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Listado de Abreviaciones
INDECOPI (Instituto Naciona de Defensa de la Competenciay de la
Proteccion de la Propiedad Intelectual)
=  MINSA (Ministerio de Salud)
= SENASA (Servicio Nacional de Sanidad Agraria)
= TCBZ (Triclabendazole)
=  TCBZSO: Triclabendazol sulfoxido)
* FAO (Organizacion parala Agriculturay Alimentacion)
= FDA (Food and Drug Administration)
*= EU (Unién Europea)
*  VICH (Armonizacion Internacional de la Coordinacion Veterinaria)
= NTP (Norma Técnica Peruana)
=  BPM (Buenas Précticas de Manufactura)
*  BPA (Buenas Practicas de Agricultura)
=  BPU (Buenas Préacticas de Utilizacion)
*  BPF (Buenas Préacticas de Fabricacion)

= ABC (AreaBgjolaCurva)
* CL (Cromatografiade liquidos, Liquid Chromatography)

= L C (Limite de Cuantificacion)

* LD (Limite de Deteccion)



« EMEA (Evaluacién de Productos Medicinales)

* ACN (Acetonitrilo)

» HPLC (Cromatografia de liquidos de ata eficacia, cromatografia liquida de alta
eficiencia, cromatografia liquida de alta resolucion, High Performance Liquid

Chromatography).

» MS (Espectrometria de Masas, Mass Spectrometry)

* MeOH (Metanol)

» Ref (Referencia)

» SD (Desviacion Estandar, Standar Desviation)

» RSD (Desviacion Estdndar Relativa, Relative Standard Desviation)

* FAO (Organizacion de las Naciones Unidas parala Agriculturay la

Alimentacion)

+  OMS (Organizacion Mundia de la Salud)

+  OMC (Organizacion Mundial del Comercio)

* HACCP (Sistemade Andlisis de Riesgos y los Puntos Criticos de Control)

LMR (Limite Méximo para Residuos)
IDA (Ingesta Diaria Admisible)

» Noel (Efectos toxicos no observables)

» QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, Rapido, facil,
barato, efectivo, robusto y seguro).

» CCa (Limite de decision)

* DIGEMID (Direccién General de Medicamentos, Insumos y Drogas)



RESUMEN

El Triclabendazol (TCBZ) esun fasciolicidahal ogenado de uso extensivo en medicina
Veterinaria para e tratamiento de fasciolosis que es altamente prevalente en
Cajamarca, Pert, afectaa humanos y animales. La excrecién de residuos de TCBZ y
el riesgo de la presencia de esta droga y sus metabolitos Sulfoxido de Triclabendazol
(TCBZSO) y Triclabendazol Sulfona (TCBZS0O:) e leche frescay derivados | acteos
hacen que su determinaci én sea necesaria debido a que su uso esta prohibido en vacas
en lactacion. En el presente trabajo se determinaron residuos de TCBZ y TCBZSO en
leche y queso mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPCL). La fase
movil estuvo compuesta por una mezcla de acetonitrilo-acetato de amonio, columna
de Octadecilsilan (C18) (5 um; 4,6 mm x 150 mm) y determinada por UV a 300 nm.
Lalinealidad, precision y exactitud dio porcentajes cercanos a 100%, |os coeficientes
de variacion inferiores a 5% Yy la desviacion estandar inferior a 2%. Los limites de
deteccion y cuantificacion en leche y queso para TCBZSO fueron de entre 0,3865-
0,240y 1,28837-0,799 pg./ml., respectivamente; mientras que paraTCBZ, loslimites
de deteccion y cuantificacion fueron 0,305-0,438 y 1,017-1,459. Unavez validado €
método, se procedid a hacer las determinaciones en 29 muestras de queso y 25
muestras de leche; ninguna presento residuos de TCBZ y TCBZSO, por lo que se

consideraron libres del antiparasitario.

Palabras Clave: Triclabendazol, Metabolitos, Residuos.



ABSTRACT

Triclabendazole (TCBZ) is a halogenated flukicide used extensively in

Veterinary Medicine for the treatment of fascioliasis, highly prevalent in Cgjamarca,
Per(, affecting humans and animals. Excretion of TCBZ residues and the risk of the
presence of this drug and its metabolites triclabendazole sulfoxide (TCBZSO) and
triclabendazole sulfone (TCBZSO?) in fresh milk and dairy products make its
determination necessary dueto their prohibition in lactating cows. In the present work
and TCBZSO TCBZ residues were determined in milk and cheese by high resolution
liquid chromatography

(HPLC). The mobile phase consisted of acetonitrile - ammonium acetate
Octadecilsilan column (C18) (5 um, 4.6 mm x 150 mm) and determined by UV at
300 nm . Thelinearity , precision and accuracy gave percentages close to

100% , the coefficients of variation less than 5 % and the deviation was less than

2 % standard . The detection and quantification limitsin milk and cheese were TCBZSO
between 0.3865 to 0.240 and from 1.28837 to 0.799 g/ mL,

respectively, whereas for TCBZ limits of detection and quantification was 0.305 to
0.438 and 1.017 to 1.459. Once the method was validated 29 samples of cheese and
25 samples of milk were determined; none of the samples had residues of TCBZ and

TCBZSO, so they were considered free of the flukicide.

Keywords: Triclabendazole, Metabolites Residues.



CAPITULOI

INTRODUCCION

La OMS acepta a la leche como un aimento esencial debido a sus propiedades
nutricionales (Sdlidos totales 11,4 %, 3,2% de grasa, etc.). Estas cualidades son
sometidas a un gran nimero de riesgos que hacen peligrar la calidad origina (1). La
produccion de leche de calidad e inocua resulta sumamente compleja y especid,;
debido a que laleche contiene tres tipos de solidos: disueltos (minerales e hidratos de
carbono), en suspension (sustancias proteicas) y en emulsion (grasa en agua),

condicion que facilitala ateracion y adulteracion (2).

Para cuidar lainocuidad es necesario que €l productor haga uso de |l as buenas précticas
pecuarias, éstasintervienen en todo lo relacionado con la salubridad de la produccién,
uso de infraestructura adecuada, lavado de porongos, respeto de la cadena de frio,
respeto de los tiempos de retiro de los productos medico veterinarios, €l secado y
sellado de los pezones del animal, etc. Estas précticas estan normadas en el DS. 007-
98, gque exige que la vigilancia de la produccién sea realizada por un médico
veterinario, € control delaproduccion por e Servicio Nacional de Seguridad Agraria
(SENASA) vy la vigilancia en e expendio debe darse por e Ministerio de Salud
(MINSA), € Instituto Nacional parala Defensa de la Competenciay de la Proteccion
de la Propiedad Intelectual (INDECOPI) y Municipalidades. Estas entidades deben
controlar la produccion y el expendio de laleche, y su interaccién logra que laleche

seainocua (3).




Estas exigencias de calidad de la leche se han establecido por € ato peligro de
contaminacion desde su propia produccion (4-6), teniendo en cuentagque el animal es
dosificado con antiparasitarios y antibiéticos periddicamente como mecanismo de
control de enfermedades que pueden afectarles (7, 8). Este hecho se presenta,
especiamente, en zonas endémicas en donde la fasciolasis, brucelosis, tuberculosis,
antrax y otras enfermedades latentes. Consecuentemente, la leche va a contener
sustancias adicionales en su composicién como |os antiparasitarios. Ademas, laleche
y derivados por ser productos rédpidamente perecibles necesitan condiciones
especiales para su manipulacion y comercializacion o transformacion en otros
productos con valor agregado. Aunque, en estos procesos, la leche también puede
contaminarse con otros gérmenes y sustancias quimicas, convirtiéndose asi en un
factor de riesgo para la salud publica y, obviamente, puede afectar la economia de

quienes son productores de este alimento (1, 9).

Asi podemos apreciar que la Region Cajamarca, consideradala4' Regidn productora
de leche en € pais y teniendo en cuenta que los residuos de medicamentos son un
peligro parala salud humana, mas del 60% de laleche producida en €l departamento
se vende para consumo directo como leche cruda, y la enfermedad mas prevaente en

el ganado vacuno eslafasciolasis.

La epidemiologia de lafasciolasis en Cajamarcatiene un ciclo anual de infeccion en
el ganado vacuno lechero (10), con prevaencias altas tanto en la poblacion urbana
como en la rural de Cgamarca (11, 12). Sobre la base de la informacion
epidemiol 6gica generada, se recomendod el empleo de dosificaciones estratégicas para

F. hepatica, utilizando Triclabendazol (TCBZ) (13). Laeficaciadel tratamiento frente




a este parasito, mediante una prueba de eficacia absolutain vivo con TCBZ (Fasinex
10%) es ddl 25,2% (14) y se ha determinado, ademas, que residuos de metabolitos
pueden estar presentesen lalechey en el queso elaborado apartir delechede animales
tratados con TCBZ (15). Esto constituye un potencial de riesgo parala salud humana
(16), en particular por € desarrollo de reacciones aérgicas, inhibicion de la flora
intestinal y desarrollo de cepas resistentes de Fasciola hepatica (15, 17). En €
entendido que la totalidad de esta produccién no pasa por control de acuerdo con las
normas establ ecidas, es necesario conocer la presencia de residuos de triclabendazol,
sus metabolitos sulfoxido y sulfona en leche y queso, principalmente porque no se
han realizado investigaciones en esta &rea. Ademas, se ha demostrado en diversos
estudios que el TCBZ y sus residuos se concentran en e queso mas que en la leche,
con un factor de hasta5 veces mas que |os encontrados en leche (5 372 vs 918 ug./kg.
parael queso vsleche) (18), inclusive se hademostrado que residuos de triclabendazol
se pueden encontrar aumentados hasta en 13 veces méas en € queso (15), dichos
residuos se concentran ademéas en mantequilla por un factor de 9 (9,177 vs 1 082
Hg./kg. para la mantequilla vs leche), y en leche en polvo, 15 veces mas en
comparacion con laleche de partida descremada (7 252 vs 423 ug./kg. para el polvo
de leche descremada) y que pueden estar presentes a pesar de las atas temperaturas

(185 °C) requerida para su fabricacion (18).

El amplio uso del triclabendazol para el tratamiento de fasciolasis y la necesidad de
asegurar la calidad e inocuidad de los alimentos provenientes de animales tratados
con antihelminticos ha llevado a desarrollar técnicas y metodologias cada vez mas
sensibles y exactas para la determinacion de estos farmacos en diferentes tejidos

animales. Los nuevos métodos analiticos ponen de manifiesto la presenciade residuos




en concentraciones de 250 pg./kg.; o que determina que seria imposible administrar
medicamento alguno a un animal, sin que pueda ser detectado en la carne, leche o
huevos, incluso después de respetar € tiempo de retirada establecido para cada uno
de los compuestos administrados a los animales (19). De ahi la importancia de la
necesidad de investigar este problema, sobre todo, por latrascendenciay € impacto

en lasalud de la poblacion.

Una de las técnicas mas confiable y de alta precision para determinar la presencia de
residuos de TCBZ en la leche y/o sus derivados es la cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), que representa una técnica analitica confiable y de alta precision.
Mediante esta técnica es posible determinar la presencia de residuos de TCBZ que
pueden estar siendo ingeridos en laleche y queso que se expende en |os mercados de
la ciudad de Cajamarca, sin tener en cuentalas precauciones de uso del f&rmacoy sin

respetar el tiempo de retiro (20).

Las razones antes descritas hacen que la presente investigacion tenga por finalidad
crear conocimiento sobre la probleméticaloca de residuos de medicamentos en leche
(8), para que, ademas, sirva como referente para tomar decisiones en |os niveles y
mecanismos de intervencion que se agusten a la redidad de Cagamarca,
principalmente, en la gecucion de los programas de control adecuado en el uso de
Triclabendazol en fasciolasis, € uso racional de antiparasitarios, sustancias quimicas
y, sobre todo, evitar ofrecer a los humanos microdosis del metabolito activo
triclabendazol através de laleche, lo cua vaa generar, tarde o temprano, resistencia

en fasciolasis humana (21).




Otra contribucion de esta investigacion en e ambito técnico es la posibilidad de
generar un conocimiento en la utilizacién, validacion y estandarizacion de la
determinacion de residuos de triclabendazol mediante HPLC; lo que a su vez creara
conocimiento tedrico acerca de los residuos de medicamentos de uso veterinario
presentes en laleche y quesos que se producen y expenden en la ciudad de

Cagamarca.

Finalmente, se espera que la investigacion siente las bases iniciales de comparacion

para posteriores estudios relacionados con e tema.




CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. BASE TEORICA

2.1.1. Calidad delaleche cruda

Cuando se habla sobre la calidad de la leche, son varios los conceptos que se
referencian; aunque no siempre se atienda a significado completo y a concepto
verdadero de este término, porque no se aclara o explica que para lograr estéandares
de la leche, se hace necesario revisar desde la produccion en los fundos hasta que
Ilega a manos del consumidor, a todo esto se le denomina “Cadena Productiva”, para
asi lograr un producto que sea Inocuo, es decir, que no cause dafio alas personas que

consumen leche y derivados | acteos que se producen en el departamento (22).

En & productor primario se integran componentes biofisicos, recursos financieros y
el recurso humano, que interactlan entre si. La leche debe ofrecer los niveles de
estandares de calidad minimos para que en la continuacion de la cadena de

comercializacion estano se dtere.

El acopio le continta a la produccién primariay desempefia un papel importante en
lainocuidad y lacalidad del producto final. Posteriormente, siguelatransfor macion,

gue hace referencia a conjunto de actividades desarrolladas en un establecimiento,




técnicamente disefiado y bagjo estdndares de higiene, con e objeto de eaborar,
producir, procesar y envasar leche y productos derivados aptos para € consumo
humano. La distribucién es la entrega del producto que llega a manos del
consumidor, quien adquiere, utiliza, disfruta, 0 se decepciona de los bienes o

servicios de cualquier naturaleza.

Los insumos son los recursos fisicos que intervienen en la creacion de un bien o un
servicio; e transporte hace referencia a conjunto de actividades que posibilitan la
movilidad delosbienesy/olaspersonas, y € recur so humano con |os conoci mientos,
habilidades y aptitudes determinadas, dispuestos a resolver una necesidad o llevar a

cabo cuaquier actividad en una empresa.

La norma UNI 1SO 8402 define la calidad de un producto como el conjunto de las
propiedades y caracteristicas de un producto o servicio que le confieren la aptitud de

satisfacer |as necesidades expresas o implicitas del cliente (23).

La calidad de laleche comercial es uno de los pilares fundamentales en la industria
|actea, que depende directamente de las caracteristicas del producto original; por lo
tanto, en un alto porcentaje lacalidad del producto que llegaa consumidor se debe d

pobre control sobre laleche cruda (24).

Se entiende por leche de calidad a la proveniente del ordefio de vacas sanas bien
alimentadas, libre de olores, sedimentos, substancias extrafias y con caracteristicas
como: cantidad y calidad apropiadas de componentes solidos (grasa, proteina, lactosa

y mineraes), con un minimo de carga microbiana, libre de bacterias causantes de




enfermedad (brucelosis, tuberculosis, patégenos de mastitis y toxinas); asimismo,
libre de residuos quimicos e inhibidores y con un minimo de células sométicas.
Alcanzar estos niveles éptimos en € andlisis de la calidad de la leche depende
directamente de las zonas de produccién, del operador de la maguina de ordefio, del
ordefiador y de las condiciones de transporte y de la manipulacién en la finca (2).
Evitando que se alteren las caracteristicas fisico-quimicas y microbiol 6gico, los cuales
también afectan la inocuidad de la leche debido a que este producto es un excelente
medio de conservacion y crecimiento para una gran variedad de microorganismos

(25).

Se puede lograr una buena calidad de la leche por medio de un andlisis agrupado en
dos factores: € primero est4 determinado por la calidad composicional que hace
referenciaalamateriagrasay solidos no grasos, y € segundo, por lacalidad higiénica
gue contempla los microorganismos patdgenos, toxinas, residuos quimicos,
microorganismos saprofitos, células sométicas, materias extrafias y condiciones

organolépticas (26, 27).

Lanecesidad de unamayor eficienciaen el proceso industrial delalechey lacreciente
demanda del mercado por productos de mayor calidad, traen como consecuencia un
incremento en las exigencias de los estdndares de la materia prima, 10 que afecta
econémicamente al productor. El principal problema de los pequefios productores es
ladescomposicion delaleche en € ordefio y transporte por |as deficientes condiciones
higiénicas y sanitarias, |0 que genera problemas de zoonosis e incrementa € desafio

logistico en el control de la calidad de laleche dentro de los mercados (28).




En € primer eslabdn de la cadena, la calidad de la leche cruda es recompensada a
través del mercado donde e énfasis es producir leche de ata inocuidad para €
consumidor (26). Se establece a partir de tablas de costos por litro de leche cruda de
acuerdo con un analisis microbiol 6gico previo, que permite determinar si es apta para

su comercializacion y consumo humano.

La principal fuente de residuos de TCBZ en leche es originada por e mango
inadecuado paracontrolar lafasciolasis. La Organizacion delas Naciones Unidas para
la agricultura 'y la alimentacion (FAO), la Union Europea (EU) y la Food and Drug
Administration (FDA) son las organizaciones que han establecido niveles maximos
permisibles en los alimentos, en especial € triclabendazol. Los limites maximos de
residuos (LMR) se establecieron con € objetivo de asegurar y proteger la salud del
consumidor y son definidos por la Union Europea como “el contenido maximo de
residuos resultantes de la utilizacion de un medicamento veterinario (expresado en
mg/kg o en pg./kg. sobre la base del peso en fresco), autorizada en la comunidad o
reconocida como admisible en un producto alimentario” (29). Al respecto, en abril de
1996, en Paris, en unareunién realizada por e VICH (Armonizacion Internacional de
laCoordinacion Veterinaria) seabordd el temadel uso de medicamentos entre Estados
Unidosde América, Union Europeay Japén. Dentro de los puntosimportantes sefialan
la necesidad de establecer una uniformidad en los LMR, para asegurar una mayor
confianza a consumidor y eliminando barreras comerciaes relacionadas con este

aspecto (30). Contrariamente alo que sucede con los LMR, los cuales son especificos




para cada droga, el periodo de resguardo no constituye una constante de un principio
activo determinado, sino un elemento especifico de cada formula farmacéutica, que
varia seguin diversos pardmetros tales como la naturaleza del excipiente y la via de

administracion para el caso del TCBZ € periodo de retiro es superior a 28 dias (31).

En e Peru recientemente a partir de julio del afio 1998, € Misterio de Agricultura
aprobo e Reglamento de Registro, Control y Comercializacion de Productos de Uso
Veterinario y Alimentos para Animales. Segiin decreto supremo D. N° 015-98AG
(32), hace obligatorio que, en e Registro de Productos, |as industrias farmacéuticas
indiquen en € etiquetado las dosis, vias de administracion y especies de destino. Se
agrega, ademés, € periodo de resguardo que deben tener estos farmacos en leche y
carne destinadas a consumo humano, con énfasis en que estos deben ir avalados por
sus estudios correspondientes. En este Reglamento se indica, assmismo, que los
productos registrados en €l Instituto de Salud Publica, antes de esta fecha, tendran un

plazo de cinco afnos para actualizar sus registros.

En e Pert, como ya se habia sefialado, & Codigo Sanitario de Alimentos menciona, que
los aimentos o0 bebidas sean de tal naturaleza o agregado en tales condiciones o
cantidades, que el producto resultante pueda ser perjudicial paralasalud o impropio para

el consumo humano (33).

A pesar de que en e Pert se han realizado estudios con la finalidad de detectar la
presencia de residuos o contaminantes en leche, los antibioticos han sido los méas
estudiados por métodos cualitativos. En Cajamarca existen organismos encargados de

realizar €l control de aimentos. EI mas importante es el Laboratorio de Andlisis
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Bromatoldgico de la Municipalidad Provincial de Cagamarca, € cual rediza la
inspeccién de mercados y demés centros de abasto de nuestra ciudad. El

inconveniente radica en que no se hace control fisico quimico, antibiéticos, anaisis
bacteriologico y tampoco de antiparasitarios. Pese a que la NTP 202.001 (Norma
Técnica Peruana) establece los niveles sanitarios adecuados para que la leche sea
consumible e inocua para la salud de las personas, no establece LMR para
triclabendazol en leche ni quesos (3). La cromatografia liquida en fase reversa es €
método analitico de eleccion parala deteccion de ambos analitos. De ello se obtiene
una alta selectividad en la separacion de los metabolitos a través de deteccion

ultravioleta (34).

En e Cuadro 1 se detallan los estudios internacional es elaborados; pero, tal como se
menciond en el contexto nacional, hasta el momento no se han realizado estudios de
investigacion exploratorios por € que se analice la concentraci 0n asociada con buenas

préacticas de utilizacion (BPU y BPA) de TCBZ en lafasciolasis.

La excrecion de TCBZ y sus dos metabolitos principales se han medido en vacas, a
las cuales se les administré una dosis de aproximadamente 12 mg./kg. Con ello se
demostro que los metabolitos Sulféxido y Sulfona pueden ser detectados en la leche
(36 y 144 horas respectivamente), mientras que en plasma hasta por un periodo de
diez dias (15). Solo € 1,5% (méaximo) de triclabendazol administrada se elimind
como triclabendazol sulfona a través de la leche (17). Se ha evaluado €l tiempo de
permanencia del TCBZ en vacas luego de 60 dias post dosificacion en las cuales no
se encontraron residuos mientras que los niveles més altos de residuos determinados

de TCBZ, TCBZSO, TCBZSO: y residuos ceto- triclabendazol fueron 244, 525, 1




710 y 16 pg./kg., respectivamente. Los residuos de Triclabendazol, Sulfoxido
Triclabendazol, Sulfona Triclabendazol y ceto triclabendazol fueron detectables en la
leche durante un maximo de 5,5, 15,5, 20 y 25 dias después del tratamiento,
respectivamente. El triclabendazol sulfonafue el residuo encontrado més importante,
lo que representa > 87% de los residuos marcadores alos = 3,5 dias post dosificacion
de la droga. Al mismo tiempo, los metabolitos sulfoxido y sulfona pueden ser
encontrados en laleche hasta €l dia 23 a 36 post dosificacién, mientras que e TCBZ
no pudo ser determinado ya que su persistencia es corta después de la administracion

oral de TCBZ (18).

Cuadro 1. Presencia de antiparasitarios en leche - Estudios | nter nacionales

Principio activo Titulo delainvestigacion/hallazgos Pais Fuente
Bencimidazoles, Nuevo método para € andlisis de Irlanda (35
lactonas fasciolicidas y otros residuos de 2013
macrociclicas,y antihelminticos en la leche bovina y €

fasciolicidas higado utilizando cromatografia

liquidaespectrometria de masas tandem

Determinacion de residuos de

Bencimidazoles,  medicamentos antihelminticos en laleche
Irlanda-
avermectinas  y mediante ultra alta cromatografia liquida- (36)
2010
fasciolicidas. espectrometria de masas en t&ndem con

el cambio rgpido de polaridad
Metronidazol, Prueba y vaidacion de un méodo Uruguay- (37)
abamectina, analitico practico para > 100 residuos de

_ : - Irlanda-
tiabendazol, medicamentos  veterinarios en  los
clorsulon. musculos de los bovinos mediante HPLC 2012

y cromatografia espectrometria de masas
en tandem
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Triclabendazol

Abamectina
Triclabendazol

Triclabendazol

G. Reyna. 2014

Validacion del nivel Maximo de residuos de
residuos marcadores triclabendazol en

matrices bovinas higado, masculo y la Irlanda-
(38)

leche por ultra alta presion cromatografia 2013
liquida de espectrometria de masas en tandem
Cinética plasmética y niveles deresiduos  Chile- (39)
en tgidos de bovinos tratados con la 2005
asociacion antihelmintica de Abamectina
Triclabendazol.

Concentraciones residuales  del
fasciolicidatriclabendazol en leche y queso.

Los objetivos experimentales fueron

evaluar la cinética de
disposiciones comparativas de TCBZ y sus
metabolitos en plasma sulfoxido y sulfona en
leche de ganado lechero lactante después de la
administracion oral

Perd-

(12 mg/kg de TCBZ, en leche y queso de (40)

Argentina
vacas tratadas. Ambos

metabolitos sulfoxido y sulfonade TCBZ
pero no TCBZ fueron detectados sino hasta
144 h después de la administracion oral de
TCBZ tanto en plasmay leche. En & queso
elaborado con laleche de los animales tratados
se encontro 13 veces més los residuos

concentrados.




Se han desarrollado técnicas para cuantificar y confirmar la presencia de residuos de
TCBZ paramedir el LMR (Limite M&ximo de Residuos), en € rango dinamico de 1
a 100y 5a 1000 ug./kg., para la leche y tejido, respectivamente. Esto se logré usando
una fase movil que contiene écido trifluoroacético (pKa de 0,3), lo que resulté en la
formacion de los iones pseudomol ecul ares protonadas, [M + H] +, de triclabendazole
metabolitos. lonizacion insuficiente de los aditivos de fase mévil comun debido alos
bajos valores de pKa (< 2) fue identificado como la causa de la pobre linealidad. Las
nuevas condiciones de fase mévil permiten e andlisis de residuos de TCBZ en €
higado, € musculo y la leche que abarca los niveles maximos de residuos (LMR) de
la UE (250, 225 y 10 pg./kg., respectivamente). Residuos de TCBZ fueron extraidos
utilizando un método QUEChERS modificado y analizadas por espectrometria de
masas de ionizacion por electro spray positivo con todos los analitos eluidos por 2,23
min. El método fue validado en el MRL, de acuerdo con la decision de la Comision
(CD) 2002/657/CE criterios. El limite de decision (CCa) del método estaba en €
intervalo de 250,8 a 287,2 pg./kg. para el higado, de 2 554,9 a 290,8 ug./kg. el
musculoy 10,9 - 12,1 ug./kg. para la leche. El rendimiento del método fue verificado
con éxito para TCBZ en € musculo mediante la participacion en un estudio de
competencia. El método se aplico también a higado, musculo y muestras de leche
(35).

2.1.2. Triclabendazol (TCBZ)

2.1.2.1. Generalidades de Triclabendazol (TCBZ)

El triclabendazol (5-cloro-6- [2,3-diclorofenoxi]-2-metil-tiobencimidazol) es

un bencimidazol halogenado que posee elevada actividad frente a estados
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inmaduros y adultos de Fasciola hepatica, su eficacia ha sido probada en
ovinos, caprinos y bovinos (41). Ademas, de su actividad sobre Fasciola
hepatica y Fasciola gigantica, se ha descrito y confirmado su eficacia sobre
Fascioloides magna y paragonimus (28). Sin embargo, no presenta actividad

contra otros vermes planos o redondos.

Como la mayoria de los bencimidazoles el TCBZ es escasamente soluble en
agua, por lo cual se administra por via oral como suspension, pasta o polvo,

generalmentea 5y a 10% (28).

A modo general, & TCBZ posee |as siguientes caracteristicas (42):

- Selograunamayor eficaciafasciolicida cuando se administra por via

oral.

- Esmas eficaz en rumiantes y caballos cuando se administra por via oral,
en los que su tasa de pasgje a través del aparato digestivo es mas lenta

debido alainfluenciadel rumeny del ciego, respectivamente.

- Lasdosis divididas son mas eficaces que una dosis Unica debido a que la

naturaleza de su accion fasciolicida depende de un contacto prolongado

con €l parasito.

- Presentaunabagjatoxicidad y amplio margen terapéutico.
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Lafasciolasis bovinay ovina, ademés de ser unaimportante causa de
decomiso en mataderos, es una enfermedad parasitaria que, aunque no ocasiona
altamortalidad delosanimales, provocadebilitamiento y atraso en el desarrollo;
lo que se expresa en una baja productividad en muchos predios ganaderos (43).
Este parasitismo hace que e uso de este antihelmintico sea frecuente en

programas de desparasitacion en masa.

2.1.2.2. Mecanismo de Accién

L os carbamatos benzimidazdlicos (albendazol, mebendazol y triclabendazol), y
sus metabolitos como el albendazol sulféxido, se desarrollaron en la década de
1970. El mecanismo de accion del TCBZ no esta bien explicado ain. Se
describe que actia dafiando la integridad y funciones de transporte de energia
en las células ddl parasito (44). Un mecanismo de accion aternativo alin en
estudio, basado en la determinacion de genes de B-tubulina en Fasciola
hepatica, sefiala que TCBZ, por ser del grupo de los bencimidazoles, actuaria
alterando €l estado dinamico constante de ensamblamiento y desamblamiento
de los micro tubulos en e parésito (45), es decir, TCBZ funciona bloqueando
la polimerizacion de latubulina en los microttbul os (46). De forma particular

se ve dterada la incorporacion de glucosa y la secrecion de

acetilcolinesterasa. Pero, si esto fuera asi, TCBZ deberia tener accion también
sobre nematodos; sin embargo, estos autores sefialan que esto no ocurre debido
a que la B -tubulina de Fasciola hepatica seria diferente de la que poseen los

parésitos nematodos.
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Su actividad fasciolicida est4 asociada principamente con & metabolito
sulfoxido, ya que € féamaco origina Triclabendazol es rapidamente
metabolizado en el higado hacia su metabolito activo Triclabendazol Sulféxido
(TCBZSO), responsable de la actividad fascioliciday a

Triclabendazol Sulfona (TCBZSOz), el metabolito inactivo (47, 48).

El TCBZ se administra en solucion acuosa por via oral, intrarruminal o
intraabomasal. Existen varias formulaciones que incluyen suspensiones a 5%
paraovinosy caprinos, al 10% y 12% para bovinos y bufalos y tabletas de 250
mg. de TCBZ para ovinos y caprinos y de 900 mg. de TCBZ para bovino y
bufalo. Ademas, estd disponible como suspension en combinacién con
Levamisol para €l control de las parasitosis por nemétodos y treméatodos en las

especies mencionadas (28).

Enbovinoy enovino, d TCBZ adosisde 10 mg./kg., por viaoral, esmuy eficaz
contrainfecciones por Fasciola hepatica inmaduraen e parénquimahepéticoy

contra las formas maduras de los conductos biliares (49).

El TCBZ en ovinos se administra en dosis de 10 mg/kg por viaoral, con lo que
se logra un 90% de efectividad sobre estados inmaduros de fasciola de una
semang, y de 98 a 100% sobre estados larvarios y adultos. En bovinos se
requieren dosis de 12mg/kg paralograr una eficacia antiparasitaria de 80 a 95%
contrafasciolasde 1 a3y de 5 a 8 semanas. En estos casos se puede advertir

unadisminucion de la eficaciaentrelas 3 y 5 semanas avalores de




73-80%, lo cual no hasido aln bien aclarado (50, 51).

2.1.2.4. Caracteristicas Far macocinéticas

Presenta buena absorcion a nivel digestivo, principalmente en € intestino.
Debido alaausencia o a que se detectan en € plasma cantidades muy pequefias
del farmaco original posterior a la administracion oral, se asume que este
farmaco experimenta metabolismo oxidativo de primer paso en e higado (50).
Sus metabolitos sulfoxidos (TCBZSO0), principa mente activos, son inactivados

en gran parte por oxidacion a sulfona antes de la excrecion

(Figural).
cl N
Triclabendazol S-CH,
Cl 0 N
H
Cl

Figura 1. Estructura quimica detriclabendazol (TCBZ) y sus metabolitos sulféxido y sulfona.

Fuente : Alvineriey Galtier, 1986 (52).

El metabolismo de TCBZ ocurre através de dos vias; una rgpida oxidacion del
grupo metiltiol del sulfoxido seguido por una oxidacion relativamente lenta del
sulféxido a sulfona, con secrecion directaalabilis (53). El TCBZ es eliminado
en un 95% por las heces, 2% por la orina'y menos de 1% por la leche. Esta
Ultima es la menor ruta de eiminacion. Asimismo, se destaca que después de
siete dias post-administracion, la leche de animales lactantes tratados ya no

constituye riesgo parala salud humana (50).
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Se ha evaluado € comportamiento farmacocinético de TCBZ y |os pardmetros
de concentracion maxima (Cmax), area bajo la curva (ABC) y tiempo de vida
media plasmatica para el metabolito sulfoxido de TCBZ, de donde se concluyo
gue fueron mayores en rumiantes que en monogastricos

(Cuadro 3) (42, 48).

Cuadro 2. Variables farmacocinéticas para triclabendazol sulfoxido (TCBZSO) en

diferentes especies.

Dosis Cmax* Tmax* Rango T1/23 *

Especie N° (Hg/mL) (horas) (horas)
Bovina 9 12 14,3 12-32 22.7
Bubalina ND 12 15 23.8 24,13
Ovina 6 10 13.1 24-36 42,8
Ovinab 1 10 16 24 30
Caprina 5 12 14,9 8-16 22,4
Porcina 6 10 17,5 4-8 6,8
Equina 3 12 4,6 8 9,7

Fuente: Fernandez, R.1992 (42).

Cmax: Concentracion maxima, Tmax: Tiempo en que se alcanza la concentracion
maxima, t1/2p: Tiempo medio de eliminacion, ABC: Area bgjo la curva de
concentracion plasmatica en el tiempo, ND: No determinado a via intrarruminal; b:

viaoral.

2.1.2.5. Caracteristicas Farmacodinamicas
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El Triclabendazol posee escaza toxicidad. En bovinos no presenta alguna
sintomatologia; en humanos, en la mayor parte de los casos, de aparecer, |os
efectos secundarios son gastrointestinales (p.g., nauseas, vomitos, dolor
abdominal, diarred) y/o ateracién de las pruebas hepaticas. Estos efectos
secundarios son més frecuentes cuando se emplean en dosis prolongadas y/o

periodos prolongados de tiempo (54).

La dosis maxima tolerable es de 200 mg./kg., con la cual en algunos animales
se observa incoordinacion del tren posterior durante un periodo de tres a seis
dias, incluso ciertos animales bagjan de peso. En generd, este f&rmaco se
caracteriza por una baja toxicidad en mamiferos, por lo que no se describen
limitaciones para su administracion, incluso en individuos jovenes, enfermos o
débiles (43). Otros bencimidazoles, como oxfendazol y abendazol, son
teratogénicos y estan contraindicados en animales con prefiez temprana ya que
pueden provocar malformaciones en fetos, asi como embriotoxicosis (48). El

periodo de retirada para TCBZ oscila entre 20-28 dias en carnes (28).

2.1.2.6. Estudio deresiduos

La determinacion de los residuos de farmacos de uso veterinario en alimentos
de origen anima (leche, carne, huevos y pescado) es importante, ya gque
garantizalacalidad y laseguridad del suministro de alimentos. Debido también

a que los f&rmacos veterinarios constituyen una parte integral del manejo en la
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produccion agricola, existe un riesgo potencial de encontrar residuos de ellosen

los alimentos (9, 55).

Las estrategias para la deteccion de residuos de farmacos de uso veterinario se

caracterizan por los siguientes aspectos (55, 56).

- Regulacion en la deteccion de residuos segiin su importancia, desde €
punto de vista toxicol 6gico.

- Permision de la regularizacion del mango de la formulacion y
dosificacion de farmacos antiparasitarios, con €l fin de garantizar la
seguridad de los alimentos, con la menor interferencia en e manejo de
la produccion ganadera.

- Utilizacién demétodos ysistemas  analiticos, confiables y

suficientemente sensibles.

En toda evaluacion de residuos en |os alimentos es importante la determinacién
del principio activo y los metabolitos trazadores. Para TCBZ |lo son TCBZ y
la suma de sus metabolitos sulféxidos y sulfonas. Debido a la répida
metabolizacion hepatica, e TCBZ es transformado a metabolito

Sulfoxido y este ultimo hacia Triclabendazol Sulfona.

El desarrollo de métodos para la deteccion de residuos en alimentos de origen
animal se basa en determinar las concentraciones maximas tolerables en
conformidad con los limites maximos de residuos permitidos, establecidos

mediante estudios farmacocinéticos y toxicologicos de los diversos




medicamentos empleados como profilacticos y terapéuticos en animales de

produccion (57).

La adecuada validacion de una metodologia anadlitica para la deteccion de
residuos debe ser capaz de obtener resultados confiables, identificando
correctamente e analito de interés, de modo que permita adoptar medidas
regulatorias que apoyen la implementacién de programas de aseguramiento de

calidad y control de residuos (55).

El andlisis de residuos esta regulado por las reglamentaciones establecidas por
las diversas agenci as de medicamentos estatal es sobre farmacos veterinarios. En
el caso de farmacos “no autorizados” en animales productores de alimento, se
requiere del desarrollo de métodos analiticos con los limites de deteccion o més
bajos posibles. En cambio, paralas sustancias

“autorizadas”, para las que se ha establecido el limite maximo de residuo
(LMR), la preocupacion del andlisis se relaciona con €l desarrollo de métodos
rapidos y definitivos con una adecuada sensibilidad para detectar el analito en
concentraciones iguales o inferioresal LMR y su relacion con €l IDA (Ingesta
diaria admisible). En & grupo de sustancias no autorizadas, € desarrollo de
meétodos con limites de deteccion siempre mas bajos es, a menudo, utilizados
con propdsitos reguladores mas que para establecer requisito de seguridad del

alimento (28).

Las estrategias para € andlisis de residuos de farmacos de uso veterinario se

deben encausar a cubrir un amplio rango de compuestos que se pueden




constituir en residuos potenciales en € alimento, puesto que su aparicién en
ellos, ademéas de ser un atributo negativo delacalidad, puede afectar €l comercio
internacional del producto (58). Normamente, el analisisderesiduosimplicael
desarrollo de un proceso netamente experimental, efectuado mediante estudios
de laboratorio, que permiten medir, determinar y evaluar la conveniencia o
capacidad de un esquema analitico particular, antes de implementar su uso
rutinario. Esto involucrael desarrollo de un protocolo, queincluyelaestimacién
de las medidas de precision y exactitud aplicables a cualquier método analitico
(55, 57). Los métodos analiticos deberian caracterizarse por ser rpidos, con alto

rendimiento de procesamiento, rigurosos, baratos y sensibles (59).

2.1.2.7. Conceptosy metodologia para la validacion del método

La validacion de un método analitico incluye todos los procedimientos
necesarios para demostrar que un meétodo en particular, sea confiable y
reproducible por otros investigadores para la determinacion cuantitativa de

concentraciones de un analito en una matriz biol 6gica determinada (60, 61).

L as caracteristicas que debe cumplir todo método analitico para ser considerado

adecuadamente valido, son las siguientes:

Especificidad: capacidad del método parareconocer inequivocamente el analito
en presencia de otros componentes que puedan estar presentes en la matriz que
sevaanalizar. En € caso del método de extraccién y determinacién de farmacos

en muestras biolégicas mediante técnicas de HPLC, la especificidad se




determina comparando los resultados del andlisis de muestras blancos que no
contienen e analito y/o sus metabolitos, con los resultados de la muestra que
solo contiene e analito en estudio y/o sus metabolitos. El procedimiento debe
demostrar que no existen interferencias entre las posibles impurezas de la

muestray €l analito (59).

Recuperacion: se determina estableciendo la relacion entre las areas de los
picos cromatograficos, existentes en las muestras de tejido sobrecargadas con
concentraciones conocidas del analito en estudio, con las obtenidas de la
inyeccion directa del estdndar puro disuelto en un solvente apropiado. Los

resultados se expresan en porcentajes (%0).

Exactitud: esladiferenciaentre el valor obtenido y €l valor tedrico, expresado
como €l error relativo o error medio (EM, %) para las distintas concentraciones
del analito. La exactitud debera establecerse dentro del rango especificado para
el método. Los valores del error relativo aceptados suelen ser de un 15%,
excepto para el limite de cuantificacion donde se acepta hasta de un 20% (59).

Precision: eslaestimacion delavariabilidad de |as mediciones obtenidas de un
muestreo multiple, y se expresa como €l coeficiente de variacion (CV, %) de
los resultados del andlisis de varias muestras realizadas en diferentes dias,
“precision intradia” y en distintos analisis hechos en un mismo dia, “precision

intradia”.

Limite de deteccidn (L .D): se define como la cantidad més pequefia de analito

presente en una muestra que puede ser determinada cuantitativamente con
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suficiente precision y exactitud. Se determiné apartir de 10 veces su desviacion
estandar y dividido por e vaor promedio de la pendiente (a) de las mismas

rectas de calibracion (62, 63).

L imite de cuantificacion (L.C.): se define como la cantidad mas pequefia de
analito presente en una muestra que puede ser determinada con un método,
aungue no necesariamente cuantificada como un valor exacto. Se determiné a
partir de la respuesta del blanco y constituye tres veces su desviacion estandar
y dividida por el vaor promedio de la pendiente de las mismas rectas de

calibracion (62, 63).

Linealidad: esla capacidad del método, dentro de un rango determinado, para
obtener valores que son directamente proporcionales a la concentracion del

analito presente en lamuestra.

Rango: es € intervalo entre la concentracion o cantidad mas altay la mas bgja
del analito, con lo cual se ha demostrado que e procedimiento analitico tiene
suficiente precision, exactitud y linealidad.

2.1.2.8. Metodologia para la deteccion deresiduos

Variados métodos analiticos se han desarrollado para obtener |os antecedentes
anteriormente descritos. La cuantificacion de residuos en e plasma y/o tejidos
se habasado en el uso de cromatografia liquida/ espectrometria de masa (CL/

MS) con uso de ionizacién quimica (64, 65).
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La metodol ogia utilizada para la deteccion de TCBZ, tanto en plasma como en
tgiidos y en fecas, involucra pasos de purificacion, extraccion, limpieza
cromatogréfica, derivatizacion, y, finalmente, la fase de cromatografia liquida
(CL) (66, 67). Estos métodos monitorean residuos y tienen un laborioso trabajo
einversion de tiempo; puesto que se requiere de grandes cantidades de solventes

organicos y procedimientos de derivatizacion (68).

Varios de los métodos confirmatorios parala deteccion de residuos de farmacos
de uso veterinario, tales como antibidticos y antiparasitarios, se realizan ain
basados en e andliss HPLC, que a menudo usa procedimientos de
identificacion adicionales y mas especificos. Sin embargo, las exigencias en
relacion con la deteccion de niveles de farmacos cada vez més bgjos, ha
contribuido al desarrollo de técnicas de cromatografia de gas (CG) sumadas a
las de espectrometria de masa (MS), que sustentan alin més las técnicas
confirmatorias y que aseguraran que estas tecnologias se conviertan en parte de
los procedi mientos habitual es de confirmatoriedad parala deteccion de residuos

de farmacos (69).

Muchos esfuerzos se han utilizado para € desarrollo de pruebas analiticas
destinadas a la identificacion rapida del potencial de residuo en animales
positivos, que permitan alos inspectores identificar estos animales. Un método
ideal parael andlisisde un residuo, es que se debe desarrollar unatécnicarapida
de screening y otro método confirmatorio (58). Con el desarrollo de nuevas

metodol ogias analiticas, ésta meta se ha vuelto mas cercana. Por g emplo, €
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aumento en la automatizacion, reforzd la sensibilidad, desarrollé la
espectrometria de masa (MS), ademas, €l uso de una mejor tecnologia permite
gue € andlisis, através, de cualquier método y su procedimiento ya no seatan

complejo como |o fue anteriormente (68).

2.1.2.9. Deter minacion de los limites maximos deresiduos (LMR) en tgjidos

El Codex Alimentarius establece que € limite maximo de residuos (LMR) 250
Mg./kg. higado, 150 ug./kg. en rifidon y 10 pg./kg. en leche, e rifion se debe
considerar como un adecuado tejido blanco para la deteccion de residuos de
TCBZ en bovinos. Tal LMR sirve como base para el calculo de los periodos de
resguardo en carne y tejidos comestibles, los que varian de acuerdo con la
especie animal de que setrate 'y € tgido blanco analizado. En los casos en que
el higado no esté disponible, se debe considerar la grasa para € andlisis de los

metabolitos marcadores (70, 71).

Estudios de toxicidad en ratones han demostrado que la Dosis Letal 50 (DL50)
de Triclabendazol es >5000 mg/kg de peso vivo, mientras que en conejos es de
206 mg./kg. Tales estudios toxicologicos permiten establecer la ingesta diaria
admisible (IDA), laque corresponde aun valor estimado de la concentracion de
una sustancia quimica determinada, presente en un alimento, que puede ser
ingerida diariamente durante toda la vida, sin presentar efectos nocivos
apreciables en la salud humana. El concepto de ADI ha sido desarrollado

principalmente por la Organizacion Mundia de la Salud




(OMYS) y FAO y derivade estudios de toxicidad en animales de laboratorio. Este
es de gran interés para productos quimicos, tales como aditivos alimentarios,
residuos de pesticidas y de farmacos veterinarios en alimentos (55).

Sobre la base de los efectos toxicos no observados (NOEL)*, que para TCBZ
no tiene efectos observables. Parael TCBZ, laADI llegahasta 3

ug./kg./peso-vivo/dia (72).

El clculo deladosisdiariaadmisible (IDA) para los diferentes farmacos varia
segun las caracteristicas farmacocinéticas de los mismos, con € fin de
establecer los diferentes LMR (Cuadro 4) (19, 70, 72).

Cuadro 3. Limite méximo deresiduos (LM R) establecido en tejidos blancos para e
metabolito marcador de TCBZ

Residuo Especie
Sustancia LMR Tegido Blanco
M ar cador Animal
Triclabendazol Lasumade sus Bovino 300 pg./kg higado
metabolitos
300 ug./kg rifibn
100 pg./kg. grasa

EMEA, 2004 (73); *FAQ, 1993 (74).
Experimentos realizados en ganado bovino y ovino toleran dosis de hasta 100

mg./kg., sin sintomas toxicos. En ovinos, dosis orales Unicas de >100 mg./kg.
resultaron en pérdida de apetito y ligeros aumentos sanguineos de Urea y
alfaglobulinas (75). Unasoladosis de 200 mg./kg. produjo inapetencia, pérdida
transitoriade peso y ligeros disturbios motores. En todas |as dosisinvestigadas
(50, 100 y 200 mg./kg.) se observé un ligero aumento de peso del higado. En
genera, € ganado toleramuy bien €l

Triclabendazol (76).
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En general son muy raros los casos de intoxicaciones con Triclabendazol,
debido sobre todo a su baja toxicidad, a amplio margen de seguridad y a la
buena tolerancia en la mayoria de las especies. En caso de sobredosis masivas

puede darse inapetencia, pérdida de peso y disturbios motores.

En produccién ganadera, existe una fuerte necesidad de uso de

antihelminticos para e control efectivo del parasitismo. Sin embargo, la
introduccion en el mercado de nuevas formulaciones comerciales como la que
contiene la asociacion TCBZ para administracion por via oral y destinada a
tratamiento del parasitismo gastrointestinal y hepatico de los rumiantes, han
llevado a considerar que € uso frecuente de estos farmacos, sumado a las
caracteristicasfisicoquimicasy farmacocinéticas de ellos, posibilitalapresencia

de residuos en alimentos destinados a consumo humano (17).

Por ello y debido a que no existen antecedentes previos que permitan conocer
la farmacocinética y €l perfil de residuos de estos farmacos cuando se
administran asociados en rumiantes, surge la necesidad de desarrollar estudios
y métodos analiticos sensibles y confiables que entreguen informacién acerca
de la biodisponibilidad y persistencia de las concentraciones sanguineas de
estos, asi como también conocer € perfil de residuos en tejidos comestibles que
permitan aportar antecedentes que orienten el establecimiento de los periodos

de resguardo para esta formulacion.
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Sumado alo anterior, no existe, por parte de los ganaderos y productores, una
conciencia clara acerca del respeto adecuado de los periodos de resguardo
establecidos para los farmacos antiparasitarios. Ademéas, la imposibilidad de
una regulaciéon médico veterinaria continua, y la inexistencia de una
reglamentacion clara por parte de las autoridades relativo a control de residuos
antiparasitarios en los alimentos, determinan que exista unaataprobabilidad de
gue se puedan detectar residuos de estos antihelminticos en los tejidos
comestibles (77). Esto podria repercutir en la salud de los consumidores,
especialmente para grupos de riesgo; entre ellos, 10s recién nacidos, lactantes,
ancianos y deprimidos inmunoldgicamente, asi como también personas

especialmente intolerantes al farmaco.

2.2. BASE LEGAL

2.2.1. LaNorma Técnica Peruana L echey Productos L acteos (NT P 202.001.2010)

2.2.1.1. Especificaciones de leche cruda. Requisitos

- Laleche cruda que se tenga en depdsito o se expenda debera responder

alas siguientes condiciones:

2.2.1.2. Caracteristicas organolépticas nor males

- Color, olor, sabhor, consistencia. Debe estar exenta de caracteristicas

organol épticas extrafias a su natural eza.
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2.2.1.3-Aspectos fisico-quimicos

Sdlidos Totales minimo de 11,4%.

Grasa 3,2%.

S6lidos no grasos (SNG) 8,2%.

Debe poseer una acidez minima de 0,13%, un maximo de 0,2%.
Densidad a 15 °C minima de 1,0296 g./ml., un méximo de 1,0340
g./ml.

Prueba del alcohol (74° v./v.) no coagulable.

Debe poseer un indice crioscopico maximo de -0,540 °C.
Cenizatota de 0,7%.

Células sométicas 500 000 céulas somaticas/ml.
Prueba de la reductasa (azul de metileno), minimo 4 horas.

2.2.1.4. Aspectos microbiol 6gicos

2.2.15.

Un ndmero maximo de 1 000 000 de unidades formadoras de

colonia/ml. (ufc./ml.) gérmenes aerobios mesdfilos y facultativos.

Coliformes 1000 ufc./ml.

Contaminantes

Reaccion negativaa Copan Test (CMT) y/o Snap.
Ausencia de conservantes.
Ausencia de pesticidas.

Ausencia de aflatoxinas.




Ausencia de antiparasitarios (78).

2.2.2.Lal ey 26842 de Salud

Lasalud es una condicion indispensable para el desarrollo humano y
medio fundamental para alcanzar el bienestar individual y colectivo.
La proteccion de la salud es de interés publico. Por tanto, es

responsabilidad del Estado regularla, vigilarlay promoverla

Toda persona tiene derecho a la proteccion de su salud en los
términos y condiciones que establece la ley. El derecho a la

proteccion de lasalud esirrenunciable.

La sadud publica es responsabilidad primaria del Estado. La
responsabilidad en materia de salud individual es compartida por €l

individuo, lasociedad y el Estado.

El financiamiento del Estado se orienta preferentemente a las
acciones de saud publica y a subsidiar total o parcidmente la
atencion médicaalas poblaci ones de menores recursos, gue no gocen
de la cobertura de otro régimen de prestaciones de salud, ya sea

publico o privado.




VI. La norma de salud es de orden publico y esta regula por la materia
sanitaria, asi como la proteccion del ambiente para la salud y la
asistenciamédica paralarecuperacion y rehabilitacion delasalud de

|as personas.

VII. El Estado promueve la investigacion cientifica y tecnoldgica en el
campo de la salud, asi como la formacion, capacitacion y

entrenamiento de recursos humanos para el cuidado de la salud.

VIIl. El Estado promueve la educacion en salud en todos los niveles y

modalidades.

Art. 5°.- Toda personatiene derecho a ser debiday oportunamente
informada por la Autoridad de Salud sobre las medidas y précticas de
higiene, dieta adecuada, salud mental, salud reproductiva, enfermedades
transmisibles, enfermedades créni cas degenerativas, diagndstico precoz de
enfermedades y demas acciones conducentes a la promocion de estilos de
vida saludable. Tiene derecho a recibir informacion sobre los riesgos que
ocasiona €l tabaquismo, €l alcoholismo, la drogadiccion, laviolenciay los

accidentes.

Art. 18°.- Toda persona es responsable frente a terceros por €
incumplimiento de las précticas sanitarias y de higiene, destinadas a
prevenir la aparicién y propagacion de enfermedades transmisibles, asi

como por 1os actos 0 hechos que originen contaminacion del ambiente.




Art. 106°.- Cuando la contaminacion del ambiente signifique riesgo o dafio
alasalud de las personas, |la Autoridad de Salud de nivel naciona dictara
las medidas de prevencién y control indispensabl es para que cesen los actos

0 hechos que ocasionan dichos riesgos y dafos (79).

2.2.3. Decreto Supremo N° 015-98-AG. Reglamento de Registro, Control y

Comercializacion de Productos de Uso Veterinario y Alimentos para Animales

Capitulo 111 Especificaciones Técnicas para€el Registro de Productos V eterinarios

y Alimentos.

Art. 18°.- El expediente para registro de productos farmacol 6gicos debera

contener |os siguientes datos:

a) Nombre comercial de producto.

b) Establecimiento solicitante.

c) Establecimiento elaborador.

d) Formafarmacéutica.

€) Formula cualicuantitativa de principio activo y componentes del

excipiente.
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f)

Q)
h)

)
K)

Proceso de fabricacion del producto: resumen del modo de

elaboracion, indicar seglin € caso pH, viscosidad, peso especifico,

controles de estabilidad y otros.

Presentacion del envase y sistema de inviolabilidad.

Método de Control y Evaluacion: Bioldgico, Microbiolégico,

Quimico, Fisico, Fisico-quimico.

Indicaciones de uso: especies alas que se destina. Indicar asu vez si

se usa antibacterianos, indicar |os agentes susceptibles.

Duracion maxima: cuando es un producto que se reconstituye.

Dosificacion preventivay terapéutica, intervalo entre dosis, duracion

minima de |os tratamientos, margen seguridad.

Farmacocinéticay farmacodinamiadel producto.

Efectos colaterales, incompatibilidad y antagonismo farmacol 6gico.
Especificar las precauciones para su uso.

Intoxicacion, sobredosis y antidoto.

Efectos bioldgicos no deseados. Teratbgeno, mutagénico u otros
efectos (debera adjuntarse la literatura al respecto).

Controles sobre residuos. limite maximo de residuos (LMR), ingesta
diariaadmisible (IDA), periodo deretiro (s setrata de unaasociacion
la suspension sera al principio o cuyo periodo sea mayor)
Conservacion correcta del producto.

Vencimiento: fecha de expiracion.

Etiquetas y prospectos.

Ensayos experimental es.
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Asimismo, en € Titulo |11, De la Produccién de Alimentos y Bebidas, Capitulo

I, Delos aimentos de origen animal, en cuyos articulos 16 y 17 se menciona:

Art. 17°.- Produccién de leche. La produccién de leche en establos debera
efectuarse cumpliendo las normas de sanidad animal quedictael Ministerio

de Agricultura

Art. 18°.- Calidad sanitaria e inocuidad de la leche. Los parametros de
calidad sanitaria e inocuidad de laleche se establecen en lanormasanitaria

gue e Ministerio de Salud expide para cadatipo de producto lacteo (32) .

2.2.4. El Codex Alimentarius

En su base de datos en linea del Codex sobre los residuos de medicamentos veterinarios

en los alimentos para € triclabendazol establece |os siguientes parametros (71).

Vacuno/Vaca  Mdusculo 250 ug./kg.

Vacuno/Vaca  Higado 850 ug./kg.
Vacuno/Vaca  Rifidn 400 pg./kg.
Vacuno/Vaca  Grasa 100 pg./kg.

2.2.5.Reglamento de Ejecucion (UE) no 222/2012

Triclabendazol (80).

100 pg./kg. Grasa
250 pg./kg. Higado

150 pg./kg. Rifidn
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- 10 pg./kg. Leche

111-HIPOTESISDE INVESTIGACION

H- Laleche frescay e queso mantecoso que se expenden para el consumo humano
en @ distrito de Cgjamarca presentan residuos de Triclabendazol y Sulfoxido de
Triclabendazol.

HO- Lalechefrescay e queso mantecoso gque se expenden parael consumo humano
en € distrito de Cajamarca no presentan residuos de Triclabendazol y

Sulfoxido de Triclabendazol .

V. OBJETIVOSDE LA INVESTIGACION

- Determinar la presencia de residuos de Triclabendazol y su Metabolito Sulfoxido
de Triclabendazol en leche y queso mantecoso que se expenden para el consumo

humano mediante HPLC en €l distrito de Cgjamarca

- Estandarizar y vaidar la metodologia analitica para la cuantificacion de
Triclabendazol y su Metabolito Sulfoxido en leche frescay queso mantecoso que
se expenden parael consumo humano mediante HPLC en € distrito de

Cajamarca.




V. MATERIALESY METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Material devidrio
- Vasos de precipitacion
- Tubos de ensayo
- Probetas
- Pipetas aforadas
- Pipetas volumétricas
- Buretas
- Matraces de Erlen Meyer

- Matraces aforados

5.1.2. Reactivos
- Buffer fosfato 0,025 M; pH=3; calidad HPLC.
- Metanol calidad HPLC (MeOH).
- Acetato de amonio.
- Aceto nitrilo (ACN).
- aMilli-Q-agua (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) agrado HPLC.

- Estandar de Triclabendazol y Triclabendazol Sulféxido.

5.1.3. Equipo delaboratorio
- Cromatégrafo de liquidos de dta eficienciaa HPLC Agilent 1100 con
detector UV e inyector automético.

- PU-2080 plus HPLC pump, Desgasys Populaire.




- Detector: UV/Vis— 2075 plus (Fotomultiplicador) Jeringa: Tipo Hamilton,
apreciacion: 2 pl.

- Columnade acero inoxidable (C18). Longitud: 150 mm. Diametro interno:
4,6 mm. y tamafo de particula: 5 (um.).

- Ultracentrifuga refrigerada Beckman Coulter Optima L-90K.

- Centrifuga angular CENCOM para 6 tubos de 15 ml. Velocidad maxima 4
000 rpm.

- La balanza Ohaus Scout Pro SPU2001 tiene un rango de pesgje de 2 000 a
01lg.

- Agitador magneético termostatizado JENWAY 1 200 con placa

calefactoray agitador magnético que alcanza hasta 300 °C y 12 000 rpm.

- Agitador vortex velp scientifica. Una pipetarotulada P-20 mideentre 21. y
ROl p

- Pipeta de precision P-200 (20 by 200 |}

- Pipeta de precision P-1000 mide entre 200 4y 1.000 |.16 0,2y 1,0 ml.

5.2. Método

5.2.1. Localizaciéon

La presente investigacion se gjecutd en la ciudad de Cgjamarca, en € distrito del
mismo nombre, perteneciente a departamento de Cajamarca. Esta ubicado en la
zona norandina del Per(l. Su relieve es bastante accidentado. Esté constituido por
zonas de costa, sierray selva. Cuenta con una extension territorial de 33 317,54

km?.
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La base productiva del distrito de Cgjamarca es principa mente agropecuaria, la
principal actividad econdmica de la Region es la Agricultura (en la que se
encuentrainmersala actividad agropecuaria); sin embargo, su participacion en el
PBI regional hadisminuido en los tltimos afios ante el crecimiento delaactividad

minera, principal mente.

De acuerdo con los datos disponibles del Instituto Nacional de Estadisticae
Informética INEI - 111 Censo Nacional Agropecuario 1994, la region Cgjamarca
posee lamayor poblacién de ganado bovino detodo € Per(, con 604 699 cabezas;,
asimismo, existen 355 749 ovinos, 500 205 cabezas de ganado equino, 183 616
porcinosy 89 196 caprinos. Sobre todo ello, la crianza de ganado bovino eslade
mayor repercusi én econdmica. Esta se encuentradistribuida en 128 175 unidades
agropecuarias, o que representa e 63,71 % de las unidades existentes. El
promedio de bovinos por productor es de 5 cabezas; existiendo un 36,73 % de
vacas, 11,09 % vaquillonas, 23,02 % terneros y terneras, 20,62 % toros, 5,74 %
toretesy un 2,80 % bueyes, correspondiendo arazaspurasel 17,62 %y un 82,38
% a bovinos de tipo criollo. Las caracteristicas meteoroldgicas y climaticas
promedio en € distrito de Cgjamarca son: Climatemplado a seco, Altitud: 2 750
m.s.n.m. Precipitacion pluvial: 801 mm. (promedio anual) y Humedad relativa:

68, 92% (promedio anual) (81).
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5.2.2. Unidad de andlisis, universo y muestra

5.2.2.1. Unidad de Andlisis:

Las muestras de leche y queso mantecoso fueron obtenidas de cada uno de
los puntos de expendio de venta de leche, fijos, distribuidos en los diferentes

barrios de la ciudad de Cgjamarca (Anexo 2).

5.2.2.2. Universoy muestra

Latotalidad de los puntos de expendio de leche fresca que son 25 (Anexo 2),
y de 29 puntos de expendio de queso mantecoso (Anexo 3), todos|ocalizados
en €l radio de zona urbana del distrito de Cajamarca. El nimero de muestras

fueigual a numero de puestos de expendio de leche y queso.

5.2.3. Tipo de estudio

Es un estudio descriptivo explicativo y analitico, porque se identificaran,
describiran explicaran las caracteristi cas sanitarias de cada muestra mediante

el andlisisde HPLC.




5.2.4. Técnicas einstrumentos de recoleccion de datos

5.2.4.1. Muestreo

La recolecciéon de la muestra se realizé entre febrero y abril de 2013. Se
obtuvo 200 ml. de leche fresca (Anexo 2) y 200 g. de queso mantecoso de
cada punto de expendio (Anexo 3). Las muestras fueron colectadas en
recipientes estériles, es decir, se ha tenido en cuenta que las medidas de
higiene sean las adecuadas, las muestras rotuladas con el nombre de la
persona que expende, direccion de donde se expende y € lugar de
procedencia. Luego fueron depositadas en una heladera portatil con gel
congelado y trasladadas al |aboratorio para su andlisis respectivo de acuerdo
con la técnica de cada determinacion. Las muestras luego se procesaron en
el laboratorio de Quimica Analiticade la Facultad de Ingenieria Quimicade

laUniversidad Nacional de Trujillo.

5.2.5. Preparacion de soluciones estandar

5.2.5.1. Reactivos

Los patrones de TCBZ y TCBZSO fueron proporcionados por
BAYOMED HEALTH PERU S.A. provenientes de analytical standard

VETRANAL™,
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5.2.5.2. Soluciones primariasde TCBZ y TCBZSO (5 pg/pL)

Las soluciones fueron preparadas mediante el pesgje de 50 mg. de TCBZ y
TCBZSO en baanza analitica. Posteriormente el farmaco fue transferido a

un matraz volumétrico de 10 ml., completando € volumen con metanol.

5.2.5.3. Soluciones secundariasdetrabajode TCBZ y TCBZSO

Estas soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucién primaria de
cada analito, para obtener las soluciones secundarias alas

concentraciones de 0,5, 1,0, 5,0, 10, 15, 25y 50 pg./ml. en metanol.

5.2.5.4. Procedimiento de extraccion de Triclabendazol desde lalechey queso

Rectas de calibracion: Cada recta de caibracion se elaboré con muestras
libres de farmaco leche y queso (1 ml. y 1 g., respectivamente),

sobrecargadas con Triclabendazol y Sulfoxido de Triclabendazol para




obtener concentraciones de 0,5, 1,0, 5,0, 10, 15, 25y 50 pg./ml., (Anexo,

Cuadro 1).

5.2.5.5-Procesamiento de las muestr as;

Setomo 1 ml. de muestras problema (1 ml. delecheoun 1 g. dequeso) y 1
ml. de Acetonitrilo (ACN) (1g./ 1 ml.), se agito lamuestraen vortex durante
10 segundos. Luego la muestra fue centrifugada por 10 minutos a 14 000
rpm.; después se extrajo el sobrenadante y se agrego 2,5 ml. de H20 grado
HPLC.

Esta mezcla fue sometida a extraccion en fase solida mediante columnas
ODS LC18 previamente acondicionadas con 500 ml. de metanol y 500 ml.
de H20 (HPLC). Después de agregar la muestra, esta fue lavada con 1 ml.
de H20; se dgj6 secar € cartucho por 5 minutos y se eluyé la molécula con
2 ml. de metanol. Luego € eluido se evaporo y se reconstituyd con 300 ml.
de fase movil y se inyectaron 100 ml. directamente a sistema

cromatogréfico.

5.2.5.6. Condiciones Cromatogr aficas.

Lafase movil estuvo compuesta por una mezcla de acetonitrilo - acetato de
amonio 0,025 M pH: 6,6 (60:40 v/v) siendo bombeada a un flujo de 1,2
ml./min. A través de una columna Octadecilsilan (C18) (5 um; 4,6 mm. X
150 mm.). Se empled un sistema de deteccion por luz ultravioleta (UV) a

longitud de onda de 300 nm.

4+

P——
e



5.2.6-Par ametros de validacion de la metodologia Analitica

Lavalidacion delos métodos analiticos se realizd segun las recomendaci ones
de EMEA (72) y Shah et d. (59), en muestras por triplicado, en las que se

determind la especificidad, lalinealidad y la precision.

La especificidad se define como la capacidad del método para reconocer
inequivocamente el analito en presencia de otros componentes que puedan
estar presentes en la muestra, como, por ejemplo, impurezas y productos de
degradacién, y se determinG comparando cromatogramas de muestras de
leche y queso libres de farmaco con cromatogramas de muestras TCBZ y

TCBZO.

La recuperacion del farmaco se calculd estableciendo la relacion entre las
areas de los picos cromatograficos existentes en las muestras de leche y
gueso sobrecargadas con concentraciones conocidas del analito en estudio,
con las obtenidas de la inyeccién directa del estandar puro disuelto en un

solvente apropiado. Los resultados se expresan en porcentgjes (%6).

La linealidad se determiné mediante la inyeccion de muestras de tejido
sobrecargadas con concentraciones crecientes del analito en estudio y en
quintuplicado. Las rectas de calibracion fueron determinadas mediante un

andlisis de regresion de minimos cuadrados, representando las
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concentraciones de farmaco en e ge de las abscisas y € area de los picos
cromatogréficos en el de las ordenadas. La linedlidad se expresa mejor a
través de la ecuacion de larecta

y=ax+b

Donde:

y = eslarespuestadel detector expresada en é&rea o relacion de &reaa=es
la pendiente de la curva de calibracion.

X = es la concentracion de analito en la muestra b = es el intercepto de la

curvade calibracion.

La precison se refiere mas bien a la imprecision que corresponde,
aproximadamente, a los términos dispersion y variabilidad andlitica. La
imprecision se determina haciendo ensayos repetitivos de una misma
muestra analitica, o de cada conjunto de muestras andliticas, y, luego, se
cacula la desviacion estandar. En este caso es muy importante la

homogeneidad del sustrato.

La precision tiene la desventaja que requiere que los valores se distribuyan
normalmente, que se enfaticen los valores extremos de una serie de
medicionesy que en muchos métodos aumentaladesviacion estandar cuando
aumenta la concentracion. Para evaluar datos de un amplio rango de
concentracion es mas Util calcular la desviacion estéandar relativa (RSD) o
bien € coeficiente de variacion por ciento (CV%). La precision esta

relacionada con la disposicidn de las medidas alrededor de su valor medio o
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central y corresponde a grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando € método se aplica repetidamente a mdltiples alicuotas de una

muestra homogénea.

La exactitud es la cercania del valor analitico a "valor verdadero” de
concentracion del compuesto de interés en € material bajo examen. Es la
concordancia entre la megjor estimacion de una cantidad y su valor real. La
inexactitud es ladiferencia numérica entre el valor promedio de un conjunto
derepeticionesy el vaor verdadero. En la practica, la cercaniaaun estandar
de agun tipo se toma como medida de exactitud. En la presente tesis se
considerd laexactitud de muestras deleche y queso, libresde Triclabendazol,

alos cuaes seles anadi6 € analito marcador.

El limite de cuantificacion (L.C.), se define como la cantidad mas pequefia
de andito presente en una muestra que puede ser determinada
cuantitativamente con suficiente precision y exactitud. Se determiné a partir
de 10 veces su desviacion estandar y dividido por € valor promedio de la

pendiente () de las mismas rectas de calibracion (62, 63).

Limitede
cuantificacion
L.C.=10*(D.9)/a

El limite de deteccidn (L.D) se define como la cantidad mas pequefia de
analito presente en una muestra que puede ser determinada con un método,

aungue no necesariamente cuantificada como un valor exacto. Se determind




a partir de la respuesta del blanco, y constituye tres veces su desviacion
estandar y dividido por € valor promedio de la pendiente de las mismas

rectas de calibracion (62, 63).

Limite de deteccién

L.D.=3*(D.Eb)/a

5.2.7. Validacion dela M etodologia Analitica

En este trabagjo, la validacion de los métodos analiticos se llevo a efecto
siguiendo las recomendaciones descritas por la Agencia Europea de
Evaluacion de Medicamentos (EMEA, 1998). Los valores de coeficiente de
correlacion (R?), Desviacion estandar (DS), Desviacion estandar relativa
(DSR) y error medio (EM) de las variables analizadas estuvieron dentro de
los limites aceptado para la adecuada validacion de una técnica analitica
(Hasta 15%, excepto en el limite de cuantificacion donde se aceptan valores

de hastat 20%).

La validacion de una metodologia analitica es un proceso netamente
experimental, y efectuada mediante estudios de laboratorio, que permiten
medir, determinar y evaluar la conveniencia o capacidad de un esguema
analitico particular, antes de implementar su uso rutinario. Esto involucra el
desarrollo de un protocolo que incluye la estimacion de las medidas de
linealidad, precision y exactitud, aplicables a cual quier método analitico

(82).




La fase movil resolvié los residuos de Triclabendazol y Triclabendazol
Sulfoxido con gran eficiencia, con un tiempo de retencion inferior a 10
minutos. Los cromatogramas tipicos de la preparacion estandar y de la

preparacion de muestra se muestran en la Figura 2.

Figura 2. Cromatograma tipico de Triclabendazol Sulféxido vy

Triclabendazol

BATH A, Sig=3004 Ref-357,130 TCRTHOE 119

: 3
2 5 TCURESO | |
h

5.27.1. Linealidad

5.2.7.1.1. TCBZSO

Se determind preparando soluciones con un contenido de 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25

y 50 pug./ml. de Triclabendazol Sulfoxido e inyectando cada una de ellas por

triplicado en un sistema HPLC.
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Las areas pico seindican en el Cuadro 4. A partir de la pendiente de resultados se
calcularon los coeficientes de interceptacion y de correlacion (R?). Al aplicar €
método propuesto, se siguio la linealidad en e rango de concentracion de 0,5
pg./ml. — 25ug./ml., y € coeficiente de correlacion 0,9998 indica una buena
linealidad entre la concentracion y el area pico. El valor de la pendiente 12,156

indicala sensibilidad del método HPLC.

Cuadro 4. Niveles de concentracion de TCBZSO y promedios de ar eas pico

NIVEL CONCENTRACION pg/ml.  AREA PICO (mUA*s)

1 05 6,30993

2 1 12,02362
3 5 60,79297
4 10 116,95686
5 15 178,39948
6 20 242,76341
7 25 305,05001
8 50 615,45720

Cosficiente de correlacion: 0,9998.
Pendiente: 12,156.

Interseccion: -1,091

P——
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Figura 3. Linealidad de TCBZSO.
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527.1.2. TCBZ

La linealidad de Triclabendazol se determind preparando soluciones con un
contenido de 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25y 50 pg./ml. de Triclabendazol e inyectando

cada unade ellas por triplicado en un sistema HPLC.

Las areas pico seindican en el Cuadro 5. A partir de la pendiente de resultados se
calcularon los coeficientes de interceptacion y de correlacion (R?). Al aplicar €
método propuesto, se siguio la linealidad en e rango de concentracion de 0,5
pg./ml. — 50 pg./ml., y € coeficiente de correlacion 0,9998 indica una buena
linealidad entre la concentracion y el area pico. El valor de la pendiente 13,775

indicala sensibilidad del método HPLC.




Cuadro 5. Concentracion de TCBZ y promedio de éreas pico.

NIVEL CONCENTRACION pg./ml. AREA PICO (mUA*s)

1 0,5 6,92329
2 1 13,71604
3 B 69,00175
4 10 131,89573
B 15 202,23515
6 20 274,85584
7 25 345,71049
8 50 786,83362

Cosficiente de correlacion: 0,9998
Pendiente: 13,775

Interseccion: -1,3493




Figura4. Linealidad de TCBZ.
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5.2.7.2. Precision del sistema

5.2.7.2.1. TCBZSO

Se realizaron inyecciones repetidas de preparacion estandar Unica en € sistema
HPLC. Se determinaron las areas y e tiempo de retencion de la inyeccion de
TCBZO. Los resultados se indican en e Cuadro 6, los valores de la desviacion
estandar relativa (DSR) son inferiores a 2%, lo que confirma la precision del

sistema analitico.




Cuadro 6. Resultados del estudio de precision del sistema "para TCBZSO.

Desviacion
Cantidad
Cantidad estandar
Concentracion Area pico recuperada Promedio Desviacion
Ensayo recuperada relativa
(ng./ml.) (mua*s) (%) (%) estandar
(Hg./ml.) (%)
(98,0%-
(2,0%)
102,0%)

60,7931 5,0748 101,497

5
1 (50%) 60,7891 50745 101,485 101,496  0,0065 0,0064

60,7967 5,0751 101,503

1167532 98331 98331
10
2 1174577 98930 98929 98504 03709 03765
(100%)
1166597 98251 98251
15 1782350 150608 100,406
3 1783500 150707 100471
(150%) 100,499 01096 01001
1786126 150929 100,619
Promedio 100,166
DS 1,334
DSR 1,331
5.2.7.2.2. TCBZ

Se realizaron inyecciones repetidas de preparacion estandar Unicaen e sistema

Y
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HPLC. Se determinaron las areas y € tiempo de retencién de la inyeccion de
Triclabendazol los resultados se indican en e Cuadro 7. Los vaores de la
desviacion estandar relativa (DSR) son inferiores a 2%, lo que confirma la

precision del sistema analitico.

Cuadro 7. Resultados del estudio de precision del sistema para TCBZ.

Concentracion Area  Cantidad Zantidad 'romedio Desviacion
Ensayo (agml) pico recuperada xuperada (%) estandar Yesviacion
pg./ml.
(mua*s) (pg./ml.) (%) estandar
(98,0%102,0%) relativa
(%)
(2,0%)
5 68,9205 5,0870 101,741
1 68,9066 5,0860 101,719
(50%) 101,8628 0,229 0,225
69,1781 5,1064 102,128
10 131,7018 19,7992 97,991
Z 1322516 19,8404 98,404
(100%) 98,1372 0,232 0,236
131,7339 19,8016 98,016
15 201,7380 15,0558 100,372
3 202,6497 15,1243 100,828
(150%) 100,6209 0,231 0,229

202,3178 15,0993 100,662

Promedio 100,207
DS 1,655
DSR 1,651

5.2.7.3. Exactitud

5.2.7.3.1. TCBZSO en leche
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La exactitud se midié con tres niveles de concentracion (0,8-1y 1,2 pg./ml.). Se
anadieron a muestras de leche libre de medicamentos cantidades conocidas de
Triclabendazol (TCBZO), en un rango de 0,8 a 1,2 pg./ml. y se sometieron a

procedimiento de extraccion descrito para estos analitos.

L os porcentajes de recuperacion fluctuaron entre el 98y el 102 %, lo que confirma

|laexactitud del sistema analitico.

Cuadro 8. Resultados del analisisde recuperacion para TCBZSO en leche.

Cantidad
Area  Cantidad Desviacion
Concentracion recuperada Promedio Desviacion
Ensayo pico recuperada estandar
(ng./ml.) (%) (98,0%- (%) estandar
(mua*s)  (pg./ml.) relativa
102,0%)

(%) (2,0%)
9413 0814 101,711

08 9,165 0,792 99,010
1 (80%) 99009 1561 1,562
9165 0792 99,004
1 11406 0,987 98,739
2 11,762 1,018 101,845
(100%) 100146 1573 1571
11534 0,999 99,856
12 13643 1,182 98533
3 13725 1189 99127
(120%) 99039 1944 1,045

14,142  1,22588 102,157

Promedio 99,998
DS 1,478
DSR 1,478
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Figura 5. Figura 1.Cromatograma tipico detriclabendazol Sulfoxidoy
triclabendazol.

DwD A, Sig=300.4 Fak=<360, 130 (040-0102.0)
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5.2.7.3.2. TCBZ en leche

La exactitud de TCBZ en leche se midio con tres niveles de concentracion (0,8-1
y 1,2 ug./ml.). Se afadieron a muestras de leche libre de medicamentos cantidades
conocidas de Triclabendazol (TCBZ), en un rango de 0,8 a 1,2 pug./ml., y se

sometieron a procedimiento de extraccion descrito para estos analitos.

Los porcentgjes de recuperacion fluctuaron entre el 98 y e 102 %, tal como se

muestran en € Cuadro 9, ademés de tener una desviacion estandar menor al 2%y

una desviacion estandar relativa menor a 2%.
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Cuadro 9. Resultados del analisisderecuperacion para TCBZ en leche.

Concentracion  Area Cantidad Cantidad romedio Desviacion esviacion
Ensayo (ug/ml) pico  recuperada 3cuperada (%) estandar 3standar
pg./mi.
(mua*s)  (ug./ml.) (%) relativa
(98,0%102,0%) (%)
(2,0%)
0,8 10,2076 0,7996 99,955
1 10,1153 0,7930 99,119
80%) 99,209 0,706 0,711
10,0526 0,7884 98,552
1 13,2618 1,0208 102,083
2 13,2164 1,0175 101,753
(100%) 101,266 1,140 1,126
12,9691 0,9996 99,963
1,2 15,9137 1,2129 101,073
3 15,4092 11763 98,028
(120%) 99,472 1,528 1,536

15,6226 1,1918 99,316
Promedio 99,982

DS 1,405
DSR 1,405
Cv 0,014

5.2.7.3.3. TCBZ SO en queso

Laexactitud se midi6 con tres niveles de concentracion (0,8-1y 1,2 pg./ml.). Cada
una se realizé por triplicado. Se afiadieron a muestras de queso libre de
medi camentos cantidades conocidas de TCBZSO, enunrango de0,8al1,2 pg./ml.,
y se sometieron al procedimiento de extraccion descrito para estos analitos. Los
val ores obtenidos se encuentran dentro del limite de estandar de entre 98-102%, lo

que validalaexactitud del método propuesto.
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Cuadro 10. Resultados del andlisis de recuperacién para TCBZSO en queso

Mmantecoso.
Concentracion  Area Desviacion
Ensayo i pico Cantidad estandar
(Mg./ml.) (mua*s) Cantidad recuperada Promedio Desviacion relativa
recuperada
(%) (%)  estandar (%) (2,0%)
(ug./ml.)
(98,0%102,0%)
0,8 7,9839 0,812 101,451
1 78116 0,795 99,356
(80%) 100,099 1,172 1,171
7,8228 0,796 99,492
9,9454 1,003 100,246
12
(100%) 9,9406 1,002 100,194 99,842 0,659 0,661
9,8256 0,991 99,081
12 11,866 1,189 99,115
3 11,995 1,202 100,158
(120%) 100,066 0,909 0,909

12,089 1211 100,927

Promedio 100,003
DS 0,821
DSR 0,821

5.2.7.3.4. TCBZ en queso

La exactitud se midio con tres niveles de concentracion (0,8-1y 1,2 ug./ml.). Se
anadieron a muestras de queso libre de medicamentos cantidades conocidas de
TCBZ, en un rango de 0,8 a 1,2 pug./ml., y se sometieron al procedimiento de
extraccion descrito para estos analitos. L os val ores obtenidos se encuentran dentro
del limite de estandar de entre 98-102%, lo que valida la exactitud del método

propuesto.
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Cuadro 11. Resultados del andlisis de recuperacion para TCBZ en queso

Mantecoso.
Ensayo Concentraci Area  Cantidad Cantidad Promedio
on (Mg/mL)  nico  recuperada recuperada Desviacion Desviacion
(mua*s)  (ug/ml.) (%) (%) estandar o
(98,0%102,0%) relativa
(%) (2,0%)
08 8,6904 0,8029 100,359

7822 7,77
1 (80%) 84303 078 91,175 98,979 1,302 1,315

8,5337 0,7904 98,802
11,167 0,9998 99,981

1
2 (10006 B4 L0198 101,977 101,634 1,511 1,487
11,540  1,0294 102,944
13,814  1,2102 100,852
1,2
3 (1200) 049 11972 99,763 99,319 1,797 1,809

13,284 1,1681 97,342
Promedio 99,977

DS 1,835
DSR 1,835
Cv 0,018

5.2.8. Ensayo Preliminar

Se inyectaron dosis de 10 mg./kg. de peso vivo a tres vacas en periodo de
lactacion para € control de fasciolasis previamente diagnosticadas con
andlisis coproscopico y ademés con sintomas de enteritis. El ensayo
preliminar se elaboro parala determinacion de metabolitos de

Triclabendazol Sulféxido y Triclabendazol a los 8 dias postdosificacion.
Como se puede observar, € tiempo de retencion difiere del encontrado en

linealidad y precision (2,44 minutos); sin embargo, €l pico corresponde a
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metabolito TCBZO; lacantidad recuperadaesde 6,55 pg./ml. En este ensayo

no se encontraron residuos de Triclabendazol. En € ensayo no se encontrd

Triclabendazol. La ausencia de TCBZ en leche indica que este fue

completamente metabolizado a sus metabolitos Sulféxido y Sulfona

(83).

Cuadro 12. Muestras de leche analizadas procedentes de vacas tratadas con

Triclabendazol (Fasinex ®)

MuestradelLeche AreaPico Cantidad Recuperada (ug/mL)

L1 78,56888 6,553141291
L2 49,98486 4,201706319
L3 10,5759 0,959768805

Figura 6. Cromatograma de TCBZO en leche.
DAL A, Sig=300 4 Ref=282.100 (ACETHOFPS\082-2201.0)
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5.2.9. Andlisis estadistico

-




El cllculo de los pardmetros estadisticos. Promedio, Desviacion Estandar
(DS), Desviacién Estandar Relativa (DSR) y coeficiente de correlacion
(R?) fueron realizados mediante € programa Microsoft Excel 2010

(Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation).




V1. RESULTADOSY DISCUSION

El estudio de linealidad, de precision y exactitud nos proporciona datos proximos al
valor verdadero con porcentgjes de recuperacion iguales a 100%. En términos de
precisiéon el método es preciso en 3 nivel es de concentracion diferentes necesarios para
la determinacion de estos parametros, ademas de precisar coeficientes de variacion
inferiores a 5% y una desviacion estandar inferior a 2% aceptable para métodos
espectrofotométricos. L alinealidad del método evaluado comprendié concentraciones
entre 0,5-50 pg./ml., y con un coeficiente de correlacion (R?) de superior a 0,999 para

TCBZ y para TCBZSO (cercanos ala unidad).

En exactitud se observa queloslimites de deteccion y cuantificacion en leche (Cuadros
8-11) para TCBZSO son de 0,3865 y 1,28837 ug./ml. respectivamente; mientras que
para TCBZ los limites de deteccion y cuantificacion son 0,305 pg./ml. y 1,017 pg./ml.,
respectivamente. Para queso, los limites de cuantificacion y deteccion de TCBZSO
fueron 0,799 y 0,240 ug./ml., y para TCBZ en queso los limites de cuantificacion y
deteccion fueron 1,459 y 0,438, respectivamente. Los resultados demuestran la

factibilidad del método (84, 85).




Cuadro 13. Parametros de validacion de la metodologia analitica para la determinacién

de concentraciones de TCBZ y su metabolito TCBZSO (Elaborado sobre la base de la

Exactitud).
LECHE QUESO
Parametrosdevalidacion TCBZSO TCBZ TCBZSO TCBZ
Por centaje de 99,99 100,04 100,00 99,98

recuperacion (%)

Coeficientede correlacion 0,9999 0,9999 1,0000 0,9975

(%)
L imite de cuantificacion 1,288 1,017 0,799 1,459
L imite de deteccion 0,387 0,305 0,240 0,438

Para €l andlisisde TCBZ y TCBZSO en leche y queso en la ciudad de Cajamarca se
debe explicar primeramente que existen cadenas productivas dentro de | os sistemas de
comercializacion: estén, en principio los productoresde materiaprima: lechey quesillo,
dentro de los que se ubican |os abastecedores de leche fresca (1aleche es utilizada para
la fabricacion de queso fresco, mantecoso, andino, tipo suizo, mantequilla,
manjarblanco, mozarella y otros quesos mas elaborados). De otro lado estan los
abastecedores de queso y quesilio, localizados principa mente en Chota, Bambamarca
y la Encafiada, Chanta, Yanacancha y Combayo, con més de 10 000 productores.
Finalmente estan |os agroganaderos, que se ubican en diferentes pisos altitudinales y
gue poseen entre 8-15 vacas lecheras en promedio; laleche que producen estos Ultimos,
generamente, es acopiada por dos empresas. NESTLE y

GLORIA, lo que representa el 60% del total de leche producidaen laregion Cajamarca

y el excedente se destina a produccién de derivados lacteos y venta al publico.
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Es esta tltima modalidad presenta una serie de peligros asociados a higiene y cultura
sanitaria en e ordefio que, generalmente, se realiza en campo, donde caen yerbas,
polvo, no hay agua corriente paralavarse las manos, y si en que se lo hace es con agua
proveniente de manantiales 0 acequias;, se emplean recipientes mal limpiados o
solamente enjuagados con agua del rio, quebrada o manantial, y, en los mejores casos
con agua del cafio; € producto es manipulado sin la debida proteccion, y, en estas
condiciones, se expende la leche fresca a publico sin e debido control sanitario, sin
mantener la cadenadefrio y en condiciones de higiene totalmente inadecuadas. De otro
lado, no se elimina la leche contaminada por mastitis, o la que proviene de animales
tratados con antibidticos; se utiliza €l calostro para € quesillo, por ello, hay dos
coloraciones y calidad del quesillo, e amarillento y blanquecino. La presencia de
residuos toxicos por antibi6ticos, antiparasitarios y hormonas es creciente, debido aque
gran nimero de ganaderos aplican estos productos sin lavigilancia de un especialista.
Esto se debe a que € crecimiento de la oferta de productos quimicos ha aumentado

considerablemente (86).

A esta preocupante realidad expuesta se suma la prevalencia del 98% de fasciolasis
bovina en la region Cajamarca, y € uso de productos como e Triclabendazol,
Albendazol y Clorsulon que los ganaderos hacen para tratar a sus animales con
fasciolasis, a fin de controlar de alguna manera la enfermedad y evitar pérdidas
econdmicas que se han venido dando y que Ilegan, aproximadamente, a 50 millones de

ddlares por afio (87).

En Cgamarca, los ganaderos tienden a dosificar sus animales generalmente en los

meses de lluvia, es decir, en enero, febrero y marzo. Ademés del TCBZ, dos de sus

6!

P——
e



metabolitos pueden salir atravésdelaleche: e TZCBSOy TCBZSO; y ser consumidos
por la poblacion. El uso indiscriminado del TCBZ hatraido como consecuencia cepas
resistentes en humanos y animales. Por esta razon, se analizaron 25 muestras de leche
frescay 29 muestras de queso mantecoso col ectadas en diferentes puntos de la ciudad
de Cgamarca (Anexo 2).

Cuadro 14 Presenciaderesiduosde TCBZ y TCBZSO en muestras de lechefrescay
gueso para consumo humano, deteccién mediante HPL C, Cajamar ca, 2013.

ANALITO
Muestra Resultados TCBZ TCBZSO
N (%)
LECHE n=25 Negativo 25 (100) 25 (100)
Positivo 0(0) 0(0)
QUESO n=29 Negativo 29 (100) 29 (100)
Positivo 0(0) 0(0)
Total demuestras 54

Delas 25 muestras de leche y 29 de queso analizadas, colectadas en distintos puntos de
laCiudad de Cgjamarca, ninguna presento residuos de TCBZ y su metabolito TCBZSO
tal como lo demuestran los croméatogramas (Anexo 3 y 4). Probablemente, debido a
que, producto de la resistencia de Fasciola hepatica al TCBZ, |os propietarios estarian
utilizando otros tipos de antiparasitario, como € Nitroxinil y

Clorsulon (88, 89).
Otro serio problema se presenta porque en € Pert no existe un control de calidad

adecuado de medicamentos por parte de la Direccion General de Medicamentos,
Insumos y Drogas (DIGEMID) o e SENASA. Los medicamentos no pasan por un
control de calidad, sino que solo presentan un certificado de buenas précticas de

manufactura realizadas en su pais de origen. La mayoria de medicamentos que ingresa
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al pais procede de paises asiéticos e incluso africanos, en donde existen laboratorios de
dudosa procedencia. Se estima que & 35% de las importaciones de medicamentos
provienen de paises de América Latina, alrededor de 5% de la Indiay cerca de un 5%
de Chile (90), Por €llo, a indicar tratamientos a los animales, estos reciben dosis
inferiores del medicamento; por tanto, el efecto es menor del esperado, es decir, auna

menor dosis terapéutica, una menor disponibilidad del farmaco en e organismo.

Las caracteristicas de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de TCBZ han
sido estudiadas previamente y son cuantitativamente similares en bovinos y ovinos
(53). Posterior a la administracion oral, una porcion de TCBZ es absorbida desde €l
tracto gastrointestinal (74). Estos resultados concuerdan con otros autores, quienes
describen que e TCBZ a experimentar metabolismo de primer paso, es rapidamente
biotransformado a metabolito sulfoxido, por 1o que no es detectado en laleche (48). El
TCBZSO es el metabolito activo del TCBZ y es el principal responsable de la actividad
antiparasitaria sobre los estados adultos e inmaduros de Fasciola hepatica (91).
Concentraciones detectables de TCBZSO se mantienen desde las dos horas (0,1 +/- 0,1
pg./ml.) hastalas 144 horas (0,06 + 0,03 pg./ml.) post-tratamiento (92). En el presente
estudio no se realizo la determinacion del metabolito sulfona; sin embargo, este se
puede detectar a partir de las cuatro horas post-tratamiento (0,13 +/- 0,12 pg./ml.) (93),
manteniendo niveles detectabl es hasta las 480 horas (20 dias) postadministraciéon (0,05
+/- 0,02 ug./ml.) (18); Empero, hay que considerar que el TCBZ es una sustancia que
puede estar presente en el musculo, lagrasa, €l higado y € rifion de los rumiantes, con

excepcion de los que producen leche para el consumo humano (20).




Los bencimidazoles, ademas de sufrir metabolismo de primer paso, tienen un corto
periodo de persistenciaen tgjidos. EIl TCBZ, por efecto del metabolismo de primer paso
a nivel hepatico, es transformado en sus metabolitos sulféxido y sulfona siendo €l
metabolito sulfona € que se puede determinar en tgjido rena y con las mayores
concentraciones y persistencia en € tiempo (hasta los 60 dias post-tratamiento, con
niveles sobre e LMR) (15, 18, 38, 94). Lapersistenciade TCBZO en rifién indica que
la excrecion renal representa una via importante de eiminacién del TCBZ y sus
metabolitos. El TCBZ no absorbido es excretado en las heces como farmaco inalterado
o como metabolitos no identificados (53). Se ha demostrado, ademés, que los
metabolitos de TCBZ son metabolizados répidamente por e higado, y sus
concentraciones en plasma van disminuyendo y permanecen en plasma hasta los 12
dias post-tratamiento (83) en tanto que €l Triclabendazol solo puede aparecer en leche

la primera semana postdosificacion (18).

La FAO establece los niveles de residuos minimos de trazas de medicamentos. Estas
recomendaciones permiten sugerir que el tiempo de retiro del Triclabendazol, que
dependeriadel tipo detejido, lo establece en un tiempo promedio no menor que 30 dias;
en este caso, de acuerdo con esta norma patron, €l higado y € tegjido renal son los que
poseen o concentran una mayor cantidad de residuos. 850 y 400 ug., respectivamente

(20).




VII-CONCLUSIONES

Lametodologia analitica parala deteccién de TCBZ en leche y queso de bovinos
se validoé adecuadamente. En consecuencia, se han entregado los valores de
recuperacion; la linealidad del método evaluado comprendid concentraciones
entre 0,5-50 pg./ml. y con un coeficiente de correlacion (r?) de

0,999 y un coeficiente de determinacion superior a 0,999 para TCBZ y para
TCBZSO. Laprecisiony exactitud son confiables parala cuantificacion de ambos

analitos.

No se detectaron residuos de TCBZ ni sumetabolito TCBZSO en las muestras de
leche y queso que se expenden en la ciudad de Cgamarca; por lo tanto, se
considera que las muestras estan libres del fasciolicida, aun cuando no se
encontraron residuos del fasciolicida. Esto no le resta importancia a trabgjo,
debido a que la sensibilidad de la técnica es cercana a 100%. Probablemente, la
estacionalidad del uso del TCBZ o € uso de otro fasciolicida estén llevandose a

efecto.

VII1-RECOMENDACIONES

A laUniversidad Nacional de Cajamarca

Redlizar estudios de farmacocinéticade TCBZ en diferentes especies de

animal es tratados.
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- Establecer estudios epidemiol 6gicos para verificar laresistenciadel TCBZ en
Fasciola hepatica.|
- Redlizar andlisis de otro derivado | acteo como e quesilio.

- Hacer estudios de determinacion de TCBZ en carcaza de |os animales.

Al Gobierno Regional de Cajamarca

- Promover investigaciones en las que se analice la situacion de la presencia de
residuos de contaminantes en alimentos.

- Difundir el presente trabgjo de investigacion a través de charlas orientadas no
solamente al programa de control de fasciolosis, sino también ala DIRESA.

- Implementar laboratorios especializados para establecer la situaciéon rea de

contaminantes presentes en alimentos, aire y agua.

A laMunicipalidad Provincial de Cajamarca

- Redlizar un control més efectivo de la sanidad e inocuidad alimentaria relacionada

con los alimentos de origen animal (leche, carne y huevos).

A otrosinvestigadores

- Ampliar el ambito de estudioy realizar estudios comparativos en el ambito de otras

regiones del pais.

- Determinar otros fasciolicidas.

P——
~
i re—



IX-LISTA DE REFERENCIAS

1. Roman S, Guerrero.L, Pacheco L. Evauacién de la calidad fisicoguimica,
higienica y sanitaria de la leche cruda amacenada en frio. FCV-LUZ.
2003;12(2):146-52.

2. Larranaga |, Carballo M, Rodriguez M, Fernandez A. Control e higiene de los
alimentos. México: McGraw-Hill / Interamericana de Esparia, S.A; 1998. p. 544

3. INDECOPI. Norma técnica Peruana 202.001.2010. Leche y Productos L acteos.
Leche. Cruda. Requisitos. 2010. p. 7.

4. Nero LA, Mattos M, Beloti V, Barros MA, Franco B. Residuos de antibi6ticos em
leite cru de quatro regides leiteiras no Brasil. Cienc Tecnol Aliment. 2007;27
(2):391-3.

5.  Amoros C. Determinacion de antibioticos en leche y derivados | acteos [ Tesis para
optar €l grado académico de Maestro en Ciencias]. Cajamarca. Peru:

Universidad Naciona de Cgjamarca; 2004.

6. Benzunce L. Determinacion de antibidticos en la Campifia de Cagamarca.
Cagamarca: Universidad Nacional de Cgjamarca; 1988.

7. Vasguez R. Andlisis fisicoquimico y presencia de betalactamicos y tetraciclinas
en la leche del programa vaso de leche, en € distrito de Cgjamarca. Cgamarca,
Per(i: Universidad Naciona de Cgjamarca; 2011.

8. Reyna G, Paacios S. Antibidticos en leche [Para optar € grado de magister].
Cagamarca: Universidad Naciona de Cgjamarca; 2007.

9. FAO. Sistemas de Calidad e Inocuidad de los Alimentos.Manual de capacitacion

sobre higiene de los aimentos y sobre € sistema de Andlisis de Péligros y de




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Puntos Criticos de Control (APPCC): Direccion de Informacion de la FAO; 2002.
232 p.

Claxton JR, Zambrano H, Ortiz P, Amorés C, Delgado E, Escurra E, et a. The
epidemiology of fasciolosisin theinter-Andean valley of Cgjamarca, Peru.
Parasitology International. 1997;46 (4):281-8.

Gonzdez LC, Esteban JG, Bargues MD, Valero MA, Ortiz P, Naquira C, et al.
Hyperendemic human fascioliasis in Andean valeys. An dtitudinal transect
analysis in children of Cagamarca province, Perd. Acta Tropica. 2011;120 (1-
2):119-29.

Ortiz P, CabreraM, Jave J, Claxton J, Williams D. Human fascioliasis:
prevalence and treatment in a rura area of Per(. Infectious Diseases Review.
2000a;2:42-6.

Claxton J, Zambrano H, Ortiz P, Delgado E, EscurraE, Clarckson M. The strategic
control of Fasciola hepatica in the inter andean valey of Cgamarca, Peru.
Veterinary Record. 1998;143:42-5.

Ortiz P, Scarcella S, Cerna C, Rosales C, CabreraM, Guzman M, et al.
Resistance of Fasciola hepatica against Triclabendazolein cattle in Cgamarca
(Peru): aclinical trial and anin vivo efficacy test in sheep. Vet Parasitol. 2013;195
(1-2):118-21.

Imperiale F, Ortiz P, Cabrera M, Farias C, Salovitz JM, lezzi S, et a. Residual
concentrations of the flukicidal compound triclabendazole in dairy cows’ milk and
cheese. Food Additives & Contaminants. Part A. 2011;28 (4):438-45.

Kabir J, Umoh V, Audu-okoh E, Umoh J, Kwaga J. Veterinary drug use in poultry
farms and determination of antimicrobial drug residues in commercial eggs and

slaughtered chicken in Kaduna State, Nigeria. Food Control. 2004;15(2):99-105.




17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24,

OkaH, Counotte GH, Reimink A, Redder B, Hasselt H. Triclabendazol e (Fasinex)
residue in milk: determination and excretion Kkinetics. Tijdschrift voor
diergeneeskunde. 1990;115 (19):875-81.

Power C, Danaher M, Sayers R, O’Brien B, Clancy C, Furey A, et al. Investigation
of the migration of triclabendazole residues to milk products manufactured from
bovine milk, and stability therein, following lactating cow treatment. Journal of
dairy science. 2013;96 (10):6223-32.

Codex aimentarius. Establecimiento de Programas Reglamentarios. Parte V.
Glosario de términos y definiciones. 1995c;3(3):60-76.

FAO. Base de datos en linea del Codex sobre los residuos de medicamentos
veterinarios en los alimentos. Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agriculturay aimentacion; 2014 [cited 2014 9 febrero]. Available from:

http://www.codexalimentarius.org/normas-oficiales/Imr-de-

medicamentosveterinarios/es.

ScarcellaS, Lamenza P, Guzman M, Fernandez V, Malandrini B, Ortiz P. Random
amplification of polymorphic DNA, a simple tool for the detection of
triclabendazol e resistant strains in Fasciola hepatica. XXI11 World Asociation for
the Advancement of Veterinary Parasitology. XXIII World Asociation for the
Advancement of Veterinary Parasitology2011.

Keating P, Gaona H. Introduccion alalactologia. Primera edicion 1986.

Sistemas de gestion de la calidad fundamentos y vocabulario, 2000.
Soler D. Mecanismos enddgenos para mantener para mantener la calidad de la

leche: Sistema L actoperoxidasa 1997 [cited 2012 21 diciembre ]. Available from:

http://www.censa.edu.cu/Default.aspx ?PageContent| D=153& tabi d=92




25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Moreno C, Fausto C, Rodriguez M, Méndez M, VivianaR, OsunaA, et al. Andlisis
microbiolégico y su relacion con la calidad higiénica y sanitaria de la leche
producidaen laregién del Alto Chicamocha (departamento de Boyacd). Revista de
Medicina Veterinaria. 2007;14:61-83.

Bennett R. Incentivos paramejorar calidad de leche: Universidad de California;
2000 [cited 2012 22 diciembre]. Available from:

http://www.cnr.berkel ey.edu/ucceb0/agro-laboral/ 7dairy/ 71eche05.htm.

Cabrera M, Villa J, Murillo G, Suéarez L. Como obtener leche de buena calidad
Colombiac Agronet; 2003 [cited 2012 25 diciembre]. Available from:

http://www.agronet.gov.co/www/docs agronet/2005113012633 C%C3%93MO

OBTENER LECHE DE BUENA_CALIDAD.pdf.

FAO. Residues of some veterinary drugs in animals and foods Rome2004.

Available from: ftp://ftp.fap.ora/es/esn/jecfa/2004-10-15 fnp4l-16fina 4.pdf.

Union Europea. Reglamento: Relativo alas sustancias farmacol 6gicamente activas
y su clasificacion por lo que se refiere a los limites maximos de residuos en los
productos alimenticios de origen animal. 2009.

San Martin B, Rojas V, Martinez C, Puga J. Evaluacion de los periodos de
resguardo de diferentes antibidticos de aplicacion intramamaria en vacas con
mastitis clinica. Avances en Ciencias Veterinarias. 1998;13 ( 2).

PamaC, Godoy C, Arboix M, Pérez X. Determinacion de residuos de abamectina-

triclabendazol en tgjidos bovinos. Archivos de medicina veterinaria.

2006;38 (3).
Decreto Supremo 015-98-AG. Reglamento de Registro,
Control y

Comercializacion de Productos de Uso Veterinario y Alimentos para Animales.

Diario: El Peruano. 1998.

74

P——
e



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Decreto Ley N° 17505. Cédigo Sanitario. Compendio de Legislacion. 1969:107-
18.

FAO. Cddigo de principiosreferentesalalechey productos | acteos.: Departamento
de Agricultura de la FAO; 1995 [cited 2012 22 agosto]. Available from:

http://www.fao.org/docrep/meeting/005/w2198s/W2198S11.htm.

Kinsella B, Lehotay SJ, Mastovska K, Lightfield AR, Furey A, Danaher M. New
method for the analysis of flukicide and other anthelmintic residues in bovine milk
and liver using liquid chromatography-tandem mass spectrometry.

Analytica Chimica Acta. 2009;637 (1-2):196-207.

Whelan M, Kinsdlla B, Furey A, Moloney M, Cantwell H, Lehotay SJ, et al.
Determination of anthelmintic drug residues in milk using ultra high performance
liguid chromatography—-tandem mass spectrometry with rapid polarity switching.
Journal of Chromatography A. 2010;1217(27):4612.

Geis-Asteggiante L, Lehotay SJ, Lightfield AR, Dutko T, Ng C, Bluhm L.
Ruggedness testing and validation of a practical analytical method for &gt;100
veterinary drug residues in bovine muscle by ultrahigh performance liquid
chromatography—tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A.
2012;1258 (0):43-54.

Whelan M, O’Mahony J, Moloney M, Cooper KM, Furey A, Kennedy DG.
Maximum residue level validation of triclabendazole marker residues in bovine
liver, muscle and milk matrices by ultra high pressure liquid chromatography
tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A. 2013;1275:41-7.
Palma C, Godoy C, Arboix M, Pérez R. Determinacion de residuos de
abamectina-triclabendazol en tejidos bovinos. Archivos de medicina veterinaria.

2006;38:265-71.

7!

P——
e



40.

4]1.

42.

43.

45,

46.

47.

48.

49.

Imperiale F, Ortiz P, Cabrera M, Farias C, Salovitz JM, lezzi S, et a. Residual
concentrations of the flukicidal compound triclabendazole in dairy cows' milk and
cheese. Food Additives & Contaminants: Part A. 2011;28 ( 4):438-45.

Wolff K J, Eckert G, Schneiter G, Lutz H. Efficacy of triclabendazole againts
Fasciola hepaticain sheep and goats. Veterinary Parasitology. 1983;13 (2):145-
50.

Fernandez RP. Farmacol ogia de antihel minticos de uso en medicina veterinaria:
Universidad de Concepcion. Facultad de Medicina Veterinaria; 1992.

Taylor M. Use of anthelminticsin cattle. In Practice. 6. 2000.

Martin R. Modes of action of anthelmintic. The Veterinary Journal. 1997;154
(1):11-34.

Robinson M, Hoey E, Fairweather |, Dalton JP, McGonigle S, Trudgett A.
Characterisation of a b-tubulin gene from liver fluke, Fasciola hepatica
International Journal for Parasitology. 2001;31 (11):1264-8.

Fairweather |, Boray JC. Fasciolicides: Efficacy, Actions, Resistance and its
Management. The Veterinary Journal. 1999;158(81-112).

AlvinerieM, Galtier P. Assay of triclabendazole and its main metabolitesin plasma
by high-performance liquid chromatography. Journal of

Chromatography B. 1986, 374 (2):409-14.

Hennessy DR, Lacey E, Steel JW, Prichard RK. The kinetic of triclabendazole
disposition in sheep. Vet Pharmacol Therap. 1987;3(10):64-72.

Misra SC, Swain G, Panda MR, Panda DN, Mohapatra NB. Efficacy of Fasinex
CIBA-GEIGY against fascioliasisin cattle, buffaloes and goats. Indian Veterinary

Journal. 1987;64 (8):701-4.

7t

P——
e



50.

ol.

92.

53.

4.

55.

56.

Kinabo LD, Bogan JA. Pharmacokinetics and efficacy of triclabendazole in goats
with induced fascioliasis. Vet Pharmacol Therap. 1988;11(3):254-9.

Sanya PK. Pharmacokinetics of fenbendazole and triclabendazole in sheep and
goat through simultaneous determination of their metabolites in plasma by high
performance liquid chromatography. Indian Veterinary Journal. 1996;73
(2):146-9.

AlvinerieM, Galtier P. Assay of triclabendazole and its main metabolitesin plasma
by high-performance liquid chromatography. Chromatogr Biomed. 1986;374:409
- 14.

Food and Agricultural Organization of the United Nations. Diseases of domestic
animals caused by flukes: epidemiology, diagnosis and control of Fasciola,
Paramphistome, Dicrocoelium, Eurytrema and Schistosome infections of
ruminants in developing countries (English) FAO, Rome (ltaly). Animal
Production and Health Div. 1994:53.

Mas-Coma S, Bargues MD. Populations, hybrids and the systematic concepts of
species and subspecies in Chagas disease triatomine vectors inferred from nuclear
ribosomal and mitochondrial DNA. Acta Tropica. 2009;110(2-3):112-

36.

Comision Mixta FAO/OMS del Codex Alimentarius. Establecimiento de
Programas Reglamentarios. Parte 1. Consideraciones general es sobre |os métodos
de andlisis para el control de residuos: Organizacion de las Naciones

Unidas parala Agriculturay la Alimentacion; 1995a.
Garcia T, Hernandez PE, Sanz B, Martin R. Revision : Los residuos en la

inspeccion de la carne. Food Science and Technology International. 1997; 3:391-

403.




57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Lindholm J, Johansson M, Fornste T. Guideines for analytica method
development and validation of biotechnological synthesis of drugs. Production of
a hidroxiprogesterone as mode. Chromatogr Biomed. 2003;791:323-36.

Garcia T, Herndndez PE, Sanz B, Martin R. Revision : Los residuos en la
inspeccion de la cane. Food Science and Technology International
1997;3:391403.

Shah VP, Midha KK, Dighe S, McGilveray 1J, Skelly JP, Yacobi A, et a.
Analyticd methods vaidation: biocavailability, bioequivalence and
pharmacokinetic studies. Conference report. Eur J Drug Metab Pharmacokinet.
1991;16(4):249-55.

Furman WB, Layloff TP. Validation of computarized liquid chromatography
system. AOAC. 1994;77:1314-8.

Hill ARC, Reynolds SL. Guidelines for in-house validation of analytical methods
for pesticide residuesin food and animal feeds. Analyst. 1999;124:953-

95.

Prieto JG, Merino G, Pulido M, Estévez E, MolinaAJ, VilaL, et al. Improved

LC method to determine ivermectin in plasma. Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. 2003;31:639-45.

Herrera V, Ticona J, Udaeta E, Chuqui R, Giménez A. Vaidacion del método
analitico para la cuantificacion de alcaloides quinolinicos del extracto de Galipea
longiflora Krause Kallunki. BIOFARBO. 2008; (1):47-53.

Schenck FJ. Multiresidue determination of abamectin, doramectin, ivermectin and
moxidectin in milk using liquid chromatography and fluorescence detection.

AOAC. 1999;82 (6):1340-4.




65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Ali MS, Sun T, McLeroy GE, Phillippo ET. Confirmation of eprinomectin,
moxidectin, abamectin, doramectin and ivermectin in beef liver by liquid
chromatography/positive ion atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry. AOAC. 2000b;83 (1):39 - 52.

Payne LD, Hicks B, Wehner TA. Determination of abamectin and/or Ivermectin
in cattle feces at low parts per billion levels using HPLC with fluorescence
detection. Agric Food Chem. 1995;43:1233-7.

Scarano G, Esposito M, Grasso L, Soprano V, Oliviero G. Use of automated solid-
phase extraction equipment for the determination of ivermectin residuesin animal
liver. Analyst. 1998;123:2551-3.

Danaher M, O'Keeffe M, Glennon JD, Howells L. Development and

optimisation of an improved derivatisation procedure for the determination of
avermectins and milbemycins in bovine liver. Analyst. 2001;126 (5):576-80.
Alvinerie M, Sutra JF, Capela D, Galtier P, Fernandez-Suarez A, Horne E, et al.
Matrix solid-phase dispersion technique for the determination of moxidectin in
bovine tissues. Analyst. 1996;121:1469-72.

EMEA. Abamectin. Summary Repor. Committee for Veterinary y Medicind
Products. ; 2002.

FAO. Base de datos en linea del Codex sobre los residuos de medicamentos
veterinarios en los alimentos. Comision del Codex Alimentarius 2012. Available
from: http://www.codexalimentarius.org/normas-oficia es/|mr-de-

medicamentos-veterinarios/es/.
EMEA. TRICLABENDAZOLE.Summary Report. The European Agency for the

Evaluation of Medicina Productss COMMITTEE FOR VETERINARY

MEDICINAL PRODUCTS; 1997.

7!

P——
e



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

EMEA. IVERMECTIN.Summary Report The European Agency for the
Evaluation of Medicina Products COMMITTEE FOR VETERINARY
MEDICINAL PRODUCTS. 2004, 4.

FAO. Residues of some veterinary drugs in animals and foods. Food and
Nutrition, Paper 41/5, Food and Agriculture Organization of the United Nations
Rome, Italy. 1993.

Junquera P. TRICLABENDAZOL : Ficha Toxicolgica: http://parasitipedia.net/;

2014 [cited 2014 09 de Marzo]. Available from:
http://parasitipedia.net/index.php?option=com_content& view=article& id=2242

& Itemid=2504.

Bargues MD, Fuentes MV, Mansoorian AB, Moghaddam AS, Ashrafi K, Savioli
L. Determination especifica de los parasitos implicados en la Fascioliasis humana
y animal en laprovinciade Gilan, Iran, mediante secuentiadon del ADN ribosomal
nuclear. In: HI Congreso de la Sodedad Espanola de Medidna Tropical y Salud
International, Libro de Resumenes, Cuenca, Spain. 2002:165.

Salisbury CDC. Modified method for the determination of ivermectin residuesin
animal tissues. AOAC. 1993;76 (5):1149-51.

INDECORPI. Lechey productos | acteos. Leche cruda. Requisitos. 2010.

MINSA. LalLey Genera de Salud. Perti: Diario: El Peruano; 1997.

Unién Europea. REGLAMENTO DE EJECUCION (UE) N° 222/2012 DE LA

COMISION. Diario Oficial delaUnion Europea. 2012.
Servicio Naciona de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI). Inormacion

hidrometeroldgica Pert: SENAMHI; 2013 [cited 2013 24 de Enero]. Available

from: http://www.senamhi.gob.pe/?p=0602.

P——
(o]
i re—



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Lindholm J, Johansson M, Fornstedt T. Guidelines for  anaytica method
development and validation of biotechnological synthesis of drugs. Production of
a hidroxiprogesterone as model. Journal of Chromatography B. 2003;791 323-36.
Mas-Coma SJ. Human fascioliasis: Epidemiological patterns in human endemic
areas of South America, Africa and Asia. Southeast Asian. Journal of Tropical
Medical Public Health. 2004;35, suplemento 1.

Martinez-Villalba A, Moyano E, Galceran MT. Ultra-high performance liquid
chromatography-atmospheric  pressure chemical ionization-tandem mass
spectrometry for the analysis of benzimidazole compounds in milk samples.
Journal of Chromatography A. 2013;1313:119-31.

Chen D, Tao Y, Liu Z, Huang L, Wang Y, Pan Y, et a. Development of a
highperformance liquid chromatography method to monitor the residues of
benzimidazoles in bovine milk. Journal of Chromatography B: Analytical
Technologiesin the Biomedical and Life Sciences. 2010;878(28):2928-32.

Cruz V, Sanchez D, Pezo S. Andlisis de la cadena productiva de | &cteos
Cajamarca. CODELAC. 2006;1:109.

EspinozaJ, TerashimaA, Herrera-Velit P, Marcos L. Fasciolosis humanay animal
en e Perl: impacto en la economia de las zonas endémicas. Revista Peruana de
Medicina Experimental y Salud Publica. 2010;27(4):604-12.

Gutiérrez A, Yong M, Fernandez-Calienes A, Fraga J, Sanchez J, Wong L.

Diferenciacion fenotipicay molecular entre cepas resistentes y susceptibles de
Pseudosuccinea columella a Fasciola hepatica. Biotecnologia Aplicada. 2003;20

(3):179.
Rojas J, Paomino G, Caderon T, Teran J. Diagnéstico de resistencia

antihelmintica de Fasciola hepatica a los antiparasitarios de uso mas comun en




90.

91.

92.

93.

94.

bovinos de cuatro distritos de Cgjamarca Per(: http://www.engormix.com/; 2013

[cited 2014 28-01]. Available from: http://www.engormix.com/MA.-

ganaderi acarne/sani dad/arti cul o§/di agnosti co-resi stencia-antihel mintica-

fasciol at4879/165-p0.htm.

Quispe M. El Pert debe contar con medicamentos de calidad. La Republica.
2012.

Soulsby E. Helminths, arthropods and protozoa of domesticated animals. London:
Baillieretindall; 1982. p. 809.

Alvarez M, Mainar R, Pérez J, Rojo F. Resistance of Fasciola hepatica to 182
triclabendazole and albendazole in sheep in Span. Veterinary Record.
2006;159:424-5.

Backeljau T, De Bruyn L, De Wolf H, Jordaens K, Van Dongen S, Verhagen R, et
al. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) and parsimony methods.
Cladistics. 1995;11(2):119-30.

Power C, Whelan M, Danaher M, Bloemhoff Y, Sayers R, O'Brien B, et a.
Investigation of the persistence of triclabendazole residues in bovine milk
following lactating-cow and dry-cow treatments. Food Additives and
Contaminants - Part A Chemistry, Analysis, Control, Exposure and Risk

Assessment. 2013;30 (6):1080-6.




ANEXOS

ANEXO 1

Cuadro 15. Protocolo de elaboracion de curvas de calibracion para la deter minacion
de Triclabendazol (TCBZ), Triclabendazol Sulféxido (TCBZSO) en leche fresca y

queso mantecoso.

Solucionesdetrabajo (ug/mL), paraLinealidad y Precision.
* 05 1pg/ml. 5 10 15 20 25 50
pg./ml. pg/ml. pg/ml. pg/ml. pg/ml. pg/ml.  pg./ml.

Soluciones detrabajo (ug/mL), para Exactitud. Se adicioné 10 mL de cada
solucion detrabajoa 1l gramo o 1 mL delechefrescay queso mantecoso libre de
farmaco

*x 0,8 pg./ml. 1 pg./ml. 1,2 pug./ml.

*: Para Triclabendazol (TCBZ), Triclabendazol Sulféxido (TCBZSO).

**: Muestrade tgjido blanco libre de farmaco.




ANEXO 2

Cuadro 16. L ugares de expendio de queso mantecoso en la ciudad de Cajamar ca

N° Ord. Calle, Jirén o Avenida
1 Av. Atahualpa 311 V*-1
2 Av. Atahualpa 311 V*-2
3 Av. Independencia 200
4 Av. Independencia Cuadral V-1
5 Av. Independencia Cuadra 1l V-2
6 Jr. Amazonas 1066 V-1
7 Jr. Amazonas 1066 V-2
8 Jr. Amazonas 343
9 Jr. Amazonas 455 V-1
10 Jr. Amazonas 455 V-2
11 Jr. Amazonas 527 V-1
12 Jr. Amazonas 527 V-2
13 Jr. Amazonas 527 V-3
14 Jr. Amazonas 668 V-1
15 Jr. Amazonas 668 V-2
16 Jr. Amazonas 705 V-1
17 Jr. Amazonas 705 V-2
18 Jr. Amazonas Tongod V-1
19 Jr. Amazonas Tongod V-2
20 Jr. Manuel Seoane 511 V-1
21 Jr. Manuel Seoane 511 V-2
22 Jr. Manuel Seoane 511 V-3
23 Jr. Manuel Seoane 511 V-4
24 Mercado San Sebastian V-1
25 Mercado San Sebastian V-2

*V-1=Expendedor 1; V-2= Expendedor 2 etc.
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Cuadro 17. Lugares de expendio de leche fresca en la ciudad de Cajamarca

N° Ord. Calle, Jirén o Avenida
1 Av. San Martin 757
2 Av. San Martin 1005
3 Av. San Martin 112
4 Av. San Martin 112
5 Av. San Martin 1349
6 Av. San Martin 1349 V*-1
7 Av. San Martin 1349 V-2
8 Av. San Martin Cuadra8 V-1
9 Av. San Martin Cuadra8 V-2
10 Av. San Martin Cuadra8 V-3
11 Av. San Martin Cuadra8 V-4
12 Jr. Amazonas 112
13 Jr. Dos de Mayo 576
14 Jr. Dos de Mayo 615
15 Jr. LaMar V-1
16 Jr.laMar V-2
17 Jr. laMar V-3
18 Jr. laMar V-4
19 J. laMar V-5
20 Jr. Once de febrero V-1
21 Jr. Once de Febrero V-2
22 Jr. Once de Febrero V-3
23 Jr. Once de Febrero V-4
24 Jr. RevillaPérez 134 V-1
25 Jr. RevillaPérez 134 V-2
26 Jr. RevillaPérez 139 V-1
27 Jr. Revilla Pérez 139 V-2
28 Mercado San Sebastian V-1
29 Mercado San Sebastian V-2

*V-1=Expendedor 1; V-2= Expendedor 2 etc.




ANEXO 3

Cuadro 18. Resultadosde andlisisde TCBZ y TCBZ SO en muestrasdelechey queso
en la ciudad de Cajamar ca.

Muestra N° Analitoy cantidad Promedio
encontrada (pg./ml.)

(ug./ml.)
TCBZ TCBZSO
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 LECHE 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
21 0 0 0
22 0 0 0
23 0 0 0
24 0 0 0
25 0 0 0
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Analitoy Cantidad encontrada
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ANEXO 4

Figura 6. Componentes de un equipo HPLC: 1. Fase Movil, 2. Volumen de Inyeccion, 3.

Columnay bloque térmico, 4. Detector UV, 5. I ntegrador.
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Figura 7. Partesfundamentales de las que se compone un HPL C, G. Reyna, 2014
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