que fue confirmada por la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. Casi el 50% del agua de tomas domiciliarias presentd contaminacion fecal con

densidades de hasta 4.62 x 10* UFC/100 mL.
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Se observaron diferencias significativas en los conteos de las bacterias indicadoras del agua de
tomas domiciliarias de Tula y Tecozautla mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y de
Dunnett; el agua de tomas domiciliarias de Tula presentd los conteos méas elevados. Por su
parte, el agua residual de Tulay Tlahuelilpan presentaron conteos de seis ordenes de magnitud.
Los conteos fueron mayores cuando el cloro residual estuvo por debajo de 0.2 mg/L y bajo
condiciones de almacenamiento. Esta investigacion contribuye como un estudio base para
observar un mejoramiento con la nueva planta de tratamiento de Atotonilco de Tula. Es
fundamental que el riego con agua residual sea seguro y se lleve a cabo bajo estricta vigilancia

considerando la salud humana como una prioridad.
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Household water quality in areas irrigated with
wastewater in the Mezquital valley, Mexico
Nallely Vazquez-Salvador, Miguel Atl Silva-Magana,

Marco Antonio Tapia-Palacios, Manuel Mora-Lopez,

Eunice Félix-Arellano, Sandra Rodriguez-Dozal,

Horacio Riojas-Rodriguez and Marisa Mazari-Hiriart

ABSTRACT

Wastewater for irrigation in low- and middle-income countries can recharge aquifers and potentially
contaminate supply sources. The infiltration rate has increased 13-fold in Mexico’s Mezquital Valley,
the largest agricultural area wastewater-irrigated worldwide, thus we assume that wastewater had
contaminated supply sources. Fecal indicator bacteria (FIB) counts were enumerated in household
water of two wastewater-irrigated areas, Tula and Tlahuelilpan, and a groundwater irrigated area,
Tecozautla. During 2016-2017, household water, wastewater, and groundwater were sampled,
analyzing fecal coliforms, fecal enterococci, and Escherichia coli, following membrane filtration
procedures, and confirming the presence of E. coli by polymerase chain reaction. Nearly 50% of
household water contained fecal contamination of up to 4.62 x 10* CFU/100 mL. Significant
differences between FIB counts in household water from Tula and Tecozautla were observed by
Kruskal-Wallis and Dunnett tests. Household water samples from Tula contained highest FIB counts.
Wastewater from Tula and Tlahuelilpan contained counts of six orders-of-magnitude of FIB. Counts
were high when residual chlorine was <0.2 mgL " and underwater storage. This research serves as a
baseline to observe improvement with a newly installed wastewater treatment plant. Safe irrigation
wastewater reuse should be performed under strict surveillance, considering human safety a priority.
Key words | chlorination, fecal indicator bacteria (FIB), household water, Mezquital Valley, storage,
wastewater

HIGHLIGHTS

® Case study of the conditions that prevail in middle-income countries in rural areas where water
reuse is a common practice.

® Water for human use and consumption contained fecal indicator bacteria and potentially
pathogenic E. coli in wastewater-irrigated areas.

® Lack of chlorination and water storage contribute to FIB counts.

® \Wastewater treatment can aid in the improvement of water quality for irrigation and positively
influence water quality for human use and consumption.

® Processes taking place in the Mezquital Valley are relevant to support modification of the WHO
Guidelines for the use of wastewater excreta and greywater.
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INTRODUCTION

Wastewater is an alternative source for agricultural irriga-
tion and a sustainable solution for water scarcity (Asano
2005; Reznik ef al. 2019). Agriculture uses 70% of the planet’s
available drinking water, and the wastewater reuse would
aid in reducing water extraction (Nas ef al 2020). Since
sewage contains different chemical contaminants and
microorganisms, it should receive treatment for safe reuse
(Asano 2005). In high-income countries, water quality for
reuse has been improving, and irrigation is now a controlled
practice (Salgot & Folch 2018). However, countries such as
China, Mexico, Chile, and Peru still utilize wastewater for
agricultural irrigation. In low- and middle-income countries,
reuse is not planned, and wastewater can infiltrate through
the soil and incidentally contribute to the recharge of aqui-
fers (Foster & Chilton 2004).

There is evidence of wastewater infiltration into aqui-
fers in countries such as Syria, Peru, and Thailand;
Mexico is no exception, wastewater contributes to the
recharge of aquifers from Le6n, Guanajuato, and the Mez-
quital Valley, Hidalgo, north of Mexico City (Foster &
Chilton 2004; Lesser-Carrillo et al. 20m). The Mezquital
Valley is the largest agricultural area irrigated with waste-
water worldwide. For more than 100 years, nearly
90,000 ha have been irrigated with wastewater from the
Mexico City Metropolitan Area (MCMA). Irrigation is per-
formed by flooding, and the infiltration rate has increased
13-fold higher than the natural infiltration (Chdvez et al.
201). Wastewater can be incidentally treated during the
infiltration process, but the purification capacity of the
aquifers is unknown (Jiménez ef al. 2004). It varies accord-
ing to geologic materials and the specific conditions per
site (Lesser-Carrillo et al. 20m).

In the Mezquital Valley, the microorganism load in
wastewater is very high: up to 10 orders-of-magnitude
have been reported (Chavez et al. 2011; Fonseca-Salazar
et al. 2016). Therefore, infiltrated wastewater can poten-
tially contaminate aquifers, which may be used for
public supply. Humans can ingest microorganisms and
chemicals through the use and consumption of contami-
nated tap water, and this may become a health problem
(Foster & Chilton 2004).

At present, waterborne diseases continue to be a public
health concern (Hales 2019), especially in developing
countries. Over 59 million cases of gastrointestinal diseases
worldwide are caused by groundwater extracted for public
use (Murphy ef al. 2017). In Mexico’s Hidalgo State, nearly
29,500 cases of gastrointestinal diseases were reported by
the Epidemiological Bulletin between 2015 and mid-2018
(Direccién General de Epidemiologfa 2018). In the Mezqui-
tal Valley, Contreras et al. (2017) found that the prevalence
of diarrhea in children residing in communities exposed to
wastewater was 10%, two-fold higher than in non-exposed
communities.

Unfortunately, there is evidence of supply sources con-
taminated with fecal coliforms (FC), pathogenic bacteria,
and parasites, in addition to the contribution of chemical
contaminants in the Mezquital Valley (Downs et al. 1999;
Lesser-Carrillo ef al. 20m; Fonseca-Salazar et al. 2016).
Given this evidence, we investigated whether the inhabi-
tants of the Mezquital Valley receive contaminated water,
with fecal indicator bacteria (FIB) due to affected supply
sources. It is hypothesized that household water from irri-
gated with wastewater-irrigated areas contains more FIB
counts in comparison to areas irrigated with water of
better quality. The aim of this research was to quantify FIB
in household water in two areas irrigated with wastewater
in the Mezquital Valley, Tula and Tlahuelilpan and an
area irrigated with groundwater, Tecozautla.

METHODS
Study site

The Mezquital Valley in Hidalgo is located 100 km north of
the MCMA, three irrigation districts compose the Valley:
003 Tula, 100 Alfajayucan y 112 Ajacuba (Chavez et al.
20m). Tula, Tlahuelilpan, and Tecozautla were the municipa-
lities (counties) involved in this study. In 2017, operations
began in the Atotonilco-Wastewater Treatment Plant (Atoto-
nilcoo-WWTP), built to treat approximately 23,000 Ls !
(60%) of MCMA wastewater to provide treated wastewater
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to part of the irrigation districts of the Mezquital Valley
(SEMARNAT 2007). The sampling design was based on
the AtotonilcoWWTP initiating its operation in 2016;
nevertheless, this did not occur until December 2017.
Despite this, we distinguished the areas that would receive
treated wastewater from those that will not. Tula was irri-
gated with wastewater at the sampling time and was
supposed to receive treated wastewater for irrigation from
the Atotonilco-WWTP. Tlahuelilpan municipality was irri-
gated with wastewater and will not receive water from the
Atotonilco-WWTP. Finally, in Tecozautla, groundwater
from extraction wells is used for irrigation, located 200 km
from the MCMA (Figure 1).

-99 -99

99 -9 99 -9 99 99 99 B
Coordinate System: WGS 1984 UTM Zone [4. Datum: WGS 1984, Projection: Universal Transverse Mercator.

Household selection

We obtained the approvals of the Ethics, Research, and Bio-
safety Committee of the National Institute of Public Health-
Mexico (INSP-México), as well as from the health authority
of the State of Hidalgo. This research forms part of a larger
epidemiology-based project in which a survey was applied in
880 households, gathering information in the incidence of
diarrhea in children under 5 years of age in the Mezquital
Valley, where our sampling was based. Households where
at least one child under 5 years was recorded with diarrhea
and was referred as a case. For each case, a household was
identified in the neighboring blocks with a child under 5

Legend i

| Mexico

20

| Hidalgo State t
# Atotonilco

Tlahuelilpan
w22 lrrigation districts
FIB in households

O Absence
. Presence a

0

2 2 9 99
Author: Nallely Vizquez Salvador

Figure 1 | Counties involved in this study, Tula and Tlahuelilpan irrigated with wastewater and Tecozautla irrigated with groundwater, located in the State of Hidalgo, Mexico.
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years of age without diarrhea, this referred to as control. We
randomly select a subsample of these households regarding
the same number of cases and controls.

Household and irrigation water sampling

Monitoring consisted of three sampling campaigns from
November 2016-May 2017, June-July 2017, and October-
December 2017. In both Tula and Tlahuelilpan, 10 house-
hold water samples were collected during each sampling
campaign. Due to a lower proportion of diarrhea in Teco-
zautla, four household water samples were collected
during the first and second campaigns. In the third sampling
campaign, we analyzed 15 additional households to increase
the sample number. A total of 85 household water samples
were taken at the three sampling locations. Irrigation
water was collected simultaneously during each sampling

Agricultural area

Household water

‘Wastewater

Tula: Will be
irrigated with
treated wastewater

Tlahuelilpan: Will
not be irrigated
with treated
wastewater

15 addition
samplesin the
yﬁ\y‘\ third sampling

campaign

fih)

Groundwater
Tecozautla:

Irrigated with

Three wells
groundwater €

Water for irrigation

Composite samples
Two canals per site

event. We monitored wastewater from four irrigation
canals; two in Tula and two in Tlahuelilpan. In Tecozautla,
groundwater from three different irrigation wells was col-
lected; a total of 20 irrigation water samples were
collected (Figure 2).

Samples were collected in sterile polypropylene bottles.
In the households, we took 1 L of tap water, and when this
was not possible, we collected stored water due to the inter-
mittent water service supply in the zone, better known as
tandeo (distribution of water by turns). In some cases,
there was a hose connected to the tap; therefore, water
was taken from the hose, which is the water used within
the household. In areas receiving wastewater, we collected
250 mL at three points along each canal and then mixed
them to prepare a composite sample. In Tecozautla, we col-
lected 1 L of groundwater directly from the extraction wells.
All sites were sampled and analyzed in triplicate. We kept

Legend

Case

Control
Wastewater canals

Extraction wells

pole»

Atotonilco-Wastewater Treatment Plant

Water samples analyzed

Sampling
I 2 3
Water type Area n n n N Total
Tula 10 10 9 29
Household water Tlahuelilpan 10 10 9 29
7 Tecozautla 4 4 19 27 85
Wastewater Tula 2 2 2 6
Tlahuelilpan 2 2 2 6
Groundwater Tecozautla 3 32 8 2
105

Figure 2 | Sampling design scheme showing households in each agricultural area. An equal number of cases and controls of diarrhea in children under 5 years of age were taken, and

irrigation water was collected simultaneously.
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the samples in coolers (4 °C) until their processing in the
laboratory (~24 h or less).

Physicochemical and bacteria measurements

To describe water quality in all water types, we recorded the
following in situ: temperature (°C), pH, dissolved oxygen
(DO) (mg L), electrical conductivity (uS cm™?), total dis-
solved solids (TDS) (mg L), and turbidity (NTU) using a
YSI EX02 Multiparameter Water Quality Probe (Yellow
Springs, OH).

Other variables, such as location and residual chlorine,
were registered for each household. For household water
only, we measured residual chlorine using a DR 2800
(Loveland, CO). Residual
chlorine records were classified according to Mexican Regu-
lation NOM-127-SSA-1994 (DOF 2000), which established
an acceptable interval of 0.2-1.5 mg L', Values below this
interval were classified as ‘do not meet’, while values falling
within the interval were classified as ‘meet’.

In the laboratory, we enumerated the following FIB: FC,
fecal enterococci (FE), and Escherichia coli, following stan-

model Spectrophotometer

dard membrane filtration procedures (APHA 2005).
E. coli polymerase chain reaction confirmation

DNA extraction was performed applying the boiling proto-
col to confirm E. coli by polymerase chain reaction (PCR)
(Dashti et al. 2009). The primers Fw-5-ATGGAATTTCGCC-
GATTTTGC-3' and Rv-5-ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC-3
at 1 mM initial concentration were used to amplify the
gene uidA, a conserved region of E. coli (Heijjen &
Medema 2006). Amplification conditions were included
with an initial activation step at 95°C for 3 min, 30 dena-
turation cycles at 95°C for 30s, annealing at 60 °C for
30s, extension at 72°C for 30s, and final elongation at
72 °C for 5 min. Amplicon size was 200 base pairs.

Statistical analysis

A Kruskal-Wallis test to observe differences of FIB counts
between areas was applied. Later, we performed a post hoc
test (Dunnett test) to recognize these areas. The paired com-
parisons

performed were the following: Tula versus

Tecozautla and Tlahuelilpan versus Tecozautla. We also ran
paired comparisons between FIB counts in stored water
versus non-stored water (tap water or from a hose connected
to the tap) by the Mann-Whitney U test. All statistical results
were significant at an o of <0.05. All analyses were carried
out in RStudio program suite ver. 1.2.5001 statistical software.

RESULTS
Physicochemical parameters

Physicochemical parameters measured in household water
samples showed average values of 18.7 °C for temperature,
a pH of 7.4, and DO of 6.7 mg L. EC, TDS, and turbidity
were higher in Tula, presenting average values of 1,790.8
pSem !, 13334 mgL ! and 15.9 NTU. In Tlahuelilpan,
EC and TDS were also elevated (1,673.4 uS cm ' and 1,273
mg L™'), while in Tecozautla, mean values of 1,288.2
uScm ! and 9136 mgL ! were recorded for EC and
TDS, respectively.

For wastewater, mean values for temperature, pH, and
DO of 17.6°C, 7.6, and 2.1 mg L' were recorded, respect-
ively. Values for EC and TDS were similar to those of
household water (1,430 pScm™! and 1,103.5mgL™!),
while turbidity was 86.4 NTU.

In groundwater, temperature, pH, and DO were higher
than in other water types, presenting mean values of
214°C, 8.1, and 7mg L', unlike the pattern observed in
household and wastewater, which demonstrated lower aver-
age values of EC and TDS (670.9 uS cm ! and 468.2 mg L™ 1).

Residual chlorine in household water was measured
between 0 and 0.96 mg L', Lowest values of chlorination
were observed in Tula, while in Tlahuelilpan, highest con-
centrations were recorded. Media values of 0.05, 0.25, and
0.17 mg L ! for Tula, Tlahuelilpan, and Tecozautla, respect-
ively, were measured. According to the NOM-127-SSA-
1994-based classification, ‘do not meet’ (residual chlorine
<02mgL ') and ‘meet’ (between 0.2 and 1.5 mg L™ %), 27
household water samples from Tula do not comply with
the NOM and only two samples fell within the rec-
ommended range. In Tlahuelilpan, 15 household water
samples do not meet and 14 meet the regulation, while in
Tecozautla, 20 samples do not meet and 7 met the
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regulation. FIB counts were higher when residual chlorine
was below 0.2 mg L ! (Figure 3).

FIB and E. coli PCR

Overall, the household water analyzed from the three areas
involved contained fecal contamination; 46, 35, and 38% of
the samples were positive for FC, FE, and E. coli.

The presence of E. coli was confirmed in 82% of the
positive household water samples by molecular methods.
In the case of wastewater and groundwater, E. coli was con-
firmed in 100% of the positive samples.

Household water FIB: comparisons among areas

The Kruskal-Wallis test revealed significant differences in
FIB among the three areas (p-value® =1.43x 10 '°, 2.65 x
10°°, and 4.48 x 10 ® for FC, FE, and E. coli, respectively).
The Dunnett test was also performed and showed that
Tula behaves differently from Tecozautla, presenting
higher FIB counts and a p-value®=0.01, 0.0006, and 0.005
for FC, FE, and E. coli, respectively. In contrast, this pattern
was not observed in the comparison between Tlahuelilpan

versus Tecozautla (p-valueb:0.99, 0.98, and 0.99 for FC,
FE, and E. coli, respectively); fecal contamination in both
areas was similar, despite irrigation practices with ground-
water in Tecozautla (Table 1).

For all areas, the FIB group with the majority of counts
was FC followed by E. coli and, at a lesser proportion, FE
(Figure 3). Minimal values for all FIB groups were zero or
not detected (<1 CFU/100 mL), while maximal FIB counts
were between one or two orders-of-magnitude. Highest
FIB counts were in households located in Tula followed by
Tecozautla, and lowest contaminations were found in
households from Tlahuelilpan (Figures 1 and 4).

The Mann-Whitney U test suggested high counts of FIB
when the water is stored, and exhibited a decrease of FIB in
tap or hose water, with significant differences observed for
the three FIB groups. For FC, p-values=1.66x 10 °® and
834x10° were estimated for the paired comparisons:
stored water versus tap water, and store water versus hose
connected to the tap. For FE, p-values=5.58x 10 > and
8.73x10°° were computed, while for E. coli, p-values =
1.59%x10°° and 4.66x10° were calculated for stored
water versus tap water as well as for stored water versus
hose water, respectively.

O 4
g
o
o
S s FIB
6 E Fecal coliforms
= N=85
e o Fecal enterococci
e 3 N=85
= E-:] E. coli
< N=85
=
o
> |
an)
—_—
(a9

0 TR e T T T

Do not meet Meet

Figure 3 | FIB counts according to the comparison of residual chlorine with NOM-127-S5A-1994 (DOF 2000). Meet: 0.2-1.5 mgL™~"; Do not meet: below 0.2 mgL .
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Table 1 | Parameters for FIB counts reported in Colony Forming Units per 100 mL in household water samples

GM Min Max
Variables Area N (CFU/100 mL) SD p-value® p-value”
FC Tula 29 194 ND 4.6x10* 467.8 1.43x107'° 0.01
Tlahuelilpan 29 19 ND 2771 6.1 0.99
Tecozautla 27 4.3 ND 750.8 228
FE Tula 29 45 ND 825.6 7.0 2.65x107° 0.0006
Tlahuelilpan 29 14 ND 344 1.9 0.98
Tecozautla 27 2 ND 54.8 14
E. coli Tula 29 74 ND 1.7x10* 350.9 4.48x10°® 0.005
Tlahuelilpan 29 1.3 ND 783 0.76 0.99
Tecozautla 27 35 ND 823 4.7
Note: GM, geometric mean; SD, standard deviation; ND, not detected.
Bold values represent significant differences.
Detection limit <1 Colony Forming Unit (CFU).
“p-value obtained by Kruskal-Wallis test for the comparison between areas.
“p-value obtained by Dunett-test for paired comparisons.
5
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Figure 4 I Boxplot indicating FIB count per area, individual results are shown with points. N per area is detailed. It observed that household water samples from Tula contained the highest

FIB counts.

Irrigation water comparisons

In general, we found geometric means in wastewater of
3.63%x10° 1.56x10° and 3.02x10°CFU/100 mL for
FC, FE, and E. coli, respectively. The specific values for
wastewater analyzed in Tula and Tlahuelilpan are
reported in Table 2. For groundwater, we found geo-
metric means of 1.2, 1.2, and 1.3 CFU/100 mL for FC,

FE, and E. coli, respectively. Due to this apparent differ-
ence between wastewater and groundwater, we did not
perform a statistical test between these types of water.
We contrasted only the areas irrigated with wastewater
by means of the Kruskal-Wallis test and observed that
these bacterial counts were not significantly different, in
that they fall within the same orders-of-magnitude
(Table 2).
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Table 2 ] Parameters for FIB counts reported in Colony Forming Units per 100 mL in water for irrigation

GM Min Max
Variables Area N (CFU/100 mL) sD p-value
FC Tula 6 3.9x10° 4.1x10* 2.4x107 14 x10° 0.28
Tlahuelilpan 6 3.4x10° 6.5%10° 1.6x107 1.6x10°
Tecozautla 8 1:2 ND 31 0.3
FE Tula 6 14x10° 2.2x10* 1.5x10° 8.9x10* 0.71
Tlahuelilpan 6 1.7x10° 2.6x10* 6.2x10° 7.1x10*
Tecozautla 8 1.2 ND 3.7 0.6
E. coli Tula 6 3.5x10° 3.9x10* 2.2%107 2.8x10° 0.48
Tlahuelilpan 6 2.6x10° 4.8x10° 1.6x107 1.1x10°
Tecozautla 8 1.3 ND 19.5 59

Note: GM, geometric mean; SD, standard deviation; ND, not detected.
Detection limit, <1 Colony Forming Unit (CFU).

DISCUSSION

Clean water and sanitation are part of the 2030 Agenda for
Sustainable Development. We gathered evidence that, in the
agricultural area studied where wastewater is used for irriga-
tion, there is no guarantee of access to clean water although
the latter comprises a sustainable development goal and a
human right for living under safe environmental conditions
(United Nations 2015).

Physicochemical parameters for household water can be
compared with Lesser-Carrillo et al. (20m), who measured
TDS from supply sources showing similar values. In both
studies, the Maximum Permissible Limits (MPL) of NOM-
127-SSA1-1994 (DOF 2000) for TDS are exceeded (MPL =
1,000 mg L ). Other parameters included in this regulation
are pH and turbidity; in our study, pH was 7.4, which met
the MPL (between 6.5 and 8.5), which is similar to that
reported by Lesser-Carrillo ef al. (2011). Turbidity in Tula
was 15 NTU, above the MPL of 5 NTU. Temperature and
EC were also similar to those reported by Lesser-Carrillo
et al. (201r) (18.7 °C, and values greater than 1,000 uS cm %),
but these are not included in NOM-127-SSA1-1994. Some of
these parameters evidence the degradation of supply sources
and household water.

According to the limits established by Mexican Official
Regulation NOM-127-SSA1-1994 (DOF 2000), FC or
E. coli must be absent in water for human use and consump-
tion; however, we found 46 and 38% of household water
samples with these indicators. In a previous study in the

area serving for pilot sampling, the results demonstrated
other percentages of contamination in household water,
including 25% of samples positive for FC and 8% of samples
positive for E. coli (Contreras ef al. 2017). Therefore, we can
state that the water presented poor quality if we consider
FIB, as well as confirmed potentially pathogenic E. coli.
This outcome supports the idea that at least one-quarter of
the water for human use and consumption in low- and
middle-income households may be contaminated by fecal
material, a proportion that is in agreement with the
suggested level of Bain ef al. (2014), a topic of inequity and
environmental justice.

Household water quality is worse in Tula compared
with Tlahuelilpan and Tecozautla (Figure 4). This result
was consistent with our hypothesis that household water
from areas irrigated with wastewater contained higher FIB
counts, an issue that must be considered in areas with waste-
water reuse for irrigation worldwide. However, the FIB load
was similar in Tlahuelilpan and Tecozautla irrigated with
wastewater and groundwater, respectively (Table 1). The
similar pattern between these latter areas demonstrates
that fecal contamination is common in the entire region,
an issue to be considered by the Ministry of Health auth-
orities. These data confirm that the influence of infiltrated
wastewater flowing into the aquifer, which is well documen-
ted (Downs et al. 1999; Foster & Chilton 2004; Lesser-
Carrillo et al. 20m), represents a threat to the inhabitants
of the Mezquital Valley. The Mexican Regulation focuses
on contaminants in wastewater discharged into national
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water bodies (NOM-001-SEMARNAT-1996, DOF 1997), and
a limit of 1,000 FC/100 mL is considered. FC loads of
>1,000 CFU/100 mL were found and reported in this
study (Table 2), supporting evidence that the Mezquital
Valley aquifer received discharges of these above the
allowed limits, which exerts a negative impact on recharge
and water quality for irrigation. The Atotonilco-WWTP
operation will change the conditions of the irrigation
water, but it will take a long time to observe its benefits in
irrigated soils and aquifers, which means an improvement
in livelihoods among the farmers in the Mezquital Valley.
This research serves a baseline for observing such an
improvement.

Currently, wastewater for irrigation is not safe: bacterial
counts were very high, above 7 logs of FC and E. coli, and
between four and six orders-of-magnitude for FE (Table 2).
During the pilot sampling for irrigation wastewater, geo-
metric means of CFU/100 mL of 1.13x107, 7.65x 10,
and 2x10° for FC, FE, and E. coli were enumerated,
while geometric mean counts of groundwater for irrigation
were FC=263 FE=157, and E. coli=6.44 CFU/
100 mL, as reported in the pilot sampling (Contreras et al.
2017). Counts were similar in the pilot study as well as in
the reported sampling campaigns. Our findings support
what has been reported in other studies, in which very
high values of FIB have been observed (Chavez et al. 2011
Fonseca-Salazar ef al. 2016). According to World Organiz-
ation Health (WHO) recommendations, wastewater for
irrigation must be below 1,000 E. coli per 100 mL (WHO
2006), thus representing a threat for the inhabitants of the
Mezquital Valley.

Due to that household water samples were collected at
the point of use, it is difficult to follow the source of contami-
nation, and the comparison was not sufficient among areas
that irrigate with different types of water. Therefore, we con-
sider that the fecal contamination that occurred in
household water can be multifactorial.

Of the three areas, household water quality was worst in
Tula. Currently, it should be irrigated with treated water
from the Atotonilco-WWTP. However, the Plant was not
operating when sampling was carried out, and irrigation
was still performed with wastewater. Exposure to waste-
water could be affecting household water quality, along
with the lack of chlorination. In addition, it is necessary to

consider that Tula is the most urbanized of the three areas
and it is immersed within an industrial area with a petro-
chemical plant and several cement industries. It is
probable that there is a negative influence on water quality
and a worse environmental health state due to a higher
number of inhabitants (109,093 inhabitants versus 37,674
in Tecozautla; INEGI 2015) because a higher amount of
local sewage is generated.

In contrast, water quality did not present a significant
difference between Tlahuelilpan and Tecozautla, in contrast
with our initial prediction. This pattern has been already
found and was reported by Falkenberg and collaborators
(2018), who also worked in agricultural areas irrigated with
different water types (wastewater, surface water, and
groundwater as control). These authors did not find a signifi-
cant difference in E. coli counts in any of the areas.
Tlahuelilpan and Tecozautla are more agriculturally
oriented than Tula. The number of inhabitants is lower in
Tlahuelilpan than in Tecozautla (19,389; INEGI 2015),
which we suggest contributes to the better water quality
recorded in Tlahuelilpan. Additionally, our records indi-
cated higher concentrations of chlorine, which could
influence the reduction of microorganism counts.

Tecozautla is a rural area that has more limited health
and sanitation services and, in general, more precarious con-
ditions. Its inhabitants ingest the household water, a
situation representing a risk since it is contaminated with
fecal material and E. coli. The inhabitants from Tula and
Tlahuelilpan consume bottled water, of unknown origin
and quality; therefore, it would be necessary to evaluate
the level of fecal contamination in the bottled water.

According to our field data, low levels of residual chlor-
ine were recorded in household water, chlorine is the local
primary disinfection treatment for water supplied for
human use and consumption. In Mexico, NOM-127-SSA1-
1994 establishes a concentration between 0.2 and
15mgL ™! as an acceptable interval for residual chlorine
in household water (DOF 2000). Unfortunately, we found
lower levels of residual chlorine in household water samples
(Min-Max: 0-0.96 and a mean of 0.14 mg L™'). We think
that the high bacterial counts recorded in household water
occurred due to the lack of chlorination (Figure 3). It is poss-
ible that there is not an appropriate system of disinfection in
any of the study areas. Thus, bacteria and other
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microorganisms are not eliminated and can be ingested by
the inhabitants of these areas.

Another factor that exerted an effect on water quality
was storage, which is associated with intermittent water
service. The three areas present a non-continuous (intermit-
tent) water distribution service (denominated tandeo), and a
partial supply of water occurs in low- and middle-income
countries, as described by Brown ef al. (2013). Storage is a
procedure that persons require when the water supply is lim-
ited; water is stored during variable periods and, in general,
under non-controlled conditions (uncovered storage recipi-
ents); as a consequence, bacterial regrowth can occur
(Falkenberg et al. 2018).

The presence of animals is important in the study areas
because nearly 80% of households have pets or farm animals,
which can contribute to fecal contamination. According to
Gerba (2015), the FC load is different in animal feces, for
example, ducks can excrete up to 3.3x 107 CFU/g feces.
On the other hand, a high proportion of solid wastes (gar-
bage) on the floor of households (75%) and surroundings at
the time of our visit was observed, an indicator of deficient
cleanliness. Clean hands were observed in 86% of persons
who gave us access to their household. Falkenberg et al.
(2018) attributed a mitigation effect to good practices of
hygiene and good hand-washing behavior because of their
function as barriers that control waterborne diseases. The
authors suggest that hands comprise a contamination path-
way due to their contact with water. Therefore, hand
washing and hygiene are fundamental.

CONCLUSION

General conditions that do not guarantee safe water and
sanitation were observed, including not meeting NOM-
127-SSA1-1994, insufficient chlorination levels, intermit-
tent water service, and poor intrahousehold water-
management practices. Appropriate provision from
supply sources, adequate disinfection of drinking water,
and better sanitation measures, along with integrative pro-
grams on sanitation and hygiene as well as community
education, would be strategies for reducing the conse-
quences of contaminated water. These proposals would

aid in improving water quality in the studied areas and

are strategies that would enhance water and living con-
ditions by reducing waterborne diseases. A definite
recommendation lies in the enhancement of the chlori-
nation system and the avoidance of a shortage of water
supply or storage under controlled conditions. In the
household, individuals should cover recipients in case of
water storage and disinfect this water before human
consumption.

Moreover, we strongly recommend improving waste-
water quality prior to its reuse in the Mezquital Valley,
which receives inadequate water quality. This situation may
improve over time through the operation of the Atotonilco-
WWTP in the State of Hidalgo, a process that should be mon-
itored to follow the changing conditions. As noted,
improvement should be observed over time. Our prediction
is that improvement will not be observed immediately, in
that there is an accumulation of organic matter, microorgan-
isms, and chemicals in the soil, in sediments, and in the
irrigation canals, as well as in the different soil layers through
which the water infiltrates. Finally, it is necessary to know the
risk for humans because water contains high bacterial den-
sities and the potential presence of pathogens. A real
improvement of water quality, discharge control, and safe
reuse oriented toward risk reduction, in addition to the pre-
viously mentioned elements, will guarantee access to safe
water and access to sanitation services and hygiene. This
should represent an improvement in the area that could con-
tribute toward Sustainable Development Goal number 6
when reusing wastewater for irrigation and related to clean
water use in the area. The Mezquital Valley is a reference
place for water reuse practices related to public health
issues, due to its dimensions and period of water reuse can
be considered as a natural laboratory. The environmental
health conditions in the Mezquital Valley represent a topic
of interest for the World Health Organization for its update
of the Guidelines for the Safe Use of Wastewater, Excreta,
and Greywater from 2006, in that water reuse is and will
become a common practice worldwide.
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Resumen

La resistencia antimicrobiana actualmente es una preocupacion a nivel mundial y las matrices
ambientales representan una fuente potencial de bacterias resistentes. Para el afio 2050, 10
millones de casos seran fatales debido a esta causa. En esta investigacion se realizaron tres
muestreos de agua de tomas domiciliarias y agua para riego durante 2016 y 2017 en el Valle
de Mezquital, Hidalgo. Se enumer6 y determiné el perfil de resistencia de Escherichia coli
productora de beta-lactamasas de espectro extendido. De acuerdo con el ensayo de MicroScan
se observa resistencia a 14 antibioticos y el 3.4% de las muestras correspondi6 a Citrobacter
freundii. Se presentd un perfil de resistencia similar entre el agua domiciliaria y el agua
residual, lo que sugiere la transferencia de bacterias resistentes a fuentes de abastecimiento y
al punto de uso (p>0.05). Tratar las aguas residuales, establecer estandares y evaluaciones de

riesgo es esencial para mitigar los efectos negativos del uso desmedido de antibidticos.
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Resumen

Objetivo: Establecer el perfil fenotipico de la resistencia de Escherichia coli productora de
beta-lactamasas de espectro extendido en muestras de agua de tomas domiciliarias y de agua
para riego de dos areas agricolas del Valle del Mezquital, Hidalgo. Material y método: Tres
muestreos durante el ciclo anual 2016-2017. Se cuantifico E. coli en el medio CHROMagar
ESBL®, posteriormente se aislaron colonias, se determind su perfil de susceptibilidad
antimicrobiana mediante MicroScan y se identificaron. Se compararon los perfiles de la
resistencia en ambos tipos de agua mediante una t de Student. Resultados: Se observo
resistencia a 14 antibioticos y el 3.4% de las muestras correspondio a Citrobacter freundii. Se
observo un perfil similar de resistencia entre los aislamientos del agua domiciliaria y del agua
residual (p>0.05). Conclusiones: Se sugiere la transferencia de bacterias resistentes de agua
residual a las tomas domiciliarias, lo que suma a la evidencia de la probleméatica ambiental y
refuerza la necesidad de tratar eficientemente las aguas residuales. Establecer estandares y
hacer evaluaciones de riesgo es esencial para mitigar los efectos negativos al ambiente y a las

poblaciones animales y humanas.

Palabras clave: agua; resistencia a antibiéticos; Escherichia coli; beta-lactamasas de espectro

extendido; ESBL
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Abstract

Objective: Establish the phenotypic resistance profile of Escherichia coli producer of extended
spectrum beta-lactamases (ESBL) in household water and irrigation water from two
agricultural areas from the Mezquital Valley, Hidalgo. Material and methods: Three
sampling campaigns during the annual cycle 2016-17. It was quantified E. coli on the
CHROMagar ESBL® media, colonies were isolated, their identification and susceptibility
profile were determined by MicroScan, and they were identified. It was compared the
resistance in both water types by a Student’s t-test. Results: Resistance to 14 antibiotics was
observed, 3.4% of samples corresponded to Citrobacter freundii. In both, the isolation of
household water and wastewater showed a similar resistance pattern (p>0.05). Conclusions:
The transference of resistant bacteria from wastewater towards supply sources and households
IS suggested, which adding evidence to environmental issues and reinforcing the need to treat
wastewater appropriately. Guidelines and risk assessments are essential to mitigate the effects

negatives on environment and human and animal populations.

Key words: water; antibiotic resistance; Escherichia coli; extended spectrum beta-lactamases,

ESBL
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Introduccion

La resistencia antimicrobiana es un reto mundial que afecta a la salud publica, animal y
ambiental. Los antimicrobianos son una opcion terapéutica para combatir enfermedades
infecciosas; sin embargo, los agentes patdgenos han desarrollado mecanismos para evadir la
accion de estos compuestos. Aunque los virus, protozoarios y hongos también han desarrollado
resistencia, el problema es mas grave para el caso de las bacterias®.

En términos de salud puablica, el estado de la resistencia es desalentador, de acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud para el afio 2050, 10 millones de muertes podrian ser
ocasionadas por la resistencia antimicrobiana?. Para ese afio se estiman costos de salud globales
hasta de $1.2 billones de ddlares, equivalentes a $23,962 millones de pesos mexicanos®.
Ademas, en Estados Unidos cada afio mueren 35, 000 personas a causa de la resistencia a
antibidticos y se adquieren mas de 2.8 millones de infecciones®.

El aumento de la resistencia podria ser mas alarmante en paises con economias
emergentes, debido a la falta de control en la prescripcion de antibidticos, por pacientes que no
completan sus tratamientos o por la automedicacion, una practica bastante comin en paises en
vias de desarrollo®. Seguramente este evento se ha agravado durante la emergencia sanitaria,
por las evidencias que describen un abuso en el uso de los antibi6ticos®. Esto sin duda impactara
negativamente con el incremento de bacterias resistentes a antibidticos (Antibiotic Resistant
Bacteria, ARB por sus siglas en inglés) en hospitales y en el ambiente. Ademas, el uso
desmedido que se da en otros sectores productivos como la ganaderia y la agricultura empeora
el escenario y para enfrentarlo es necesario el enfoque de Una Salud o One Health en inglés,
una vision conjunta que involucra la relacion entre salud humana, animal y ambiental®.

El estudiar como ocurre la transferencia de ARB en diferentes matrices ambientales es
importante para prevenir su diseminacion’. Una de las matrices que favorece la propagacion

de la resistencia es el agua residual, ésta contiene farmacéuticos no metabolizados, genes de

52



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

resistencia y comunidades bacterianas que interacttan entre si, lo que permite la seleccion de
bacterias resistentes y su reproduccion®. A nivel global, el 80% de las aguas residuales son
vertidas directamente a los cuerpos de agua y en México solo se trata el 40%, con una eficacia
cuestionable®®, Estas condiciones propician la descarga de ARB al ambiente a través de
desechos urbanos, hospitalarios, industriales y veterinarios, principalmente en paises con
economias emergentes®?,

Al igual que las instalaciones hospitalarias, los sistemas acuaticos son reservorios de
bacterias resistentes a antibioticos, las cuales son cada vez mas frecuentes en el ambiente!?!3,
Las ARB mas comunes en cuerpos de agua son Enterococcus spp., Aeromonas spp.,
Pseudomonas aeruginosa y miembros del grupo de las Enterobacteriaceae, tales como:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp. y Citrobacter spp't!4. Las
enterobacterias tienen la capacidad de producir beta-lactamasas de espectro extendido o de
amplio espectro (Extended-Spectrum Beta-Lactamase, ESBL por sus siglas en inglés), enzimas
que les confieren resistencia a los beta-lactamicos®®. Los brotes ocasionados por bacterias
productoras de ESBL se han reportado desde los afios 80 y han sido reconocidas como uno de
los grupos de mayor relevancia clinica®® %2,

Las beta-lactamasas son capaces de hidrolizar compuestos como las penicilinas y
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion*. Existen diferentes métodos clinicos
para su deteccion, los cuales se han empleado en muestras ambientales!!. Los métodos estan
basados en la deteccion de la produccién de ESBL y en la valoracién de su resistencia a los
diversos grupos antimicrobianos. Valoracion que puede realizarse mediante el empleo de
métodos comerciales, como los paneles de MicroScan, con los que realizan las pruebas de
susceptibilidad a antibidticos basadas en puntos de corte que abarcan el intervalo de interés
clinico*. Asimismo, permiten la identificacion bacteriana con base en cambios de pH, la

utilizacion de diversos sustratos y el crecimiento en presencia de antimicrobianos®’.
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Dada la importancia de las ARB en el ambiente, el objetivo fue establecer el perfil
fenotipico de la resistencia de Escherichia coli productora de beta-lactamasas de espectro
extendido en muestras de agua de tomas domiciliarias y de agua para riego de dos areas
agricolas del Valle del Mezquital, Hidalgo. Un sistema altamente deteriorado en México, pues
recibe el agua residual generada en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México y a pesar
de ello es aprovechada en la produccion agricola'®. Un perfil similar entre el agua de tomas
domiciliarias y el agua residual era esperado por el posible contacto entre ambos tipos de agua,

y como punto de comparacion se realizaron mediciones en un area regada con agua subterranea.

Meétodos de campo

Muestreo

Durante el periodo anual de 2016 a 2017 se realizaron tres muestreos de agua de tomas
domiciliarias, agua residual y agua subterranea en el Valle del Mezquital, Hidalgo. Un total de
105 muestras fueron colectadas y procesadas en el Laboratorio Nacional de Ciencias de la
Sostenibilidad del Instituto de Ecologia, UNAM.

Respecto al agua de tomas domiciliarias, éstas fueron recolectadas en dos areas: una
regada con agua residual y otra con agua subterranea. Se colectaron 20 muestras en la primera
y cuatro en la segunda, pero con el fin de igualar el nimero de muestras entre areas se agregaron
15 domicilios en el tercer muestreo. El agua para riego incluyé agua residual de cuatro canales
diferentes y agua subterranea proveniente de tres pozos de extraccion. Durante los tres
muestreos se visitaron los mismos domicilios, canales y pozos; no obstante, para el tercer

muestreo se perdié el acceso a dos domicilios y a un pozo.
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Enumeracion de presuntivas Escherichia coli productoras de ESBL y preservacion
Todas las muestras de agua fueron analizadas por el método de filtracion a través de
membrana®®. Brevemente, se procesaron 100 mL de agua de tomas domiciliarias y de agua
subterranea. Se hicieron diluciones seriadas 1:10 del agua residual y se analizaron 10 mL de
cada dilucion. El agua se filtré a través de membranas de ésteres mixtos de celulosa con un
poro de 0.45 pm (Millipore, Darmstadt, Alemania). Las membranas se transfirieron
asépticamente a cajas de Petri que contenian el medio de cultivo CHROMagar suplementado
con antibioticos (CHROMagar ESBL, Paris, Francia) y se incubaron a 37°C durante 18 horas.
Las colonias con morfologia malva se consideraron E. coli ESBL presuntivas y los
conteos se expresaron en Unidades Formadoras de Colonia por cada 100 mL (UFC/100 mL).
Todas las muestras se analizaron por triplicado. De las muestras positivas a colonias malva,
estas se transfirieron a tubos individuales que contenian el medio liquido Luria Broth (Becton,
Dickinson, México), se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas y se preservaron con glicerol

al 50%, a -80°C.

Pruebas de susceptibilidad

Las aislados preservados con glicerol se descongelaron a temperatura ambiente y se sembraron
por segunda vez en el medio CHROMagar ESBL para verificar la morfologia. Se descartaron
las aislados en las que no se corrobord la morfologia malva. Un total de 59 aislados (28 de agua
de tomas domiciliarias y 31 de agua residual) se analizaron en la Facultad de Medicina de la
UNAM utilizando los paneles comerciales MicroScan Neg Combo Panel Type 68 (Siemens
Healthcare Diagnostics) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se incub6 un aislado
por panel a 37°C durante 18 - 24 horas. Se registr6 como la concentraciéon minima inhibitoria

(CMI), la concentracidn antimicrobiana mas baja que muestra inhibicién del crecimiento.
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Perfil de resistencia e identificacion

La interpretacion de los paneles se basé en la determinacion de la concentracion del
antimicrobiano que mostré inhibicidn del crecimiento. El perfil se clasifico como susceptible
cuando hubo inhibicion del crecimiento bacteriano; susceptibilidad intermedia cuando hubo
crecimiento en la concentracion baja e inhibicién en una mayor concentracion; y resistente
cuando se observé crecimiento en todas las concentraciones del antimicrobiano. La
identificacion de los microorganismos se realiz6 con el programa Biotype Lookup en el Labpro
Information Manager, lo que permitié corroborar la identificacién presuntiva en el medio

CHROMagar ESBL.

Analisis de datos
Para observar la similitud de los perfiles de resistencia a cada uno de los antibidticos en agua
de tomas domiciliarias y agua para riego se realizaron tres pruebas de t de Student en RStudio

Version 1.3.1093.

Resultados

Enumeracion de Escherichia coli ESBL presuntivas

En 25/105 (24%) de las muestras de agua se detectd la presencia de E. coli en el medio de
cultivo CHROMagar ESBL, obteniéndose un total de 62 colonias que fueron conservadas en
glicerol. Sin embargo, después de la descongelacion sélo se recuperaron 59 (95%) aislados
correspondientes a 22 muestras (13 de agua de tomas domiciliarias y 9 de agua residual). No
hubo crecimiento de E. coli ESBL en las muestras de agua subterranea (Cuadro 1). La densidad
de E. coli fue mayor en el agua de tomas domiciliarias correspondientes al area regada con
agua residual. A su vez, la densidad en el agua residual fue mayor hasta por cinco 6rdenes de

magnitud (Figura 1).
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Perfil de resistencia e identificacion

El 100% de los aislados present6 resistencia a ampicilina (AM); el 98.3% fue resistente a
cefazolina (CFZ), cefuroxima (CRM), cefotaxima (CFT), ceftriaxona (CAX); el 96.6% fue
resistente a cefepima (CPE); 84.7% resistente a tetraciclina (TE); 81.4% resistente a
trimetoprima-sulfametoxazol (T/S); 78% resistente a ceftazidima (CAZ); 69.5% a
ciprofloxacina (CP); 55.9% a tobramicina (TO); 54.2% a y levofloxacina (LVX); 47.5% a
ampicilina/sulbactam (A/S). En contraste, el 100% presentod susceptibilidad a ertapenem
(ETP), meropenem (MER) y tigeciclina (TGC); 96.6% a imipenem (IMP); 91.5% a amikacina
(AK), 67.8% a piperacilina/tazobactam (P/T) y el 47.5% a gentamicina (GM) (Cuadro I1).

En agua de tomas domiciliarias y en agua residual se observé multidrogoresistencia, ya
que se detectaron bacterias resistentes a al menos tres clases de antibiéticos diferentes?. Las
CMI para cada antibiotico y las clases a las que pertenecen se especifican en el Cuadro 1.

Por su parte, 57/59 (96.6%) de los aislados identificados por MicroScan E. coli,
mientras que el resto (2/59, 3.4%) se identifico como Citrobacter freundii, el cual fue aislado
en agua de un mismo domicilio durante los muestreos 1 y 2. Su perfil de resistencia resultd
similar al de E. coli (Figura 2). Cabe resaltar que en la toma domiciliaria en la que se detectd
C. freundii durante el segundo muestreo también se detect6 E. coli. Se observd similitud entre
el perfil de E. coli productora de ESBL en agua de tomas domiciliarias y en agua residual
(Figura 2). Esta semejanza se reforzd con los resultados de las pruebas de t de Student, las
cuales sugieren medias similares de bacterias susceptibles, intermedias y resistentes en agua
residual y en agua de tomas domiciliarias (t=0.2 y p=0.83; t=0.22 y p=0.83; t=1.18 y p=0.24,

respectivamente).
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Discusion

En el presente estudio se realizo la comparacion del perfil de resistencia de Escherichia coli
productora de ESBL en agua de tomas domiciliarias y en agua para riego del Valle del
Mezquital. La presencia de bacterias resistentes a antibioticos se encontr6 en 25/105 (24%) de
las muestras, lo cual es preocupante. A pesar de que se observo una diferencia de hasta cinco
ordenes de magnitud respecto al agua residual, la presencia de E. coli productora de beta-
lactamasas en agua de tomas domiciliarias sugiere la mezcla de aguas residuales en las fuentes
de abastecimiento de la zona. Esta situacidn representa un riesgo potencial para la poblacion,
ya que el agua de tomas domiciliarias es utilizada por los habitantes de la region en labores
domésticas y en algunos casos es ingerida (Mdnica Bautista, comunicacion personal, 12 de
mayo de 2017). La resistencia a antibidticos también fue evidenciada en agua para uso
doméstico en Pakistan, en la que se determind la presencia de dos genes de resistencia en cinco
géneros bacterianos, incluido Escherichia?!,

Como se esperaba, se determinaron entre dos y seis 6rdenes de magnitud de E. coli
productora de beta-lactamasas en agua residual y ausencia de éstas en agua subterranea. El
riego con agua residual representa un riesgo adicional para los agricultores, sus familias y
consumidores. Ademas de los agentes patogenos, las ARB también pueden ser transmitidas a
través del consumo de alimentos regados con agua contaminada, principalmente los que se
consumen crudos. Enterobacterias productoras de beta-lactamasas han sido aisladas en
alimentos frescos; por ejemplo, en ensaladas y en frutas?.

A través del uso de paneles de MicroScan se confirmé la presencia del 96.6% de E.
coli, por tal razén es posible mencionar que el medio de cultivo CHROMagar ESBL es
adecuado y util para la deteccidn de bacterias resistentes en muestras de agua. El resto de los
aislados se identificaron como C. freundii, que también pertenece al grupo de las

Enterobacterias.
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Al igual que E. coli se localiza en el tracto intestinal con afectaciones de tipo urinario,
hepaticas, intestinales, respiratorias, entre otras; en el ambiente se puede encontrar en agua,
suelo y en alimentos?3,

La presencia de Enterobacterias multirresistentes fue observada en las muestras de
agua, lo que hace maés critica la situacion. Se observé resistencia al grupo de las penicilinas, a
cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion, tetraciclinas,
fluoroquinolonas, aminoglucésidos (TO) y a compuestos combinados como
trimetoprima/sulfametoxazol y ampicilina/sulbactam. A su vez los aislados presentaron
susceptibilidad a carbapenémicos, a glicilciclinas, a aminoglucésidos (amikacina y
gentamicina), a compuestos combinados como piperacilina/tazobactam. Estas son opciones
terapéuticas con mayor efecto sobre las infecciones ocasionadas por E. coli®.

El 89% (25/28) de los aislados de agua de tomas domiciliarias corresponden a muestras
provenientes de la zona regada con agua residual, mientras que solo 3 aislados equivalentes al
12% pertenecen a la zona regada con agua subterranea. Ademas, no se encontraron diferencias
en las pruebas de t aplicadas entre los aislados susceptibles, intermedios o resistentes de los
diferentes tipos de agua (p>0.05). Estos hechos junto con la semejanza observada en el perfil
de resistencia de E. coli, sugieren que el agua residual que se utiliza para el riego es una fuente
de la presencia de bacterias resistentes en el agua de tomas domiciliarias.

Cabe mencionar que la resistencia antimicrobiana ha sido estudiada en mayor
proporcidén a nivel médico, el desarrollo de métodos y criterios comparables entre el monitoreo
ambiental y el clinico es una meta por alcanzar!!. Por ejemplo, el Programa Universitario contra
la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA) ha definido la situacién basal de la resistencia en los
hospitales de México. En general, las bacterias son resistentes a los beta-lactamicos y a
quinolonas; por su parte, los carbapenémicos aun son compuestos efectivos contra las

infecciones bacterianas; asi como la amikacina y la combinacion piperacilina/tazobactam?*,

59



276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos en las muestras de agua. Ademas, el
patrén de susceptibilidad y resistencia observado es similar al reportado en un estudio en el
que se determin0 la resistencia a antibiéticos de E. coli en agua que se utiliza en sistemas de
riego de territorios palestinos®.

En la actualidad, la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de Atotonilco
de Tula depura el 60% del agua residual que se envia desde la Ciudad de México, su operacion
inicié en diciembre de 2017'®. Considerando que en las PTARs se puede propiciar el
enriquecimiento de la resistencia a antibiéticos'?, es posible el aumento de ARB en el agua que
se utiliza tanto para actividades domésticas como para el riego agricola en un futuro. Este
estudio servird como base del estado previo a la circulacion de agua tratada en el Valle del
Mezquital, y sera necesario darle seguimiento.

La remocion de contaminantes emergentes como los antibidticos permitiria la
disminucion de microorganismos resistentes en el ambiente!!. Aunque en los paises con
economias emergentes los tratamientos a los que se somete el agua residual son deficientes, se
requiere su mejoramiento y su transformacion para que el retso del agua sea seguro. Ademas,
el monitoreo a largo plazo para identificar la aparicion de cepas resistentes, limites permisibles
y evaluaciones de riesgo son fundamentales para hacer intervenciones oportunas en el manejo
del agua y de otras matrices como el suelo'?*

Un esfuerzo transdisciplinario enfocado en estrategias para Una sola Salud es el reto?.
Se deben tomar medidas basicas como mejorar el diagnostico de infecciones bacterianas y la
prescripcioén, asi como su control con un esquema de vacunacion eficiente, mejorar condiciones
de higiene y evitar el uso de antibiéticos como promotores de crecimiento®. Esto estd
relacionado con aliviar las condiciones de pobreza e higiene de la poblacién y propiciar el
derecho humano a un medio ambiente sano, pero lo que se observa es que la situacién va en

detrimento de este principio.
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Conclusiones

El uso de antibioticos para diferentes fines, la calidad deficiente de las aguas residuales en
paises desarrollados, mas lo complicado de los sistemas de agua superficial y subterranea dada
su interconexion, representan un problema complejo que es necesario atacar para salvaguardar
el bienestar de la poblacidn. Este estudio representa una contribucion relevante en la generacion
de datos que ayuden a entender el impacto de la resistencia antimicrobiana y su diseminacion
en los sistemas acuaticos.

El trabajo se enfoco en la resistencia de E. coli, la cual se ha sugerido como candidata
para el monitoreo de la resistencia antimicrobiana en cuerpos de agua, debido a que esta
caracterizada adecuadamente en términos de su resistencia y ademas es una bacteria indicadora
de contaminacion fecal. Tanto E. coli como C. freundii presentaron multidrogoresistencia y el
perfil de fue semejante entre agua de tomas domiciliarias y agua residual. Los resultados
descritos en este articulo aplican de manera mas precisa a las condiciones de paises con
economias emergentes y forman parte de los retos actuales para alcanzar los Objetivos de
Desarrollo Sostenible. En especial en lo referente a agua de buena calidad y a un adecuado

saneamiento, lo que a su vez esta relacionado con la salud publica y ambiental.

Financiamiento

Proyecto CONACYT “Prevalencia de enfermedades gastrointestinales y presencia de
multidrogoresistencia en comunidades expuestas al retso de agua residual en el Valle del
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424  Cuadrosy Figuras

425

426  Cuadro I. Numero de muestras con E. coli productoras de Beta-lactamasas de espectro
427  extendido (ESBL) presuntivas, y numero de aislados analizados para la determinacion del
428  perfil de resistencia.

429

Tipo de agua Muestreo  E. coli ESBL  Aislados analizados

presuntivas por MicroScan

1 5/20 9/9
Agua de tomas

2 5/20 16/17
domiciliarias™®

3 0/18 0/0

1 1/4 1/1
Agua de tomas

2 1/4 1/1
domiciliarias™®

3 1/19 1/1

1 4/4 20/20
Agua residual 2 4/4 10/11

3 4/4 1/2

1 0/3 0/0
Agua

2 0/3 0/0
subterranea

3 0/2 0/0

25/105 59/62

430 AR Area regada con agua residual; A5 Area regada con agua subterranea
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431

432

433

434

Cuadro II. Proporcion de aislados resistentes (>) y susceptibles (<) de Escherichia coli en

muestras de agua. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). La clase a la que pertenece cada

antibidtico se indica con superindices.

Numero de aislados (%)

Antibiotico Resistentes Intermedios  Susceptibles CMI (ug/mL)
Ampicilina (AM)P 59 (100) 0 (0) 0 (0) >16
Cefazolina (CFZ)¢¢ 58 (98.3) 1(1.7) 0 (0) >4
Cefotaxima (CFT)<3¢ 58 (98.3) 0 (0) 1(1.7) >32
Cefuroxima (CRM)<%¢ 58 (98.3) 0 (0) 1(1.7) >16
Ceftriaxona (CAX)®3¢ 58 (98.3) 0 (0) 1(1.7) >32
Cefepima (CPE) 46 57 (96.6) 1(1.7) 1(1.7) >16
Tetraciclina (TE)™¢ 50 (84.7) 0 (0) 9 (15.3) >8
Trimetoprima- 48 (81.4) 0 (0) 11 (18.6) >2/38
sulfametoxazol (T/S)P’S

Ceftazidima (CAZ)®¢ 46 (78) 4 (6.8) 9 (15.3) >16
Ciprofloxacina (CP)" 41 (69.5) 3(5.1) 15 (25.4) >2
Tobramicina (TO)A 33 (55.9) 4 (6.8) 22 (37.3) >8
Levofloxacina (LVX)F 32 (54.2) 9 (15.3) 18 (30.5) >4
Ampicilina/ 28 (475) 14 (27.3) 17 (28.8) >8/4
sulbactam (A/S)P/PL

Ertapenem (ETP)¢ 0 (0) 0 (0) 59 (100) <0.5
Meropenem (MER)C 0 (0) 0 (0) 59 (100) <1
Tigeciclina (TGC)® 0 (0) 0 (0) 59 (100) <2
Imipenem (IMP)C 1(2.7) 1(1.7) 57 (96.6) <1
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442

443
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Amikacina (AK)A 3(5.1) 2 (3.4) 54 (91.5) <16
Piperacilina/tazobactam (P/T) 1Bt 6 (10.2) 13 (22) 40 (67.8) <16

Gentamicina (GM)” 25 (42.4) 6 (10.2) 28 (47.5) >8

P Penicilinas; ¢ Cefalosporinas de primera a cuarta generacion; "€ Tetraciclinas de primera
generacion; S Diaminopirimidina / Sulfonamida; © Fluoroquinolonas; » Aminoglucésidos; -

Inhibidor de Beta-Lactamasas; © Carbapenems; € Glicilciclinas

Riego + Conagua residual Con agua subterranea
Agua de tomas domiciliarias Agua residual
10> - s
-

UFC/100 ml
E;I'\)
el

-
o
=]
—

Muestreo

Figura 1. Densidades de Escherichia coli presuntiva, productora de beta-lactamasas de espectro
extendido en agua del Valle del Mezquital, México. Media geométrica (puntos) y error estandar

(lineas). Limite de deteccion= <1 UFC/100 mL.
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ID [ AM [ CFZ | CFT | CRM | CAX [ CPE | TE| T/S [ CAZ | CP| TO [LVX | A/S | ETP | MER [ TGC [ IMP [ AK [ P/T | GM

Leyenda

Agua de tomas domiciliarias E. coli

Agua de tomas domiciliarias Citrobacter freundii

Agua residual E. coli

Susceptibilidad
Intermedio
Resistencia

Figura 2. Comparacion de los perfiles de resistencia para Escherichia coli y Citrobacter

freundii en agua de tomas domiciliarias y en agua residual utilizada para riego. El orden de los

antibioticos es consistente con el del Cuadro IlI.
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8. Proyeccidn de riesgo asociados con contaminacion de patdgenos en agua de uso
domeéstico e irrigacion del Valle del Mezquital, una zona de redso de agua en México

Central.

Projecting risks associated with pathogen contamination in domestic and irrigation water from

the Mezquital Valley, an area irrigated with reuse water in Central Mexico

Manuscrito para ser enviado a Microbial Risk Analysis

Factor de Impacto 2019: 2.000

Resumen

Las enfermedades que se transmiten a través del agua a pesar de ser prevenibles son un tema
de preocupacion mundial. Actualmente, 2 mil millones de personas carecen de agua segura y
8 de cada 10 personas viven en areas rurales sin acceso al agua ni tratamiento de aguas
residuales. Una region en donde el tratamiento ha sido una limitante es el VValle del Mezquital,
la cual recibe el agua residual de la ciudad de México y es reutilizada para el riego de cultivos.
Entre 2015 y 2017 se colect6 agua domiciliaria y agua residual dentro del Valle. Se realizé una
evaluacion de riesgo para calcular la probabilidad de infeccion por E. coli, virus, y protozoarios
en cada tipo de agua. En el agua de uso doméstico los riesgos anuales se estimaron en 0.74,
0.97 y 0.002 para E. coli, virus y protozoos respectivamente, aunque las muestras positivas a
estos patdgenos fueron bajas, las concentraciones fueron elevadas, particularmente para

norovirus (10* copias/mL).
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En aguas residuales, los riesgos anuales para los patdgenos alcanzaron 1, mientras que un
riesgo anual de 0.57 se calculé para enterovirus en aguas subterraneas, el Unico patégeno
detectado en ese tipo de agua. El riesgo anual supero la recomendacion de la USEPA de 0.0001.
Estas estimaciones funcionan como una linea de base para mejorar la calidad del agua que
circula en la region. EI mejoramiento de la calidad del agua, la reduccion de exposicion a
contaminantes y la alimentacion sana son parte de los Objetivos del Desarrollo Sostenible, en
particular el nimero 6 “Agua limpia y saneamiento”, el cual debe de ser tomado en cuenta para

reducir los riesgos del agua contaminada.
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Abstract: The Mezquital Valley (Mexico) is a region with limited wastewater treatment, which
receives wastewater from Mexico City and is used for irrigation. Between 2015 and 2017,
before to operation of Atotonilco-WWTP, we collected domestic water and water for irrigation
within the Mezquital Valley. A risk assessment was performed to calculate the infection risk
for E. coli, viruses, and protozoa in each water type. For domestic water, annual risks were
estimated at 0.74, 0.97 and 0.002 for E. coli, viruses, and protozoa respectively. Although the
positive samples to these pathogens were few the concentrations were elevated, particularly for
norovirus (10* copies/mL). In wastewater risks for the pathogens reached 1, while an annual
risk of 0.57 was calculated for enterovirus in groundwater, the unique pathogen detected there.
The annual risk exceeded the USEPA recommendation of 0.0001. These estimations working
as a baseline to improving of water quality that circles in the region. The improvement is part
of United Nations Sustainable Development Goal 6 for “Clean water and sanitation”, which

must be considered to reduce the risks of contaminated water.

Key words: Waterborne pathogens, risk assessment, domestic water, irrigation water,

Mezquital Valley.
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Introduction

Water is a vehicle for the transmission of different pathogens; unsafe sources and insufficient
access to water, and inadequate hygiene and sanitation, are important contributors to water
contamination and ultimately waterborne diseases (Adelodun et al., 2021). Despite being
preventable diseases, waterborne diseases are still an important contributor to infant mortality
worldwide, and more recent evidence suggests that repeated infection can lead to chronic
sequel associated with malabsorption of nutrients (Miller and Krawinkel, 2005).
Approximately one-quarter of the population worldwide ingests water contaminated with
viruses, bacteria, and protozoa, largely since that 29 and 55% of the world’s population does
not have access to safe drinking water or safe sanitation services, respectively (UN-WATER,
2020; Adelodun et al., 2021).

Over the past four decades, numerous studies have been estimated the risks caused by
pathogens associated with exposure to environmental contamination (e.g., Steyn et al., 2004;
Uprety et al., 2020). Many of these studies focus on risks associated with exposure to untreated
wastewater (Alegbeleye and Sant’Ana, 2021). This research focused on exposures associated
specifically with untreated wastewater used for irrigation in the Mezquital Valley as a case
study of a public health issue of significant importance worldwide (Leonel and Tonetti, 2021).

The Mezquital Valley, located in Central Mexico, is a large agricultural area for
Mexico, indeed, cropland irrigation is performed with wastewater. The region has historically
received untreated wastewater from the Mexico City Metropolitan Area (MCMA), a megacity
of almost 22 million inhabitants (INEGI, 2020). The Mezquital Valley has been recognized as
the most impaired zone in the country (Chamizo-Checa et al., 2020), since it is an environment
that is highly contaminated by wastewater discharges, putting its inhabitants at risk for

gastrointestinal  diseases (Cifuentes et al.,, 2000; Contreras et al., 2017).
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Recently, a Wastewater Treatment Plant (Atotonilco-WWTP) began operations to treat more
than 50% of MCMA wastewater with a planned treated capacity of 60% (SEMARNAT, 2007).

Much of the studies examining the risks associated with exposure to untreated
wastewater have been focusing on epidemiology studies that collect data on the health status
of the populations exposed to environmental contamination. Here we focus on an alternative
approach that measures contamination directly based on a Quantitative Microbial Risk
Assessment (QMRA) (Yillia et al., 2009; Soller et al., 2015). The QMRA serves to explore
exposure pathways, estimate health risk, identify critic elements and contamination zones in
aquatic systems (Hajare et al., 2021); specifically, by modeling the risk associated with
exposure to microbial pathogens in the environment (Mraz et al., 2021). The advantages of this
framework are diverse, it is easy to understand and interpret by stakeholders and it is better
than the monitoring based on indicators (Hajare et al., 2021).

The objective of this work was to determine the risk for infection due to exposure to
pathogens present in domestic and irrigation water in the Mezquital Valley using the QMRA
approach, providing Atotonilco-WWTP pre-operation risk information to serve as basic

information and support for future investigations.

Methods

Study site

The Mezquital Valley is distributed in three irrigation districts along Hidalgo state, in Central
Mexico, between the coordinates 19°45" and 20°40°N and 98°44" and 99°36" W. Its annual
temperature ranges between 16°C and 18°C, while seasonality is divided in two periods, the
rainy and the dry seasons, which occur between May and October and between November and
April, respectively (Lesser et al., 2018). Its semi-arid climate and low rainfall (ranging from

400-700 mm annually) alone is not suitable for agriculture;
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this water deficit is address by the MCMA wastewater delivered to the region via a
sophisticated canal system. This water has made possible extensive agriculture of more than
90,000 hectares to cultivate forage, maize, alfalfa, and forbidden crops such as cilantro, lettuce,
or spinach (Duran-Alvarez et al., 2021); these later vegetables are commonly consumed raw

and are thereby important in terms of public health.

Water supply in the Mezquital Valley

The domestic supply is based on groundwater withdrawal, according to CONAGUA, 2020
(governmental agency of Mexico), there are 321 water sources in the Mezquital Valley, which
include wells, waterwheels, and springs. The last one, as a result of infiltration of wastewater
into aquifer, one of the most important, is the Cerro Colorado spring that supply 70,000
inhabitants approximately (Jiménez, 2008). The extraction of the aquifer is around 98
Mm?®/year, and the 17% of this corresponds to human consumption. Before to achieve the
consumers, water is disinfected mainly by chlorination, but piped water not always is treated
(Lesser-Carrillo et al., 2011). Water supply is an intermittent service; therefore, people must
store water in plastic containers or cement structures known as piletas, cisterns and tanks called

tinacos, which are placed in the roof of households (Vazquez-Salvador et al., 2020).

Sampling

Four sampling campaigns were carried out as follows: a pilot study from May-June 2015 (rainy
season), followed by sampling between November 2016 and May 2017 (dry season), between
June and July 2017 (rainy season), and between October and December 2017 (dry season).
Fieldwork was conducted in three counties of the Mezquital Valley, including Tula,

Tlahuelilpan, and Tecozautla; focused on three water types: water used for domestic activities
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(n=109), and composite wastewater samples (n = 19) and groundwater (n = 14), both used for
irrigation (Figure 1, Tablel).

The household samples were randomly selected from 880 households, followed in a
parallel epidemiology study (Vazquez-Salvador et al., 2020). A survey in the households to
observe some hygiene habits was applied before the sampling. Tap water was the point of
sampling as far as possible, but due to intermittent water service, samples from storage also
were taken. Wastewater was collected from open canals in Tula and Tlahuelilpan, whilst
groundwater was extracted from wells intended for irrigation in Tecozautla. A volume of 20 L
of domestic water, 30 L of groundwater, and 250 mL of wastewater was collected and were
placed in polypropylene sterile bottles. Samples were transferred to the Mexico City-based
UNAM, Laboratorio Nacional de Ciencias de la Sostenibildad (LANCIS), in coolers and

processed during the following 24-48 hours.

Detection of pathogens

Escherichia coli: Colonies of presumptive E. coli from CHROMagar E. coli® (Paris, France)
were counted, isolated, and preserved with glycerol 50% at -70°C until their use. Later the
isolates were confirmed by PCR (Vazquez-Salvador et al., 2020). Additionally, the presence-
absence of the four pathotypes E. coli was confirmed by multiplex PCR assay. The sequences
were as follow: for STEC ([5-AGCGAAATAATTTATATGTG-37], [5'-
TGATGATGGCAATTCAGTAT-37], Toma et al., 2003); ETEC ([5"-
TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG-37], [5-ACAGGCAGGATTACAACAAAG-37], Rodas et
al., 2009); EPEC (I5°- GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT-37], [5°-
GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT-37], Vidal et al, 2004), and EAEC ([5-
CTGGCGAAAGACTGTATCAT-3], [5-AAATGTATAGAAATCCGCTGTT-3"], Tobias

and Vutukuru 2012). The assay was performed in an Applied Biosystems Verifi™ 96-Well
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Thermal Cycler (Applied Biosystems, Singapore). The work solution contained an initial
concentration of each primer at 1 uM, and the amplification consisted of an initial activation
step at 95°C for 3 min, followed by 30 cycles of denaturing at 95°C for 30 s, annealing at 53°C
for 30 s, an extension at 72°C for 30 s, and a final elongation at 72°C for 5 min. For QMRA,
we assumed that 8% of presumptive E. coli is the pathogenic portion, similar to what is reported

by Abia et al., (2016) and Machdar et al., (2013).

Virus and protozoa
A concentration procedure took place from 20 L and 30 L samples of domestic water and
groundwater samples, respectively, following the ultrafiltration method (Polaczyk et al., 2008);

wastewater did not need concentration.

Enterovirus y norovirus: The extraction of RNA was performed based on the RNA viral
QIAamp mini kit QTAGEN. Quantification was carried out in duplicate in a OneStepPlus™
thermal cycler (Applied Biosystems, Singapore). To quantify the genome enterovirus,
synthetized complementary DNA (cDNA) utilizing High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems) was performed according to the manufacturer’s
instructions. We employed the primers and probe reported by Monpoeho et al. (2000) as
follows: Evl [5'-GA TTGTCACCATAAGCAGC-31, and Ev2 [5'-
CCCCTGAATGCGGCTAATC-31, and probe [5'- FAM-
CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-BHQ]. Amplification conditions were 95°C for
20 s, 45 cycles at 95°C for 0.03 s, and at 60°C for 30 s employing the TagMan Fast Universal
PCR Master Mix kit (2X), No AmpErase UNG™ (Applied Biosystems). Quantification of

norovirus was one-step by RT-gPCR, utilizing the Primerdesign kit (Premier Scientific, Ltd.,
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Camberley, UK) according to the manufacturer’s instructions. Amplification conditions were

55°C for 10 min, 95°C for 2 min, 50 cycles at 95°C for 10 s, and 60°C for 1 min.

Cryptosporidium parvum and Giardia lamblia: Oocysts and cysts of were counted by indirect
immunofluorescence microscopy in liquid phase using an Axiostar Plus fluorescence

microscope (Carl Zeiss, Gottingen, Germany).

Risk assessment

We quantified the risks associated with exposure to three groups of waterborne pathogens,
bacteria, viruses, and protozoa in water used for domestic activities and irrigation. We
conducted Monte Carlo simulations for each pathogen in the different water types and ran
10,000 random samplings. All iterations were executed employing RStudio version 1.3.1093
software. The annual risk of infection was selected as the endpoint for the models and was

compared with the USEPA recommendation of 10 (Regli et al., 1991).

Exposure assessment

Domestic and irrigation practices: Cooking, showering, brushing teeth, and washing dishes and
clothes are household activities in which individuals inadvertently ingest from 1 to 10 mL of
potentially contaminated water (Steyn et al., 2004; Van Abel et al., 2017). During irrigation,
between 10 and 15 mL of water are incidentally consumed (Shuval et al., 1997; Kouamé et al.,
2017). Exposure to each pathogen in the three water types (domestic, wastewater, and

groundwater) were determined based on the following equation:

dy=C, XV (@8]
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Where: d,, is the dose received of pathogen p, C,, is the concentration of pathogen (CFU/mL

for E. coli, copies/mL for virus, and oocysts, and cysts/mL for C. parvum and G. lamblia), and

V7 is the volume ingested (mL/day).

Dose-response models

The probability of risk associated with exposure to waterborne pathogens per day (Pgq,)) Was
calculated by a Beta-Poisson model for E. coli and norovirus (equation 2) (Teunis et al., 2008;
Machdar et al., 2013), and an exponential model for enterovirus, C. parvum, and G. lamblia

(equation 3) (Ryu and Abbaszadegan, 2008; Moazeni et al., 2017).

-

1
_ 2a-1
P(day):]-_(l-l_d/ﬁ) “OrP(day)=1—<1+d*N50> (2)

P(day) =1- e_k(d) (3)

Where d is the dose calculated in Equation (1), and 8, a, N50, and k are parameters for each

model that are unique to each pathogen.

Risk characterization
For each pathogen in the different water types, the annual risk (Pgrnuar) Was estimated using

the following equation (Ryu and Abbaszadegan 2008):

Ponnuar =1 — (1 - Pday)n (4)

Where: P, is calculated using equations (2), (3) and n is the frequency at which the activities

in question are carried out, i.e., n days per year.
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The frequency of domestic activities (which are mainly performed by women) was assumed to
be between 260 and 300 days per year, without considering weekends or holidays. The
irrigation frequency was 50-80 days per year (Moazeni et al., 2017). The parameters used in

the model are shown on Table 2.

Results

Pathogen detection

The three groups of pathogens were present in domestic water and wastewater (Table 3), but
their concentrations were more elevated in wastewater. The concentration of pathogens was

lowest in the groundwater where we only identified enterovirus.

E. coli pathotypes

Pathotypes were detected in domestic water in 13/109 (11.9%). Most positive samples were
detected in the dry season, and only one was observed during the rainy season. In Tula,
Tlahuelilpan and Tecozautla 3/37, 2/37 and 8/35 samples were positive for pathotypes
respectively. Wastewater was positive in 21% of the samples (4/19). Positive samples were
detected during in Tula during the rainy season. We did not detect pathotypes in wastewater
from Tlahuelilpan neither groundwater. In general, the four pathotypes were detected in

domestic and wastewater, but the information is more detailed in Table 4.

Viruses

Norovirus was generally higher than enterovirus; their geometric means were 78.48, 3.71x10*
copies/mL for domestic and wastewater respectively, norovirus was not detected in
groundwater. The geometric means for enterovirus were 0.04, 16.49 and 0.01 copies/mL for

domestic, wastewater and groundwater respectively. In domestic water, viruses were present
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in a low number of samples without apparent differences between seasons and counties (9.2%

and 5.5% for enterovirus and norovirus respectively).

Protozoa

In household water, both C. parvum and G. lamblia were detected at a low concentration. The
overall concentrations for C. parvum and G. lamblia were 5.82x10*and 9.15x10° oocysts and
cysts/mL respectively, without apparent differences between seasons and counties, C. parvum
was absent in Tecozautla. In wastewater, C. parvum was present at a level of 5.73 oocysts/mL,

and 9.83 cysts/mL of G. lamblia. Any protozoa were measured in the groundwater.

Predicted risks
The risk associated with accidental water ingestion during domestic activities or irrigation is

presented as daily and annual probability. The disaggregated values are shown in Table 5.

Domestic water
First, from survey hygiene observations there are variables that can contribute to diminish the
associated risks, since, in households there were soap and water to maintain hygiene. More
than 85% of people had a good hygiene of hands, but bathrooms were unclean in 31% of
households and almost half were inside household. Additionally, storage occurred in nearly
20% of houses (Figure 2).

Independently of these, for E. coli presented in domestic water, the daily probability
was of 0.014 and increased to 0.74 in the year. The viruses presented the higher risk in
household water with a daily risk of 0.29 that rises 0.97 annually, the probabilities of norovirus

were higher than enterovirus. In contrast, protozoa have the minor risk with daily and annual
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probabilities of 2.54x10°and 0.002 respectively. The details for areas and seasons are depicted

in Figure 3, most cases exceed the USEPA recommendation.

Irrigation water

The daily probabilities were 0.37, 0.78 and 0.88 for E. coli, viruses and protozoa presented in
wastewater respectively. Annual risk probabilities reached 1, except to E. coli in Tlahuelilpan
and the dry season due to their absence (Figure 3). In groundwater was estimated a daily risk
of E. coli of 4.33x10 and 0.003 as annual probability, however, it must be emphasized that
we did not detect any pathogen for E. coli. The risk was 0.02 for the daily and 0.57 for the

annual probability in the case of enterovirus given that norovirus was absent.

Discussion

In this work, the main results comprised the detection of bacteria, viruses, and protozoa in
domestic water and wastewater that is reused for irrigation in the Mezquital Valley in Central
Mexico for estimate associated risks. The environment, the farmers, and the inhabitants of the
Mezquital Valley are exposed to wastewater; moreover, the water supply sources, and the water
distributed to the population can deteriorate. On examining household water, we found that
contamination was low, except for norovirus for which, in 6/109 samples, we counted more
than 10* copies/mL. Notwithstanding this, most of the samples were negative for all three
pathogen groups. Nevertheless, the USEPA recommendation of 10 was exceeded in both
water types; nearly all cases reached the annual risk of 1 (Figure 3). High risk can occur due to
high frequency of domestic activities during which water can be accidentally ingested and the

elevated concentration of wastewater pathogens.
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In domestic water, the contamination occurred similarly between the counties, probably
due to the unsafe water system that continues to characterize developing nations such as
Mexico. Uprety et al. (2020) indicated that household water, including drinking water and
water for washing, possessed higher risks than that of the supply sources, suggesting a
deterioration of sanitary conditions in the households. For these reasons, not only drinking
water, but also the water used in general in homes, should be taken into consideration for the
mitigation of risk.

In previous results from our group, Vazquez-Salvador et al. (2020), reported that the
water supply system in this area is affected by the lack of chlorination, an issue that is relevant
and should be accessible for reducing the risk associated with household water. Moreover, 11%
of households involved in this study mainly in Tecozautla county, drink water without
disinfection or boil it, only 2% consume boiled water. In Tula and Tlahuelilpan 87% of people
consume bottled water, with not enough information on the source or the quality. This
represents an important point for reducing the risk in households, in addition to uncontrolled
discharges after from the Atotonilco-WWTP, which allow water contamination sources.

Wastewater presented higher pathogen loads, and since irrigation in the Mezquital
Valley depends on Mexico City’s wastewater and not on precipitation during the rainy season,
the frequency of irrigation increases, as does, in turn, the risk for inappropriate procedures. The
use of flooding irrigation practiced in the Mezquital Valley comprises an inefficient method
compared to drip or sprinkler irrigation. The latter requires less contact with persons and would
aid in transitioning to better sustainable water management, according to Duran-Alvarez et al.

(2021), but represent inaccessible technological costs for the local inhabitants.
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Regarding the difference in water-type order of magnitude, there is a need to point out
wastewater possibly as the main transmission route for waterborne pathogens. The important
point here is to identify the mechanism by which pathogens reach persons not necessarily
engaged in agriculture, which could be possibly inadequate sewage services, aerosols, the
transport from crop fields to households, or through just lack of hygiene.

Our sampling was carried out during 2015 and 2017, before the Atotonilco-WWTP
operation, which was conducted gradually. According to Chamizo-Checa et al. (2020), the
WWTP operated at full capacity until January 2020. The treatment processes of Atotonilco-
WWTP were focused on reducing the microbial load and the remotion of suspended solids
(Duran-Alvarez et al., 2021). In this way, treated wastewater would be safe for public health.
The results reported herein represent a point of comparison for monitoring the quality of the
water circulating in the Mezquital Valley, and a reduction of waterborne pathogens and
waterborne diseases that would be expected with time.

Special attention is merited regarding the trend observed for pathogens. The absence of
E. coli pathotypes during the dry season is similar for bacteria analyzed by Abia et al. (2016).
The authors also reported negative results during this season. Possibly rainfall and higher
temperatures in the wet season favor an increased input of bacteria. Apparently, the associated
risks were higher in the rainy seasons, which is opposite to expected for norovirus, which is
well recognized with peaks during the winter (Patel et al., 2009). Enterovirus infections can
occur in summer and autumn (Wieczorek et al., 2015). Another point is viral detection in
groundwater, but with no E. coli or protozoa. This outcome can be explained because viruses
are the smallest pathogens, and their infiltration has been reported as into aquifers (Bradbury

et al., 2013), which have no retention capacity for these pathogens.
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The risk calculated here was at demographic level, one case per 10,000 inhabitants as
a reference. The Mezquital Valley counts with a population of almost 500,000 inhabitants
(Lesser et al., 2018) and in the counties studied there are 172,184 people in total. Just in Tula
and Tlahuelilpan, both irrigated with wastewater there are 134,174 inhabitants (INEGI, 2020),
all of them potentially exposed to contaminants of wastewater. In accord with to Secretaria de
Salud, the agency responsible to health issues in Mexico, 1554 cases of gastrointestinal
diseases were reported in the three areas under study, during the period 2015 to 2017. Without
considering the unreported or asymptomatic cases. Therefore, it is confirmed the risk elevated
at local level and probably also at regional level.

Before concluding, it is necessary to mention some limitations of this study. First, it is
necessary to known in depth the effect of variables that can diminish or increase the calculated
risks, e.g., the mentioned in Figure 2, and environmental factors more the proportion of viruses
and protozoa infectious. For example, Van Abel et al. (2017) worked with virus under a
conservative assumption of 100%; however, this supposition can overestimate the risk.
Bradbury et al. (2013) conducted a study of virus detection by RT-qPCR in parallel with cell
culture and revealed that a large proportion of positive PCR tests were negative by culture.
Likewise, there is uncertainty about the quantification of E. coli pathogens, in that our
calculation was based on the presence/absence of these. We assumed 8% of E. coli
pathogenicity in household water and wastewater, this somewhat similar to the procedures of
Machdar et al. (2013) and Abia et al. (2016), Nonetheless, Uprety et al. (2020) suggest that this
is not the ideal way to calculate this, in that we could fall into an under-or overestimation in

terms of risk assessment.
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Finally, the United Nation’s 2030 Agenda for Sustainable Development demands a new
water management approach fostering health and well-being which should focus on the
diminishment of health and environment risks. A central point when considering water
availability and climate change implications wastewater should be considered a valuable global
resource, especially in countries with emerging economies that must include wastewater in

their water-management plans in which adequate wastewater treatment should be a priority.
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Tables and Figures

Table 1. Number of water samples collected in the Mezquital Valley from 2015-2017. Pilot
study conducted May- June 2015; Sampling 1 campaign November 2016-May 2017, Sampling

2 campaign June-July 2017, and Sampling 3 campaign October- December 2017.

Rainy Dry Rainy Dry
Water type County Pilot Samplingl Sampling2 Sampling3 Total
Domestic Tula 8 10 10 9 37
water Tlahuelilpan 8 10 10 9 37
(n=109) Tecozautla 8 4 4 19 35
Wastewater Tula 3 2 2 2 9
(n=19) Tlahuelilpan 4 2 2 2 10
Groundwater ~ Tecozautla 6 3 3 2 14

(n=14).
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Table 2. Input parameters for risk assessment model.

Parameter Unit Value Min Max Reference
Consumption during mL/day - 1 10 Steyn et al., 2004
domestic activities
Consumption during mL/day - 10 15 Kouamé et al., 2017
wastewater irrigation
Exposure frequency for  days/year - 260 355 This research
domestic activities
Exposure frequency for  days/year - 50 80 Moazeni et al., 2017
irrigation
Enterovirus £ - 0.00374 - - Moazeni et al., 2017
Norovirus o - 0.04 - - Teunis et al., 2008
Norovirus 3 - 0.055 - - Teunis et al., 2008
E.coli a - 0.395 - - Abia et al., 2006
E.coli g - 2.473 - - Abia et al., 2006
Pathogenic E. coli % 8 - - Abiaetal., 2006, Machdar et
portion al., 2013
C. parvum £ - 35.7 - - Ryu and Abbaszadegan 2008
G. lamblia £ - 50.5 - - Ryu and Abbaszadegan 2008
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Table 3. Proportion of positive samples with pathogens in the different types of water.

Water type Presumptive  Pathotypes  Enterovirus  Norovirus  C. parvum G. lamblia
E. coli
Positive simples (%)
Domestic 39/109 13/109 18/109 6/109 4/109 7/109
(35.78) (11.93) (16.51) (5.5) (3.67) (6.42)
Wastewater 19/19 4/19 5/19 5/19 19/19 19/19
(100) (21.05) (26.32) (26.32) (100) (100)
Groundwater  2/14 0/19 3/14 0/14 0/14 0/14
(14.29) 0) (21.43) 0) 0) )
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601 Table 4. Geometric means of presumptive E. coli, and pathotypes presence information in the
602 three water types. STEC: Shiga toxin-producing E. coli, ETEC: Enterotoxigenic E. coli, EPEC:

603  Enteropathogenic E. coli, EAEC: Enteroaggregative E. coli.

604

Water type E. coli 8% for QMRA Detected pathotypes Season
(CFU/100 mL) (Number of isolated)
Tula
Domestic 9.78 0.78 STEC (3), ETEC (2) Both
Wastewater 2.32x10% 1.86x10°  STEC (4), ETEC (2), EPEC Rainy
(3), EAEC (2)
Tlahuelilpan
Domestic 0.04 0.003 EAEC (2) Dry
Wastewater 2.97x10* 2.38x10° Not detected -
Tecozautla
Domestic 0.11 0.009  STEC (1), ETEC (4), EPEC Dry
(6)

Groundwater 0.015 0.001 Not detected -

605
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610

611
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615

Table 5. Daily and annual probabilities for each pathogen in the different types of water. No

information for norovirus or protozoa is shown because they were not detected in the samples.

Pathogen Risk Water type Probability ~ Standard  Standard Confidence
deviation  error interval 95%

E. coli Daily Household water 1.4E-02 1.0E-02 1.0E-04 2.0E-04
Enterovirus 3.9E-02 3.3E-02 3.3E-04 6.4E-04
Norovirus 5.3E-01 2.3E-02 2.3E-04 4.6E-04
G. lamblia 7.8E-03 6.1E-03 6.1E-05 1.2E-04
C. parvum 2.3E-05 1.8E-05 2.0E-07 4.0E-07
E. coli Wastewater 3.7E-01 4.8E-02 4.8E-04 9.5E-04
Enterovirus 9.4E-01 1.7E-01 1.7E-03 3.3E-03
Norovirus 6.2E-01 1.7E-02 1.7E-04 3.2E-04
G. lamblia 9.4E-01 1.6E-01 1.6E-03 3.1E-03
C. parvum 8.2E-01 2.5E-01 2.5E-03 4.8E-03
E. coli Groundwater 4.3E-05 2.6E-05 2.6E-07 5.1E-07
Enterovirus 1.6E-02 9.5E-03 9.5E-05 1.9E-04
E. coli Annual Household water 7.4E-01 2.8E-01 2.8E-03 5.4E-03
Enterovirus 9.3E-01 1.7E-01 1.7E-03 3.4E-03
Norovirus 1.0E+00 0.0E+00 0.0E+00 0.0E+00
G. lamblia 1.8E-03 1.4E-03 1.4E-05 2.8E-05
C. parvum 6.4E-03 5.1E-03 5.1E-05 9.9E-05
E. coli Wastewater 1.0E+00 8.5E-05 8.5E-07 1.7E-06
Enterovirus 1.0E+00 1.7E-02 1.7E-04 3.4E-04
Norovirus 1.0E+00 1.9E-16 1.9E-18 3.6E-18
G. lamblia 1.0E+00 2.3E-03 2.3E-05 4.5E-05
C. parvum 1.0E+00 4.4E-02 4.4E-04 8.6E-04
E. coli Groundwater 2.8E-03 1.7E-03 1.7E-05 3.4E-05
Enterovirus 5.7E-01 2.5E-01 2.5E-03 4.9E-03
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9. Discusion general

Este trabajo de investigacion aborda la deteccion de bacterias indicadoras de contaminacion
fecal, con resistencia a antibidticos y patdgenas, asi como virus entéricos y protozoarios. Los
resultados principales del monitoreo de estos agentes en agua del Valle del Mezquital, en el
estado de Hidalgo, una zona que a nivel mundial presenta condiciones extremas, estan
enfocados a tomas domiciliarias con la intencion de entender cuél es la exposicion y el riesgo
que esto representa para los pobladores de la region.

De los diferentes tipos de agua analizados, el agua subterranea presento los niveles mas
bajos de contaminacion microbioldgica. Al igual que el agua subterranea de Marruecos, el agua
analizada es apta para el riego agricola. Los conteos de bacterias indicadoras determinados
entre 0 y 19.5 UFC/100 mL estan por debajo de los conteos del agua de pozos de este pais
africano (0 y 100 UFC/100 mL) (Yahya et al., 2017). En otro estudio, en el mismo continente,
el 90% de muestras de agua subterranea de Argelia presentd bacterias indicadoras (Fehdi et al
2016), mientras que en esta tesis solo hubo presencia bacteriana en el 21% de los pozos. En
comparacion con los estudios citados, el agua subterrdnea de Tecozautla presentd mejor
calidad. En contraste, el agua residual presentd todos los microorganismos examinados en
niveles similares a lo reportado previamente (Cifuentes et al., 2000; Fonseca-Salazar et al.,
2016; Contreras et al., 2017).

En el primer articulo se resalta que el agua de tomas domiciliarias presentd bacterias
coliformes, enterococos fecales y E. coli, todas consideradas indicadoras de contaminacion
fecal. En el capitulo siguiente se determind que una cuarta parte de las muestras de agua
analizadas presento E. coli multirresistente a antibioticos. Ademas, el patron de resistencia

observado es similar en agua de tomas domiciliarias y en agua residual.
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En el dltimo capitulo se demuestra la presencia de los tres grupos de patégenos, lo cual
representa un riesgo a la salud de los usuarios.

En esta seccion se discutird la problematica de la calidad del agua del Valle del
Mezquital bajo el marco de la Agenda 2030 y los Objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS),
se retomaran aquellos factores que propician la presencia de bacterias indicadoras y resistentes
en el ambiente, como es la pandemia actual de la COVID-19, asi como los aspectos que estan
relacionados con las condiciones que caracterizan a los paises con economias emergentes que
favorecen la presencia de patdgenos y el riesgo a la salud pablica.

Histéricamente, la Ciudad de México ha sufrido constantes inundaciones que han
desencadenado ciclos de decisiones en el manejo del agua desde tiempos prehispanicos. Una
de estas medidas, decretada a finales del siglo XI1X ha sido expulsar el agua pluvial y residual
en forma combinada fuera de la Ciudad de México y de la Cuenca de México donde se inserta
(Tellman et al., 2018). De manera oficial, el agua empez6 a desalojarse de la ciudad en 1912,
a través una pendiente que favorecia su salida por gravedad hacia el Valle del Mezquital
(SEMARNAT, 2007; Siebe, 2018). En la actualidad el sistema se ha tornado cada vez mas
complejo, el elemento recién incorporado es la Planta de Tratamiento de Atotonilco de Tula.

La Ciudad de México es la quinta megaciudad mas habitada del mundo, su poblacion
cuenta con casi 22 millones de habitantes (INEGI, 2020), por lo tanto, la demanda de agua y
la generacidn de aguas residuales es cada vez mayor. El agua residual que se genera en esta
megaciudad y que se envia al Valle del Mezquital ha favorecido su retso para el riego agricola.
Al tratarse de una zona semiarida, naturalmente escasa en recursos hidricos, el Valle del
Mezquital no es propicio para la agricultura. Sin embargo, se compensa por el volumen de agua

residual que recibe, lo que lo ha convertido en un sistema altamente productivo (Siebe, 2018).
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A pesar de los beneficios econdmicos y productivos es necesario resaltar que se trata de un
sistema alterado por su proximidad a la megaciudad y poco sostenible ya que sin el subsidio
de la Ciudad de México el sistema sufriria un colapso (Chamizo-Checa et al., 2020).

Al mismo tiempo, el agua residual es una amenaza para el ambiente y la salud publica,
ya que contiene altas concentraciones de contaminantes quimicos y patégenos (Englande et al.,
2015; Saxena et al., 2015). Se debe de considerar que el agua residual se ha infiltrado en el
acuifero del Valle del Mezquital, a tal magnitud que han surgido manantiales como el Cerro
Colorado que contribuyen al abastecimiento de medio millon de habitantes (Chavez et al.,
2011). Diferentes estudios a lo largo de los afios han demostrado la presencia de
microorganismos, como resultado de la infiltracion (Downs et al., 1999; Chavez et al., 2011;
Lesser-Carrillo et al., 2011; Fonseca-Salazar et al., 2016).

En este estudio se confirmo la elevada carga de microrganismos del agua residual del
Valle del Mezquital; sin embargo, las bacterias indicadoras y la proporcion patdégena de E. coli
en el agua para uso y consumo humano no reflejaron una asociacion clara con las zonas regadas
con este tipo de agua. Aunque el origen del agua que abastece a los habitantes del Valle del
Mezquital proviene de la infiltracion del agua residual, el agua se somete a un proceso de
desinfeccion para hacerla apta para su uso y consumo (Lesser-Carrillo et al., 2011). Sin
embargo, se demostro que la desinfeccion con cloro no es suficiente para asegurar la remocion
bacterias indicadoras y, en consecuencia, la de aquellos microorganismos que son mas
resistentes como los virus y protozoarios.

La desinfeccion ineficiente en el sistema de distribucion de agua es comdn en paises
con ingresos bajos y medianos (Lee y Schwab, 2005). En este caso, la relacién entre la
concentracion del cloro residual libre y los conteos de bacterias indicadoras fue significativa.
Los conteos fueron casi nulos cuando las mediciones de cloro residual libre cumplieron los

parametros de la NOM-127-SSA1-1994 (entre 0.2 y 1.5 mg/L; DOF, 2000).
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De manera contraria, mayores conteos bacterianos fueron determinados en concentraciones de
cloro por debajo 0.2 mg/L. Lesser-Carrillo et al., (2011) demostro la presencia de coliformes
fecales en 22 de 50 pozos de abastecimiento del Valle del Mezquital, de los cuales ninguno
recibié cloracién, ademés, 8 de 25 pozos presentaron contaminacion fecal a pesar de la
desinfeccion.

No se descarta el papel que tiene el agua residual en la degradacion del agua subterranea
y de otros cuerpos de agua que funcionan como fuente de abastecimiento; sin embargo, se
sugieren aspectos adicionales que afectan la calidad de las tomas domiciliarias. Un patron
similar se menciona en Siebe (2018), quien resalta la importancia de la higiene y las
condiciones de pobreza que prevalecen en la zona. Adicionalmente, una re-contaminacion en
el punto de uso y la ineficacia de los tratamientos a los que se somete el agua para su
potabilizacion probablemente determinan la contaminacion microbioldgica del agua en las
tomas domiciliarias.

El manejo inadecuado del agua se puede deber a la carencia de informacion por parte
de los habitantes. Para contrarrestar esta situacion, en cuanto se obtuvieron resultados se
inform0 y se entregaron una serie de recomendaciones para eliminar las bacterias fecales del
agua a cada uno de los participantes de este estudio. Se reveld que el almacenamiento del agua
propicia el recrecimiento bacteriano ya que esta practica no se realiza bajo la supervision de
personas especializadas o bajo estandares que previenen la contaminacion (Totsuka et al.,
2004). Por ello se sugiere el lavado periodico de los contenedores, asi como el mantenerlos
cubiertos y ubicados en sitios frescos para disminuir la re-contaminacién potencial.

Es complicado evitar el almacenamiento del agua dado que es comun el desabasto de
agua en el pais. A nivel internacional, el servicio de agua es suspendido con frecuencia por

recursos de agua limitados o por infraestructura inadecuada (Nyahora et al., 2020).
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Lamentablemente, la poblacidn que cuenta con servicios interrumpidos podria incrementar en
los proximos afios (Bivins et al., 2017). De acuerdo con los resultados de un cuestionario basal
aplicado a los hogares participantes de este estudio, el 61% no recibi6 agua continua durante
el dia, y de esa proporcidn, el 49% tuvo cortes mayores a 24 horas. La practica de tandeo de
agua en centros urbanos se ha convertido en una practica frecuente, en especial en los paises
que representan al Sur Global. Ejemplo de lo anterior son las ciudades de Africa como Nigeria
y Kenia, y China en Asia, que también enfrentan un servicio intermitente de agua (Toksuka et
al., 2004; Cheng et al., 2009). Asimismo, el almacenamiento de agua se ha reportado Turquia,
Palestina, India, entre otros (Toksuka et al., 2004; Abu-Madi, 2013; Falkenberg et al., 2018).

En el caso de las bacterias resistentes a antibioticos la conexion entre el agua de tomas
domiciliarias y el agua residual fue mas clara, ya que las bacterias en ambos tipos de agua
presentaron resistencia a los mismos antibioticos. El perfil de resistencia demostr6 que E. coli
fue resistente a al menos tres grupos de antibidticos, por lo que es posible considerar
multidrogoresistencia (Magiorakos et al., 2012 y Gekenidis et al., 2018). Por su parte, los
carbapenems aun son efectivos en su contra ya que todos los aislados fueron susceptibles a su
presencia, lo que coincide con muestras clinicas reportadas para México (PUCRA, 2019).

Se ha documentado que en paises con economias emergentes el uso de los
antimicrobianos no se controla en forma adecuada. Ademas, es muy comln que ante
infecciones virales se prescriban o automediquen antibioticos de manera desinformada, a pesar
de no ser efectivos contra los virus. Esta situacion se ha agravado con la pandemia de COVID-
19 en la que los antimicrobianos han sido ampliamente utilizados para combatir la enfermedad.
Un estudio en Lima, Perti mostr6 que del 72% de pacientes COVID que recibieron antibi6ticos
solo el 8% presentaba coinfeccion por bacterias u hongos (Zavala-Flores y Salcedo-Matienzo,

2020). La ceftriaxona ha sido recetada como tratamiento anti-COVID en paises como México
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y Pert (Ruiz, 2021). En este estudio, el 96% de las E. coli analizadas fueron resistentes a este
farmacéutico, siendo un foco rojo incluso en tiempos pre-pandémicos.

La pandemia no solo afect6 el uso desmedido de antibidticos, también ha sido una
situacién que subrayd la importancia de realizar investigacion bajo el enfoque de Una Salud.
La imperante necesidad de mejorar los servicios de salud, contar con servicios basicos como
la distribucion de agua segura, disponible para lavarse las manos y para mantener la higiene en
los hogares con menos recursos y con menos acceso a las fuentes de agua ha resaltado con la
emergencia sanitaria. Esto reduce la posibilidad de contraer otras infecciones prevenibles, en
esta tesis se demostro la presencia de bacterias patdgenas, virus y protozoarios causantes de
enfermedades gastrointestinales en agua de tomas domiciliarias. Lo cual representd un riesgo
elevado por la frecuencia con la que se realizan actividades domésticas y por el pequefio
porcentaje de personas que la ingieren y no la desinfectan o no la hierven por desconocimiento.

Para el cumplimiento del ODS 6, “Agua limpia y saneamiento” la deteccion de
patogenos resulta fundamental. No es ideal depender de organismos indicadores en el manejo
del agua, debido a la ausencia de correlacion con patdgenos. Sobre todo, en paises con
economias emergentes, los riesgos asociados se subestiman al evaluar sistemas de saneamiento
y tratamientos de agua usando solamente organismos indicadores (Mraz et al., 2020). Este
trabajo aporta un monitoreo completo basado en patdgenos e indicadores, lo cual estd
encaminado en el avance de las metas del ODS 6.

La proporcion de patdgenos en agua de tomas domiciliarias fue baja, con la mayoria de
las muestras negativas; sin embargo, su deteccidn representa un punto alarma. En el agua
residual se detectaron los tres grupos de patdégenos, pero en agua subterranea solo se detectd
enterovirus. En una investigacion del sur de Italia, se detectaron virus entéricos en agua de
pozos destinada para el riego, de forma similar a este estudio, por lo que se sugieren como el

mejor candidato para determinar la contaminacion de aguas subterraneas (De Giglio et al.,
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2017). En general, la presencia de virus en todos los tipos de agua se puede explicar por sus
propiedades generales como su resistencia a los tratamientos y al ambiente, asi como su menor
tamano, lo que les permite migrar a zonas mas profundas (Fong y Lipp, 2005).

En cuanto a E. coli se determinaron los cuatro patotipos de interés en agua de domicilios
y en el agua residual, esto difiere con la literatura, pues E. coli productora de la toxina Shiga
(STEC) y EAEC (E. coli enteroagregativa) se reportan en menor proporcion en paises en
desarrollo. En cambio, los C. parvum y G. lamblia son muy comunes (Ashbolt, 2004), y las
concentraciones encontradas coinciden con las reportadas por Cifuentes et al. (2000) hace mas
de 20 afos, quien reporto hasta 300 quistes/L en la misma zona de estudio.

Es importante mencionar el papel de la PTAR de Atotonilco de Tula en el contexto del
ODS 6. El tratamiento adecuado y el retso de las aguas residuales permite un manejo sostenible
del agua no solo en zonas aridas, a pesar de que las naciones cuenten con recursos hidricos es
una practica sostenible que se debe de fomentar y que a largo plazo contribuye en el
mejoramiento de la calidad del agua y del saneamiento (Leonel y Tonetti, 2021).

La PTAR de Atotonilco de Tula opera de acuerdo con informacién oficial a toda su
capacidad desde 2020 (Chamizo-Checa et al., 2020), y trata mas de la mitad del agua residual
generada en el Zona Metropolitana de la Ciudad de México. El proceso se enfoca a la reduccion
de sélidos suspendidos y la eliminacion de patdégenos (SEMARNAT, 2007). Sin embargo, sera
necesaria una estricta vigilancia para evitar descargas clandestinas que propicien la re-
contaminacion del agua. Por su parte, la disminucion de sélidos disueltos permitiria la
implementacidn de otros tipos de riego por goteo o aspersion, lo cual seria una aproximacion
mas sostenible (Duran-Alvaréz et al., 2020), pero requiere una inversion y una modificacion
de los usos y costumbres de los agricultores. Cabe destacar que existen areas que no son
beneficiadas por la misma, por lo tanto, en esos sitios se requieren planes alternos para mejorar

la calidad del agua antes de su retso (Chamizo-Checa et al., 2020).
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Para finalizar, se debe enfatizar que la contaminacion de sistemas acuéticos continta
siendo un tema de preocupacién a nivel mundial y es realmente alarmante en México.
Actualmente, los sistemas acuaticos no han dejado de recibir descargas de agua residual, con
consecuencias a la salud ambiental y pdblica que se acentdan principalmente en paises con
economias emergentes como México. El monitoreo ambiental es una herramienta fundamental
para identificar zonas de riesgo y establecer medidas para mejorar la calidad del agua y sobre
todo para conservar los ecosistemas acuaticos que son nuestras fuentes de abastecimiento tanto

para su uso directo como para la generacion de alimentos.
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10. Conclusiones

El riego con aguas residuales tiene efectos ambientales que conllevan a la degradacion de las
fuentes de abastecimiento, aunado a un servicio intermitente que no distribuye agua segura a
la poblacion del Valle del Mezquital. ElI agua de tomas domiciliarias y del agua residual
utilizada estd contaminada con materia fecal y con patégenos, lo que afecta la salud de los
habitantes del VValle del Mezquital. En términos generales, la hipotesis de mayor contaminacion
y en consecuencia mayor riesgo en Tula y Tlahuelilpan no se cumpli6 en todos los casos. Los
hallazgos més relevantes del trabajo doctoral se mencionan a continuacion.

En el capitulo 1 se demostro que las bacterias indicadoras de contaminacion fecal son
comunes en agua para uso y consumo humano, incluso en Tecozautla, la cual es regada con
agua subterranea. Ademas, la desinfeccion inadecuada y el hecho de que las personas se ven
forzadas a almacenar agua debido al servicio intermitente o tandeo, favorecen la presencia de
microorganismos, los cuales deben de estar ausentes de acuerdo con la normatividad oficial
mexicana.

En el segundo capitulo resalt6 la multidrogoresistencia que presenta E. coli en agua de
tomas domiciliarias y en agua residual, ambas con un perfil de resistencia similar. No se
encontraron bacterias resistentes en la zona de Tecozautla. La presencia de estas bacterias
involucra infecciones cada vez mas dificiles de controlar por la posible ingesta de bacterias
resistentes en agua o en alimentos regados con la misma. A nivel ambiental, implica la descarga
de restos de antibioticos no metabolizados, bacterias y genes de resistencia hacia los cuerpos

de agua.
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De acuerdo con los datos del capitulo tres, las probabilidades anuales estimadas de
contraer una infeccion por el consumo incidental de agua domiciliaria con patotipos de E. coli,
virus o protozoarios, todos responsables de enfermedades transmitidas a través del agua, fue
del 50%, mientras que para el riego con agua residual fue del 100%. La presencia de todos los
patogenos se observo en el agua domiciliaria de Tula y Tlahuelilpan y en el agua residual,
mientras que en Tecozautla fue notoria la presencia viral. Estos datos contribuyen al
entendimiento de la exposicidn a patégenos y suman al hecho de que el Valle del Mezquital es
una zona de riesgo para la salud humana.

Finalmente, el estado de la calidad del agua que se describe en esta evaluacion se
determind previo a la operacion de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Atotonilco
de Tula, por lo que es un estudio fundamental para la comparacion con futuras valoraciones.
Se desconoce el tiempo que se requiere para que circule agua residual tratada en el sistema por
completo y deben de identificarse las descargas difusas de las comunidades cercanas. Los
resultados de esta investigacion se pueden extrapolar mas alla de un caso de estudio, ya que las
deficiencias en la calidad y sus afectaciones son situaciones que se replican en la mayoria de
los paises del Sur Global. Se requiere una vision conjunta de la autoridad y los usuarios para

lograr acercarnos al ODS 6 y mejorar en cuanto al tema de salud y el bien de los mexicanos.
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11. Recomendaciones

En general, las sugerencias estan enfocadas a aspectos técnicos, se aconseja mejorar el
monitoreo de agua midiendo y cuantificando E. coli y sus formas patdgenas simultdneamente,
por métodos de cultivo y de preferencia métodos moleculares que arrojen datos cuantitativos
y no solo presencia-ausencia como fue este caso. Se sugiere ampliar la informacion obtenida
en este estudio mediante una PCR multiplex para determinar los genes que codifican para la
resistencia a antibiéticos de amplio espectro, tal informacidon seria clave para establecer una
conexion mas exacta entre los genes de las muestras de agua residual y el agua de tomas
domiciliarias, ademas, seria una aportacion a la estandarizacion de metodologias entre
diferentes disciplinas que demandan el uso de antibiéticos como lo recomienda el PUCRA. En
cuanto a los patdgenos, se requiere ampliar la informacion con aspectos de viabilidad, lo que

haria méas precisa la evaluacion del riesgo.
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