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RESUMEN

Per( es un pais hiperendémico para la infeccion por Fasciola hepatica. Triclabendazol
(TCBZ) es la droga de eleccién para trematodos hepéticos; aunque, en los Gltimos afios
se ha incrementado los casos de resistencia en humanos y animales, especialmente en
Cajamarca. Recientes reportes informan de la presencia de trazas de TCBZ en alimentos
carnicos y lacteos. Se evalué mediante encuestas las practicas y costumbres de los
ganaderos productores de leche, y proveedores de TCBZ en Cajamarca, que podrian
explicar la presencia de los metabolitos de TCBZ en la leche ordefiada, y su transferencia
a los humanos. También, se realiz6 la técnica de sedimentacion rapida (TSR) y Kato-
Katz, se confirma la presencia de huevos de F. hepatica en las vacas en tratamiento con
TCBZ. El TCBZ en dosis unicas y “al 0jo” no fueron eficaces para el control y tratamiento
en las vacas infectadas con F. hepatica. Ademas, se determind que el triclabendazol
sulfoxido (TCBZSO) vy triclabendazol sulfona (TCBZSO2) a un tiempo de retiro
aproximado de 20 dias se encuentran en la leche cruda de vacas a nivel cuantificable
minimo de 0.006 ug/mL y 0.015 ug/mL, respectivamente; a este tiempo de retiro no se
detectd el TCBZ por Cromatografia Liquida de Alta Performance con Detector de Arreglo
de Diodos (HPLC-DAD). Se necesitan nuevos regimenes de control por parte de la
autoridad sanitaria competente, ya que en el ambito nacional no existe un tiempo de retiro
y un limite méximo de residuos (LMR) vigente para el TCBZ y sus metabolitos, que

garanticen la inocuidad de los lacteos.

Palabras clave: Triclabendazol, Triclabendazol sulféxido, Triclabendazol sulfona, leche.
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ABSTRACT

Peru is a hyperendemic country for Fasciola hepatica infection. Triclabendazole (TCBZ)
is the drug of choice for liver flukes, although in the last years the cases of drug-resistant
flukes in humans and animal have increased, especially in Cajamarca. Recent reports
inform of TCBZ traces in meat and dairy products. Surveys were applied to assess the
practices and customs of dairy farmers and TCBZ providers in Cajamarca, which could
explain the presence of TCBZ metabolites in fresh milk and how they transfer to humans.
In addition, the Rapid Sedimentation Technique (RST), and Kato-Katz technique were
employed, confirming the presence of Fasciola hepatica eggs in cows under TCBZ
treatment. Single doses of TCBZ measured by guesswork were not efficient for the
control and treatment of cows infected with Fasciola hepatica. In addition, it was also
determined that Triclabendazole Sulfoxide (TCBZSO) and Triclabendazole Sulfone
(TCBZS02), at an approximate withdrawal time of 20 days, were present in raw cow
milk at a minimum quantifiable level of 0.006 ug/mL and 0.015 ug/mL, respectively;
TCBZ was not detected at this withdrawal time by High-Performance Liquid
Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD). New control systems from
the competent health authorities are required since no withdrawal time and maximum
residue limit (MRL) of TCBZ and its metabolites have been established at national level

to guarantee the safety of dairy products.

Keywords: Triclabendazole, Triclabendazole sulfoxide, Triclabendazole sulphone, milk.
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I. INTRODUCCION

Fasciola hepatica es un parasito trematodo de distribucion cosmopolita (1) que causa la
fasciolosis. Este trematodo tiene como héabitat las vias biliares de los hospederos
definitivos como los humanos o animales rumiantes, y puede vivir durante varios afos
dentro de ellos (2). Ello causa exorbitantes pérdidas econdmicas para las empresas
ganaderas, debido a la mortalidad de los animales, retraso en el crecimiento, pérdida de
masa corporal, menor rendimiento de los productos derivados como la leche, queso y
carne (3). Y es endémica en el 75% del territorio nacional en humanos, produce sintomas
y complicaciones abdominales, hepaticas y de vias biliares principalmente, pudiendo

llegar a fibrosis, cirrosis hepatica (4).

A principio de los afios 80 se introdujo en la medicina veterinaria el TCBZ, cuyo
metabolito activo es el TCBZSO y el metabolito inactivo es el TCBZSO02 (5). Asi mismo,
el TCBZSO se demostrd altamente eficaz en fasciolosis, tanto en la fase agua y cronica
de la enfermedad (6). EI TCBZ demostrd ser méas eficaz (10 mg/kg en dosis Unica) (7) y
tener menos efectos secundarios que el albendazol (100 mg/kg en dosis Unica) (8),
bitionol (30-50 mg/Kg/dia en 3 dosis) (9) y otros, lo cual ameritdé que en 1986 sea
administrado por primera vez a dos humanos con fasciolosis (5). Ya en 1997 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomendd que se incluyera al TCBZ en la
lista de medicamentos esenciales (10), siendo hasta la fecha el Unico farmaco
recomendado por la Organizacion Panamericana de Salud y la Organizacion Mundial de
la Salud (OPS/OMS) contra la fasciolosis (11). El 13 de febrero del 2019 la Food Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos aprob6 el TCBZ para uso en humanos (12).

La ganaderia usa el TCBZ para tratar y/o prevenir las enfermedades producidas por F.
hepatica. Se sabe que el uso de medicamentos en animales es un problema de salud
publica, ya que existe la posibilidad de la ingesta de residuos (compuesto de origen y/o
sus metabolitos que permanecen en carne y leche, cuyos efectos son nocivos para el
humano) (13, 19). Por eso, es importante que los ganaderos conozcan y cumplan con el
tiempo de retiro (tiempo entre la Gltima administracién del medicamento al animal y el
ordefio) de TCBZ en la leche de rumiantes (13). Segun las recomendaciones de la Agencia
Europea de Medicamentos el tiempo de retiro del TCBZ debe ser aproximadamente 21-
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28 dias (14,15 ,16). Segun indicaciones del fabricante el TCBZ no debe ser utilizado en
animales que producen leche para consumo humano (17). Esto ultimo debe considerarse
antes que la leche sea tratada para producir derivados lacteos, asi evitar la presencia de

residuos de TCBZ en los lacteos y garantizar la inocuidad alimentaria (17).

Se sabe que un producto alimenticio es adecuado para el consumo humano cuando la
concentracion de residuos del farmaco es menor que el limite maximo de residuos (LMR).
En la Norma técnica Sanitaria (NTS) que establece los LMR de medicamentos
veterinarios de consumo humano no establece el LMR para el TCBZ, ni sus metabolitos
(19). El LMR del TCBZ propuesto provisionalmente que expir6 el 1 de enero del afio
2014 por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) fue de 10 pg/kg, el residuo
marcador es ceto-triclabendazol (suma de los residuos extraibles que pueden oxidarse a
ceto-TCBZ) (16). Asi mismo, el Codex Alimentarius en su ultimo informe (CX/MRL-
2018) no establecid los LMR del TCBZ y sus metabolitos en leche (20). Por otro lado, la
ingestion diaria admisible (IDA) para TCBZ es de 0.0015 mg/kg de peso corporal, es
decir 0.09 mg/persona (16).

Algunos estudios han demostrado que los residuos de TCBZ se encuentran en productos
lacteos de vacas tratadas experimentalmente con TCBZ (1, 21, 22, 23). En 2013, Power
et al. (1) hicieron estudios comparativos de la leche de origen y sus productos derivados,
usaron un grupo de alta concentracion y otro de baja concentracion de residuos de TCBZ
en la leche de origen. Hallaron concentraciones de 918 pg/kg ceto-TCBZ en leche
mientras que en queso se concentrd 5.372 veces mas. Asi como, 1.082 ug/kg ceto-TCBZ
en leche mientras que 9.177 pg/kg ceto-TCBZ en mantequilla. En leche en polvo fue
7.252 veces mas que los 423 pg/kg ceto-TCBZ de leche desnatada. Por otro lado, en el
grupo de baja concentracion al dia 23 después del tratamiento se detectaron residuos de
TCBZ en la mantequilla, el queso y la leche desnatada en polvo, por debajo de su limite
de cuantificacion excepto en la leche cruda de origen. Lo que demuestra que los ceto-
TCBZ no se degradan pese a las etapas de fabricacion de productos lacteos, y que el
TCBZy sus metabolitos migran a derivados lacteos incluso en concentraciones superiores

a la de la leche cruda, siendo este un problema de seguridad mas amplio.
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En otro estudio del 2013, Power et al. (22) administraron TCBZ a vacas lactantes.
Mediante el Cromatdgrafo de liquidos de Ultra Alta Resolucion-espectrometria de masas
(UHPLC-MS/MS) encontraron concentraciones de 244 pg/ kg de TCBZ en 5.5 dias, 525
ug/ kg de TCBZSO en 15.5 dias, 1710 pg/ kg de TCBZSO2 en 20 dias y 16 ug/ kg de
ceto-TCBZ en 5 dias. A los 17.5 dias de administrado TCBZ, la concentracion de ceto-
TCBZ fue inferior al LMR vigente hasta dicha fecha (10 pg/kg). Concluyendo que son
necesarios los largos periodos de retiro del TCBZ para garantizar que los residuos estén
por debajo del LMR

Problema de investigacion en el &mbito nacional

Los residuos de medicamentos veterinarios impactan negativamente en la calidad de
leche y son un peligro para la salud del consumidor. La frecuente ingesta de residuos en
alimentos puede causar manifestaciones toxicas debido a los efectos acumulativos en el
organismo, alergias, intoxicacion, resistencia (cese o efectividad disminuida de un

farmaco), entre otros (13, 32).

La ingesta de microdosis del TCBZSO en leche, puede desarrollar resistencia (en
humanos) frente a F. hepatica (24), debido a que una de las causas de resistencia a varios
fasciolicidas es la subdosificacion (74). Hay vacios de conocimiento en cuanto a lo
mencionado, pero se debe tener en consideracion debido a la creciente resistencia en areas
endémicas (77). Se han reportado casos de resistencia de F. hepatica frente a TCBZ en
los Paises Bajos (25), Australia (26, 79), Peru (7, 27, 28, 77), Espafia (29), Chile (30),
Argentina (31), Bolivia (32), Inglaterra (78) tanto en animales y humanos. En Perq, la
reciente resistencia en humanos se reporta en zonas del norte donde por décadas el TCBZ
ha sido empleado masivamente en el ganado vacuno y ovino (7), especialmente en el
departamento de Cajamarca. Existe dos reportes técnicos de resistencia en los afios 2006
y 2013 (33, 34). Asi como, dos estudios de resistencia de F. hepatica frente a TCBZ en

ovinos y bovinos en los afios 2012 y 2013, respectivamente (35, 36).

No hay estudios sobre los efectos farmacoldgicos del TCBZSO y TCBZSO2 en el
organismo humano, pero si en animales e in vitro. Los informes sobre los residuos o trazas

de medicamentos de uso veterinario en alimentos publicados por el Comité de
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Medicamentos Veterinarios (CVMP) y complementados con los informes del Comité
Mixto de Expertos de la FAO/OMS en Aditivos Alimentarios (JECFA), distinguié que
105 sustancias de los 120 compuestos categorizados tenian efectos teratogénicos y feto
toxicos en mas de una especie; los residuos de TCBZ tienen efecto fetotoxico en ratas y

conejos (37).

Un estudio demostré que el TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2 son potentes inhibidores in
vitro e in vivo del transportador de membrana ABCG2/BCRP, usaron cultivos celulares
y ratones. Dicho transportador esta involucrado en la farmacocinética de medicamentos

contra el cancer, antibidticos y otros compuestos (38).

El TCBZ, TCBZSO Y TCBZSO02 son capaces de inhibir in vitro al citocromo (CYP)
P450, implicado en el metabolismo de diversos farmacos. El TCBZ y TCBZSO son
capaces de inhibir al CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, entre otros y asi afectar en las

interacciones farmaco - farmaco (39).

En 2011, un estudio realizado por Imperiale et al. (21) buscé evaluar el estado de la
infeccion por F. hepatica en Cajamarca. Después del tratamiento con TCBZ se encontrd
la presencia del TCBZSO y TCBZSO2 en leche de vaca, hasta las 36 y 144 horas,
respectivamente. Sin embargo, no se detectd presencia de TCBZ en leche. Se reportd
también que el TCBZSO2 es el principal metabolito excretado en la leche y que se
encuentra en el queso fresco hasta 13 veces més que en la leche. En dicho estudio, no se
determing al ceto-TCBZ debido a la falta del estandar para realizar el estudio.

En 2013, Reyna y Giussepe (24) realizaron una tesis doctoral en la ciudad de Cajamarca,
concluyeron que las muestras de leche y queso que se expenden estan libres de TCBZ y
TCBZSO. Sin embargo, no usaron los estandares de ceto-TCBZ, ni de TCBZSO2 para

los analisis, por lo que no evaluaron dichos metabolitos.

Un estudio de tesis doctoral publicado en el afio 2019 determino la presencia de residuos
TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2, mediante Espectrometria de masas por Cromatografia
liquida (LC-MS/MS) en el 23.33 % de las muestras de leche cruda bovina (n=30) que se

comercializaba en el distrito de Cajamarca. Concluyen que las muestras excedieron en
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26.65 % el LMR de 10 ug/Kg. Cabe mencionar que para el afio de su publicacién no
existia un LMR vigente para el TCBZ, ni para el TCBZSO, ni para el TCBZSO02 (23).

Se cree que la contribucion de los productos manufacturados a base de leche que
contengan los residuos de TCBZ podrian poner el riesgo el tratamiento de Fasciolosis en

humanos; no obstante, se requieren mas estudios que evallen esta hipotesis.

El presente estudio buscé de manera exploratoria conocer si la leche contiene residuos de
TCBZ, los cuales son un peligro para la salud humana e indicio de falta de control por
parte de la autoridad sanitaria competente. Especialmente en Cajamarca que es el
principal departamento productor de leche, hiperendémico de F. hepatica y el que
muestra mayor indice de resistencia al triclabendazol en el Per(. Por lo que, se cuantificd
los metabolitos de TCBZ en las muestras de leche de vaca destinadas a la produccion de
lacteos en dos centros de crianza de ganado de Cajamarca por Cromatografia Liquida de
Alta Performance con Detector de Arreglo de Diodos. Ademas, se evalué mediante
encuestas las practicas y costumbres de los ganaderos productores de leche, y proveedores
de TCBZ igualmente en Cajamarca, para explicar la presencia o ausencia de los
metabolitos de TCBZ en la leche ordefiada. También, se evalud las heces de las vacas
para determinar la presencia o ausencia de huevos de F. hepatica luego de su tratamiento
con TCBZ.

Il.  MARCO TEORICO
11.1. CICLO BIOLOGICO DE Fasciola hepética

F. hepatica tiene un ciclo biologico heteroxeno (diferentes hospedadores). El caracol del
género Lymnaea es el hospedero intermediario. Los humanos y animales rumiantes,

mayormente vaca, cabra y oveja son los hospederos definitivos (40).

El ciclo biol6gico comienza cuando el hospedero definitivo infectado hace deposiciones
con huevos de F. hepatica. EI miracidio se desarrolla después de 9 a 14 dias a 22-26°C y
en heces humedas. EI miracidio secreta enzimas histoliticas para penetrar a su hospedero

intermediario y transformarse en esporoquiste (41).
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El esporoquiste produce 5-8 redias que migran a las glandulas digestivas del caracol.
Despueés, las redias, redias hijas y redias nietas producen de 15-20 cercarias. Cuando las
cercarias maduran se localizan en la region posterior del intestino del caracol para ser

expelidas al medio ambiente (41).

Posteriormente, las cercarias se enquistan (metacercarias) en plantas de tallo corto
(Ejemplo: lechuga y berros) (2). Finalmente, los hospederos definitivos ingieren los
vegetales con metacercarias, estos se desenquistan en el duodeno, luego perforan la pared
intestinal hacia el peritoneo por 6 semanas, maduran y se localizan en los conductos
biliares (41).

@ | Cercarias enelagua Metacercanias en plantas
Eswre( 10 u Cercarlal van a enquistarse en acudticas ingeridas por

plantas acudticas P humanos y animales

Dentro del caracol / | \

Caracol del género Lymnaea

Exquiste en
_Duddeno

Ue

Adultos en higado y
en agua . Huevos no embrionados conductos biliares
eliminados en heces

e ° = o
Miracidio busca penetrar -

caracol \
- -
. Estado infectivo =" Q'\_-
L

n Estado dlagnéstico

Fig. 1. Ciclo bioldgico de F. hepatica (42)
Fuente: Anexo 11. Resolucion Ministerial N°266-2019/MINSA. NTS N° 148-
MINSA/2019/DGIESP: Norma Técnica de Salud para la Vigilancia, Prevencion y

Control de la Fasciolosis Humana en el Per.
11.2. INFECCION POR Fasciola hepatica

La fasciolosis o fascioliasis es la infeccion causada por F. hepatica y por F. gigantica. Es
una de las enfermedades parasitarias humanas mas importantes, con gran distribucion
latitudinal, longitudinal y altitudinal a nivel mundial. F. hepatica se distribuye en Oriente
Medio, Latinoamérica, Europa y Asia, mientras que F. gigantica en Hawai, Africa y Asia

Pagina 16 de 86



(2). En Peru, incidencia de fasciolosis ocurre generalmente en zonas rurales a 2000- 4000
metros sobre el nivel del mar, debido a las caracteristicas ambientales dptimas para el

desarrollo de F. hepatica (21).

La fase aguda en humanos sucede debido a la ingestion de las metacercarias hasta su
recorrido hacia el higado (4). Esta fase se caracteriza por las sintomatologias clinicas de
fiebre, eosinofilia, y hepatomegalia con dolor abdominal, que pueden durar desde 2 a 5
meses (2). Las complicaciones ocurren cuando aparecen hematomas subcapsular o

abscesos que pueden conllevar a cirugias y en el peor de los casos la muerte (4).

La fase cronica en humanos inicia cuando el parasito se localiza en los conductos biliares
y causa hiperplasia fibrosa. Ademas, hay dafio en la arquitectura hepatica debido a las
enzimas secretadas por F. hepatica que destruyen el parénquima hepético. Esta fase se
caracteriza por la sintomatologia clinica de obstruccion biliar, cirrosis y fibrosis hepética
(4, 43, 44).

La fase aguda en rumiantes es poco frecuente, ello es debido a que los rumiantes no
muestran sintomas evidentes. Aunque los primeros sintomas de esta fase en rumiantes es
la anemia y la muerte. La necropsia de los animales muestra inflamacion, perforacion
hepética, focos hemorragicos y hepatitis aguda caracteristicos de las infestaciones

recientes en los animales (45).

La fase crdnica en rumiantes es mas comun. Los animales estan anémicos, caquécticos y
hay colecciones serosas en peritoneo. Ademas, el animal presenta engrosamiento de los
conductos biliares con alteraciones cirroticas (45), la cirrosis hepatica esta relacionada
directamente con el nimero de F. hepatica (46). La fasciolosis afecta la calidad de la

leche y carne de animales.

Por otro lado, Per( es considerado un pais hiperendémico de F. hepatica, donde la
infeccion producida por este helminto se reporta en mayor incidencia en los
departamentos de Cajamarca, Puno, Junin, Cusco y Arequipa (10). Habiéndose reportado
18 regiones endémicas de fasciolosis humana desde 1970 al 2016 (42), y fasciolosis

animal en 21 de las 24 regiones del Per0 (4).
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11.3. TRICLABENDAZOL (TCBZ)

A inicio de los afios 60 se usO el tetracloruro de carbono y hexacloroetano como
antihelmintico para la fasciolosis en animales. Estos fArmacos tenian efectos toxicos que
llevaban a la muerte del animal (48). En 1983 se empez0 a usar TCBZ, un derivado de
bencimidazol halogenado, en animales herbivoros. TCBZ mostré tener gran especificidad
para el tratamiento de fasciolosis y paragonimiasis (40) y efectividad aproximada del 90
% en sus primeros usos (49). EI TCBZ posee gran actividad frente a los estados inmaduros
y adultos de F. hepatica, asociado principalmente al TCBZSO (50).

El mecanismo de accion y la farmacodindmica hasta la fecha no estd completamente
claro. Se propuso que el TCBZ y sus dos metabolitos oxidados (TCBZSO y TCBZSQO2)
son absorbidos a través del tegumento de F. hepatica, lo que ocasiona la disminucion del
potencial de reposo de la membrana celular, inhibicién de la formacion de microtabulos
y de la sintesis proteica. En el hospedero las reacciones adversas mas frecuentes del TCBZ
son dolor abdominal, nauseas, dolor de cabeza, hiperhidrosis, diarrea, vomitos,
disminucion del apetito, dolor musculo esquelético en el pecho y prurito (18).

Hay estudios que han reportado el uso de TCBZ en humanos en algunos paises desde
1986 (5, 51, 52, 53, 54) por ser un eficaz y seguro a comparacion de otras drogas (5, 53,
69). En 2016, se incorpor6 al TCBZ en el Petitorio Nacional de Medicamentos Esenciales,
debido a las altas tasas incidencia de fasciolosis en el Peru (7). La FDA aprobé el TCBZ
en febrero del 2019 como un antihelmintico indicado para el tratamiento de la fasciolosis
en humanos mayores de 6 afios, pero en los ultimos afos se ha reportado resistencia de
F. hepatica frente a TCBZ en humanos (7,30, 54, 28,77) y animales (7,25,26,29, 31, 55,
32).

Hay similitud en la terapia farmacologica en cuanto a la dosis tanto en humanos como
animales (hospederos definitivos), la dosis recomendada en humanos segun la OMS es
de una dosis de 10 mg/ kg, mientras que los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) recomiendan 2 dosis de 10 mg/Kg con 12 horas de intervalo via
oral (12, 77); la dosis recomendada en bovinos es 12 mg de TCBZ/Kg de peso corporal
(6 mL/50 kg p.v.) en administracion unica por via oral (81). La calidad del principio
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activo en el producto veterinario va a depender del laboratorio que lo produzca, existen
maltiples laboratorios productores de TCBZ para uso animal. Ademas, existe diferencia
en la forma farmacéutica del TCBZ, ya que en humanos se usa tabletas (12) y en bovinos
suspension oral (81); la inocuidad de los componentes de la suspension oral de uso
veterinario no ha sido estudiado en los humanos, puede haber intoxicaciones y otros

efectos desconocidos a largo plazo en humanos.
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Fig. 4. Estructura quimica del TCBZS02 Fig. 5. Estructura quimica del ceto-TCBZ
Fuente: Merck Fuente: Merck

I1.4. TIEMPO DE RETIRO, LIMITE MAXIMO DE RESIDUOS E
INGESTA DIARIA ADMISIBLE

El periodo o tiempo de retiro es el tiempo que se requiere para que los residuos de interés
toxicoldgicos alcancen los niveles considerados como seguros para el humano (19). El
tiempo de retiro en la leche es establecido en base a la farmacocinética y estudios
toxicoldgicos en humanos. Ademas, fue establecido para que los residuos en alimentos
se encuentren en concentraciones inferiores al LMR, de esta manera se garantiza la
inocuidad alimentaria. EI LMR es un indicio del cumplimiento de las buenas précticas

agricolas (BPA) y de ausencia de riesgo para la salud humana (13). No obstante, existen
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factores que afectan el tiempo de retiro, como la enfermedad renal, hepética y la
polifarmacia (13).

El LMR de medicamentos veterinarios es la concentracion maxima de residuos,
expresado en mg/kg o ug/Kg sobre la base del peso fresco, establecido en el Codex
Alimentarius y que permite legalmente que un alimento sea destinado para consumo
humano o en la superficie de este. Los LMR de la NTS MINSA/DIGESA se modifican
con las actualizaciones que hace el Codex Alimentarius, Union Europea o la OPS/OMS
(19).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y
la OMS, establecen los LMR para garantizar concentraciones adecuadas de residuos en
leche y carne, y asi evitar efectos cronicos en humanos. Los LMR suelen referirse a los
tejidos, en caso no se pueda recomendar el LMR a leche o huevos por razones de
seguridad, se establece el uso limitado de la sustancia a los animales que no producen

leche o huevos para el consumo humano (56).

El JECFA, publica la IDA para aquellos residuos de medicamentos que implican un
riesgo para la salud humana. El IDA es un limite maximo ultra seguro, ya que establece

concentraciones de residuos que pueden ser consumidos diariamente (13).

115 GUIA DE BUENAS PRACTICAS PECUARIAS EN
EXPLOTACION LECHERA

Las Buenas Préacticas en Explotacion lechera, establecidas por el Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (SENASA), tienen como objetivo la produccion de leche saludable y de
calidad para el consumo humano. Esta guia orienta a los productores de leche y/o
productos lacteos en las areas de sanidad animal, higiene en el ordefio, nutricion, bienestar

animal, medioambiente y gestion socioeconémica (76).

En el area de sanidad animal menciona que los productores de leche deben garantizar que
su producto lacteo no contenga residuos quimicos, toxinas u otros contaminantes, deben

respetar los tiempos de retiro, nunca deben administrar productos veterinarios a animales
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productores de leche para consumo humano, tienen que leer la etiqueta del medicamento
ya que ahi encontraran toda la utilizacion legal y segura del producto, entre otros. Por otro
lado, el personal médico veterinario u otra persona que maneje a los animales lecheros
deben estar informados sobre los tratamientos que administran a los animales, deben
respetar los tiempos de retiro en carne y leche; y utilizar los medicamentos segun las
indicaciones y con la dosis correcta de prescripcion (76).

Todos los medicamentos veterinarios deben mostrar en su etiqueta el periodo de retiro o
espera, caso contrario no se debe utilizar el producto. Solo se debe emplear
medicamentos veterinarios autorizados o registrados por el SENASA (76).

11.6. CONTROL DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS

Seguln el Plan de Trabajo “Identificacion y prevencion de peligros microbiologicos y de
residuos de medicamentos veterinarios asociados al consumo de quesos frescos
artesanales -DIA/ DIGESA/2016-2017". El 87% de los hogares peruanos consume
quesos frescos artesanales elaborados a partir de la leche de ordefio como parte de su dieta
diaria. Son departamentos como Cajamarca, Arequipa y Lima, quienes constituyen el

70% de la produccion total del pais (57).

Los primeros responsables de garantizar la inocuidad alimentaria son quienes procesan
los alimentos, los distribuidores y comerciantes de medicamentos veterinarios; por lo que
son necesarias las capacitaciones para este grupo. Los segundos responsables de
garantizar la inocuidad alimentaria son las autoridades competentes nacionales [ Servicio
Nacional de Sanidad Agraria, Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA), Instituto
Tecnologico de la produccién (ITP) e inspectores privados] y autoridades extranjeras,
mediante sistemas de vigilancia y control. Los terceros responsables son los

consumidores (58).

El TCBZ, esta incluido en la lista de “Residuos de medicamentos veterinarios con riesgo
de presencia en quesos frescos artesanales”, que debe ser identificado por el programa de
monitoreo de SENASA. La Direccion Regional de Salud Cajamarca (DIRESA

Cajamarca), es la encargada de obtener las muestras de queso fresco en las plantas de
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produccion y centros de expendio de lugares seleccionados. SENASA obtiene y realiza
los ensayos a las muestras de leche cruda de las plantas de elaboracion de quesos
muestreados por DIRESA Cajamarca (57). Segun lo establecido por SENASA, esta
prohibido la introduccion al mercado de alimentos que no cumplan con el LMR, ya que

constituyen un potencial riesgo para la salud humana (59).

El TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2 estan incluidos dentro del “Programa Nacional de
Monitoreo de Contaminantes en Alimentos agropecuarios primarios y piensos (2020) , en
base a lo establecido en el Articulo 32° del Decreto Supremo N° 004-2011-AG ”, el cual
comprende los establecimientos de produccion y procesamiento primario de alimentos
agropecuarios y mercados de abastos en 10 ciudades del territorio nacional como
Arequipa, Cajamarca, Ica, La Libertad, Lambayeque, Lima, Piura, Puno, San Martin,
Tacna. Dicho programa tiene como objetivo reducir al maximo la presencia de los
contaminantes y microorganismos descritos, para prevenir los riesgos de salud publica.
Ademas, prohibe la introduccion de productos alimenticios cuyos residuos
(contaminantes y microorganismos patdgenos) sean inaceptables, ya que afectan a los
alimentos desde la etapa de produccidn hasta su consumo final, y podrian causar un riesgo
en la salud publica (60, 61).

Los alimentos agropecuarios primarios y piensos del territorio nacional no deben exceder
los limites maximos permisibles establecidos en la normativa nacional como primacia, en
caso de no existir en esta, se debe regir en los establecido por el Codex Alimentarius, por
la Union Europea y/o Autoridad Sanitaria de los Estados Unidos de América, en dicho
orden de preferencia. Si no existe un limite maximo permisible, es SENASA quien se
debe encargar de establecer los valores de referencia para los limites maximos
cuantificables (60, 61).

11.7. CUANTIFICACION POR CROMATOGRAFIA

Las técnicas cromatograficas se definen como la separacién de una mezcla de solutos, se
basa en las diferentes velocidades de desplazamiento de estos al ser arrastrados en una

fase movil liquida a través de una fase estacionaria solida. La cuantificacion se basa en la
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comparacion del area o la altura del pico cromatografico del analito del interés con
patrones (estandares), ya que son proporcionales a la cantidad del compuesto eluido (62).

Para cuantificar se realiza una serie de disoluciones estandar que se aproximen a la
concentracion de la muestra desconocida, la representacion de estos datos debe dar una
recta, llamada curva de calibracion. El factor de respuesta relativa debe estar dentro del
intervalo de 0.8 — 1.2 (62).

Los factores que pueden afectar el comportamiento Cromatografico son la composicion,
fuerza idnica, temperatura, pH, velocidad del flujo, dimensiones de la columna, presién

de la columna, la fase estacionaria, etc (62).

1l.  PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible gue la leche cruda de vacas destinadas a la produccion de derivados lacteos

contenga residuos de TCBZ?

IV. OBJETIVOS
IV.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion de los residuos de TCBZ en leche de vacas procedentes de
dos centros de crianza de ganado destinadas a la produccion de derivados lacteos en el
departamento de Cajamarca.

IV.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar mediante encuestas las préacticas y costumbres de los responsables de
diferentes centros de crianza de ganado, y duefios de los establecimientos de venta
de productos agroveterinarios de TCBZ en el departamento Cajamarca, segun el
area de sanidad de la Guia de Buenas Practicas Pecuarias en explotacion lechera
del SENASA.
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- Colectar muestras de heces de las vacas estudiadas para detectar la presencia o
ausencia de los huevos de F. hepatica, mediante la Técnica de Sedimentacion
Répida (TSR) y Técnica de Kato-Katz.

- Cuantificar el TCBZ y sus metabolitos (TCBZSO y TCBZSO2) mediante
Cromatografia Liquida de Alta Performance con detector de Arreglo de Diodos
(HPLC-DAD).

V. MATERIALES, EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y
METODOLOGIA
V.1. MATERIALES

Para el presente trabajo de investigacion se utiliz los siguientes reactivos de grado

analisis:

TCBZ (Rakshit Drugs Private Limited), TCBZSO (Sigma-Aldrich, USA), TCZS0O2
(Sigma-Aldrich, USA), acetonitrilo grado HPLC (Avantor Performance Materials, S.A.,
México), acetato de amonio grado HPLC (Avantor Performance Materials, S.A.,
Meéxico), n-hexano grado HPLC (Avantor Performance Materials, S.A., México), sulfato
de sodio anhidro (Merck KGaA, Alemania), fosfato de potasio monobésico (Merck
KGaA, Alemania), bicarbonato de sodio (Merck KGaA, Alemania).

Ademas, se utilizo los siguientes materiales:

Columna C18 UG 120, 5 um, 150 x 4.6 mm (Merck KGaA, Alemania), cartuchos de
extraccion en fase solida Bond Elut LRC-C18, 500 mg (Agilent Technologies, USA)
tubos de centrifuga estériles de 50 mL (Gosselin™, Francia), envases de plastico de 75
mL de boca ancha y tapa (VITLAB, Alemania), peras de decantacion de 150 mL,
probetas, vasos precipitados, fiolas de 5, 10, 25, 50 y 100 mL.
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V.2. EQUIPOS E INTRUMENTOS

HPLC-DAD modelo 1260 (Agilent, USA), Microscopio éptico (ACCU-SCOPE, China),
Centrifuga universal modelo PLC-012E (Carper Labs, USA), Cocina eléctrica
(Thermolyne Sybron Corporation, USA), Balanza analitica electronica XS105DU
419/120g (Metter Toledo, USA), purificador de agua Milli-Q (Merck KGaA, Francia),
micropipetas calibradas de 1000 mL (Eppendorf ®, Alemania) y 100 mL (Eppendorf ®,

Alemania), bafio ultrasénico (Emerson Electric Co, USA).

V.3. METODOLOGIA
V.3.1. ENCUESTA

Se realiz6 dos encuestas diferentes a 30 participantes mayores de edad en el departamento
de Cajamarca. Se dividié en dos grupos, un modelo de encuesta para 15 personas
responsables (duefio, jefe, etc.) de los centros de crianzas de ganado y otro modelo de
encuesta para 15 personas responsables de los establecimientos de venta de productos

agroveterinarios (Anexo 1y 2).

V.3.1.1. CALCULO DE TAMANO MUESTRAL Y JUSTIFICACION
DE ESTE

La poblacion de centros de crianza de ganado (ganaderias) en Cajamarca son 16 (63). A
partir de ello se calculé el tamafio muestral usando la formula N°1, dando como resultado
15.

B Z?xpxq=xN .....N°1 (64).
T e2(N—-1)+ Z2xpx*q

n

Donde:

N: Poblacion=16

n: muestra =15.3987=15

p: probabilidad a favor = 50%
g: probabilidad en contra = 50%
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Z: nivel de confianza= 95% = 1.96

e: error de muestra=5%

La poblacion de establecimientos de venta de productos agroveterinarios son 15 (65). A
partir de ello se calcul6 el tamafio muestral usando la formula N°1, dando como resultado
15.

Donde:

N: Poblacion=15

n: muestra =14.66=15

p: probabilidad a favor = 50%

g: probabilidad en contra = 50%
z: nivel de confianza= 95% = 1.96

e: error de muestra=5%

Grupo 1: Personas responsables de los centros de crianzas de ganado:

La encuesta de este grupo sirvid para establecer los criterios de inclusion y exclusion de
las muestras de leche y heces de las vacas lecheras, asi como evaluar las précticas y
costumbres. Se invito a participar en el estudio mencionando que el presente trabajo es
un proyecto de tesis. De estar el participante interesado, se le otorg6 un consentimiento

informado y una encuesta aprobados por el comité de ética.

1. Se le realizé una encuesta de 12 preguntas, donde se le preguntd sobre diversos
aspectos que conciernen a las vacas del participante.

2. Con los datos obtenidos se seleccionaron a 2 participantes. Luego, se comunico
si su centro de crianza de ganado (ganaderia) fue seleccionado para el estudio.
Previamente se solicitd permiso expreso para contactar a los participantes a través
del consentimiento informado.

3. La participacion culminé cuando el responsable del centro de crianza de ganado
entregd las 2 muestras de leche por vaca (10 muestras de 5 vacas,
aproximadamente 15-20 mL de leche por muestra). La fecha de la toma de

muestra fue comunicada 2 semanas previas.
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Grupo 2: Personas responsables de los establecimientos de venta de productos

agroveterinarios:

Se invito a participar en el estudio mencionando que el presente trabajo es un proyecto
de tesis. De estar el participante interesado, se le otorgd una hoja informativa y una

encuesta andnima.

1. Se realizd una encuesta de 8 preguntas, donde se le preguntd sobre algunos
aspectos de los medicamentos antiparasitarios de uso interno que vende.

2. No se publicard en el estudio el nombre del establecimiento. Esta serd mencionada
en el estudio como “establecimiento de venta de productos agroveterinarios”.

3. La participacion culminé cuando el participante entrego la encuesta completada

V.3.2. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue revisado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) y
fue ejecutado luego de su aprobacion (SIDISI 104363).

La informacion obtenida estd en documentos Word cifrados con contrasefia que solo
saben los investigadores del estudio. Se guardd la informacién con cédigos. Si los
resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna informacién que
permita la identificacion de las personas, ni de los establecimientos que participaron en

este estudio.

V.3.2.1. PROTECCION DE LOS ANIMALES Y DEL PERSONAL
DURANTE LOS PROCEDIMIENTOS DEL PROYECTO

El personal que manejo6 a los animales us6 guantes obstétricos, mascarillas y mandil de
laboratorio.
No se previo riesgos para los animales por participar en esta fase del estudio |, ya que la

toma de muestra de heces fue realizada por el veterinario de la zona de toma de muestra,
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y en caso del ordefio no existe peligro ya que es una técnica sencilla que sera realizado

por el responsable a cargo de la ganaderia.

V.3.3. PROCEDENCIA Y SELECCION DE LA MUESTRA

Al ser la investigacion exploratoria, el tipo de muestreo fue no probabilistico por
conveniencia tanto para las muestras de heces y leche. El tamafio de las muestras fue de
20 unidades segun la metodologia descrita por Takeba et al. (66). Las muestras de leche
y heces fueron tomadas de vacas de 3-6 afios de dos centros de crianza de ganado

localizados en el departamento de Cajamarca.

Se obtuvieron 20 muestras de leche de 10 vacas (2 muestras por vaca, 15-20 mL de leche
por muestra) mediante las técnicas de ordefio que se emplean en los centros de crianza de
ganado del estudio. Se obtuvieron dichas muestras en dos momentos y con 24 horas de
diferencia (0 horas y 24 horas). Las muestras de leche fueron congeladas a -18 °C hasta
la fecha de su analisis en el Laboratorio de servicio de control de calidad-LID de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

La toma de muestra de heces se obtuvo dentro de las 48 horas de la recoleccion de las
muestras de leche (1 muestra por vaca). La toma de muestras de heces fue obtenida por
un veterinario de la zona, estas se extrajeron directamente del recto de las vacas para
evitar contaminacion con el ambiente, para realizar la coleccidn de las muestras se uso
guantes para estudios obstétricos. Luego, fueron colocadas en envases de plastico de 75
mL de boca anchay tapa rosca, hasta su procesamiento y estudio en el Laboratorio Clinico
el Ingenio — Cajamarca.

V.3.3.1. CRITERIOS DE INCLUSION

- Centro de crianza de ganado con sistema de alimentacion al pastoreo.
- Los responsables de los centros de crianza de ganado habian autorizado

el estudio.

Pagina 28 de 86



V.3.3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Vacas no tratadas con TCBZ

- Aquellas vacas cuya leche no sea destinada para la produccion de
derivados lacteos.

- Vacas procedentes de centros de crianza de ganado cuyos responsables no
hubiesen autorizado el estudio.

V.3.4. PREPARACION DE LA MUESTRA DE LECHE

Se us6 la metodologia publicada por Takeba et al. (66), con las siguientes modificaciones:
no se empled un concentrador al vacio, en su reemplazo se evaporé en una campana
extractora a 82-90°C y se inyectd nitrodgeno con una jeringa para disminuir el tiempo de
la evaporacion; no se uso la columna Capcell Pak C UG 120, 5 um, 150 x 4.6 mm I.D.
column (Shiseido, Tokyo, Japan) empleada por el autor, en su lugar se usé una columna
igual, pero de la marca Merck KGaA de Alemania.

Se pes6 5.0 g de muestra de leche de vacas en tubos de centrifuga de 50 mL, se afiadié 5
g de sulfato de sodio anhidro y 20 mL de acetonitrilo grado HPLC, y se homogenizo.
Luego se centrifug6 durante 10 minutos a 3000 rpm y se transfirio el sobrenadante a una
pera de decantacion de 150 mL (66).

Se repitid la etapa de extraccion con 10 ml de acetonitrilo y luego el sobrenadante se
combiné en la pera de decantacion de 150 mL. Se procedié a enjuagar los extractos de
acetonitrilo usando 20 mL de n-hexano grado HPLC saturado con acetonitrilo.
Seguidamente, se transfirié la capa inferior a tubos de centrifuga de 50 mL y se evaporé

(66) empleando calor a 82 -90°C y nitrégeno dentro de una campana extractora (66).
A los residuos en los tubos de centrifuga se afiadié 1 mL de fosfato de potasio monobasico

0.1 My se sonic6 durante 1 minuto en un bafio de ultrasonidos. Luego se agregé 5 mL de

bicarbonato de sodio 0.1 M, y se volvio a sonicar durante 1 minuto (66).
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Por ultimo, se aplico la solucion del extracto a los cartuchos de extraccion en fase sélida
C18. Luego, se enjuago los cartuchos con 2 mL de agua destilada y se secd dejando pasar

aire a vacio durante 3 minutos (66).

El TCBZ y sus metabolitos fueron eluidos con 2 mL de acetonitrilo grado HPLC.
Finalmente, 20 uL de alicuotas de las soluciones del eluato y soluciones estandar se

inyectaron en el HPLC-DAD para su analisis (66).

V.3.5. SOLUCIONES ESTANDAR

Se us6 la metodologia descrita por Takeba et al. (66) la concentracion de las soluciones
madre de los estdndares de TCBZ, TCBZSO y TCBZSO?2 fueron de 1 mg/mL. Se empled

acetonitrilo grado HPLC como disolvente (66).

V.3.6. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se us6 metodologia descrita por Takeba et al. (66), se inyectaron 20 uL de las soluciones
del eluato y estandar a través de un inyector automatico en un sistema HPLC-DAD. La
separacion se realizo en una columna Capcell pack C;gUG 120, 5 um, 150 x 4.6 mm. La
fase movil isocréatica consistio en acetonitrilo/acetato de amonio 0.05 M (50:50, v/v). La
temperatura del horno de la columna estuvo a 40 °C y el flujo fue de 0.8 mL/min. La
deteccion de los metabolitos de TCBZ se realiz6 a 295 nandmetros (nm).

V.3.7. TECNICA DE SEDIMENTACION RAPIDA (TSR) Y KATO-
KATZ

Técnica de TSR: Se uso la técnica original de Lumbreras.

Se homogenizé 4-8 g de heces con 10-20 mL de agua corriente filtrada en un tubo conico
de 50 mL. Luego, se trasvasé la mezcla a un recipiente de 200-300 mL de capacidad,
antes se tamizo con un colador. Se completo el volumen con agua corriente y se dejo
reposar por 20 minutos. Luego, se decanto los 2/3 del sobrenadante y se completé con

mas agua corriente. Se repitié el mismo procedimiento a intervalos de 5 minutos, hasta
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que el sobrenadante quede limpio. El Gltimo sedimento se vertid a una placa petri y se
observé al microscopio a 100X. Esta técnica tiene una sensibilidad de 98.5 % y
especificidad de 100% (80).

Técnica de Kato-Katz: Se uso la técnica descrita en la Norma Técnica de Salud para la
vigilancia, prevencion y control de la fasciolosis humana en el Per, NTS N°148-MINSA

Con una bajalengua se transfirio la muestra de heces (0.5-1 g) sobre papel absorbente y
se coloco en una malla de 2 x 3 cm. Con el aplicador del Kit se comprimio la malla para
tamizar la muestra. Luego, se colocé el molde de plastico (con perforacién central de 6
mm de diametro) sobre una lamina portaobjeto y se rellené la perforacion con la muestra
tamizada. Seguido, se levant6 el molde dejando el cilindro de la muestra de heces en la
ldmina portaobjeto. Para finalizar, se colocard una laminilla glicerinada con verde
malaquita sobre la muestra y con ayuda de un tapdn de jebe se presiond sobre la laminilla
para extender la muestra, se dejé a temperatura ambiente durante 30-45 minutos y se
observo al microscopio a 100 X, 400 X (42).

V.3.8. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Posterior a la obtencidn de los resultados por el software del registrador incorporado al
HPLC, se usd Excel version Microsoft® Office 365 ProPlus ® para los andlisis

estadisticos de las muestras.

V.3.8.1. ANALISIS CUANTITATIVO EN HECES

El resultado se expresd en nimero de huevos por gramo de heces (hph). Donde el nimero
de huevos encontrados se multiplicara por k=24. Si las heces son liquidas o pastosas, se
usara el factor de correccion que se incluye en el Kit: k/2 para heces sueltas o blandas y

k/3 para heces diarreicas (42).
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V.3.8.2. ANALISIS CUANTITATIVO EN LECHE

Las curvas de calibracion fueron hechas por la medicion de las areas de picos, a partir de
ello se calculd las concentraciones de TCBZ, TCBZSO2 y TCBZSO en las muestras de
leche (66).

C(ﬂ)=A—mesthdxpr ........ N° 2
mL Ast

( ug ) __ug _ mlLdeleche 1000 g de leche
Kg de leche T omL g de leche 1 kg de leche

Donde:

C = concentracion de la muestra

Am: érea de la muestra

Ast: area del estandar

Cst: concentracion del estandar

Fd: inversa del factor de dilucion

p: potencia

H: humedad (en caso aplique)

1 ml de leche equivale a 1.04 g de leche (67).

V.3.8.2.1. LINEALIDAD

Se us6 metodologia original descrita por Takeba et al. (66), se modificd las
concentraciones de las diluciones a conveniencia. A partir de la solucion madre se
realizaron diluciones teoricas con fase mévil a 0.0626 ug/mL, 0.125 ug/mL, 0.25 ug/mL,
0.5 ug/mL, 1 ug/mL y 2 ug/mL, y fueron almacenadas a 4 °C. Se hizo 2 mezclas (n=2), y
3 inyecciones (réplicas) de 20 uL de las mezclas de las soluciones estandares de TCBZ,
TCBZSOy TCBZSO02 al sistema HPLC-DAD.
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V.3.8.2.1. 1. TEST DE REGRESION LINEAL SIMPLE

Se uso el test de regresion lineal simple para explicar la relacion entre la respuesta (eje y)
y una variable explicativa (eje x), mediante la siguiente férmula descrita en el libro de
sistema de analisis estadistico de Discovskyi y Pedroza (68).

Donde:

y: respuesta

a. Intercepto

B: pendiente de la recta

X: variable explicativa

V.3.8.2.1.2. COEFICIENTE DE CORRELACION LINEAL Y
COEFICIENTE DE DETERMINACION

Para medir la dependencia lineal que existe entre la respuesta y la variable explicativa, se
usé la siguiente formula descrita en el libro de sistema de andlisis estadistico de

Discovskyi y Pedroza (68).

s
r= =% ... N° 5
5,5,

Donde:

r: coeficiente de correlacién muestral

Sxy: €s la covarianza muestral entre el eje X y eje y
Sx: covarianza muestral del eje x

Sy: Covarianza muestral del eje y

El coeficiente de determinacion (R?) es el cuadrado del coeficiente de correlacion
muestral (68).
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V.3.8.2.2. ESTABILIDAD

Se evaluo la estabilidad a temperatura ambiente de los estandares TCBZ, TCBZSO y
TCBZS02 a 1 ug/mL durante los dias 1, 2 'y 4. Se hizo dos mezclas de los 3 estandares y
se realizd 3 inyecciones a cada mezcla, el método fue propio.

V.3.8.2.3. PRECISION

Se usO la desviacion estandar relativa (DSR) para evaluar la precision del sistema
cromatografico a las areas bajo la curva y tiempo de retencion (TR), mediante 6
inyecciones a 1 ug/mL de soluciones estandar de TCBZ, TCBZSO, TCBZSO2, esta debe
ser menor del 2 %, segun lo mencionado en los trabajos de investigacion de Guissepe y
Boretal. (24, 71).

DSR (%) = (—) x100........ N° 6

x

Donde:

DSR: desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion
DS: Desviacion estandar

X: promedio del area bajo la curva o tiempo de retencién

N: nimero de datos

X: valores obtenidos
V.3.8.2.4. LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

Se determind a partir de los datos de seis diluciones cuyas concentraciones tedricas fueron
0.0626 ug/mL, 0.125 ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.5 ug/mL, 1 ug/mL y 2 ug/mL, se realizo 3

inyecciones a cada dilucion. Se aplicé la ecuacion obtenida en la regresion lineal para
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obtener las concentraciones experimentales; el limite de cuantificacion y deteccién se

calculé mediante las siguientes formulas planteadas en el articulo de Herrera et al. (70).

LC=10xDS ........ N° 8
B
LD—”BDS ........ N° 9

_ Xy2 —ayy — B.Xxy

SZ
Xy n—2

v NO11

Donde:

LC: limite de cuantificacion

LD: limite de deteccion

DS: desviacion estandar

f: pendiente de la curva de calibracion
a: intercepto

S% xy= Varianza
V.3.8.2.5. RECUPERACION

Se usé metodologia descrita por Takeba et al. (66) y la férmula planteada en el articulo
de Bor et al. (71). Se afadié una cantidad conocida de 1 ug/mL de TCBZ, TCBZSO y
TCBZSO02 a leche de tarro comercial, y se procedio de acuerdo con el procedimiento
descrito en la seccion VI1.3.4. Se hizo dos mezclas de los estandares y 3 inyecciones a

cada muestra.

% de recuperacion = %xlOO ........ N° 12 (71).

Donde:

Ce: Concentracion encontrada
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Cd: Concentracion declarada o conocida

V.3.8.2.6. CODIFICACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de leche y heces de ambos centros de crianza de ganado fueron codificadas

de la siguiente manera:
V1C1: vaca 1 del primer centro de crianza de ganado

V3C2: vaca 3 del segundo centro de crianza de ganado

V2C2TO0: vaca 2 del segundo centro de crianza de ganado, muestra de leche tomada a las

0 horas.

V2C2T24: vaca 2 del segundo centro de crianza de ganado, muestra de leche tomada a

las 24 horas.

Diagrama 1. Resumen de la metodologia

l METODOLOGIA

[ coleccién de muestras de 10 vacas de dos centros de ]
crianza de ganado
A

15 ganaderos
encuesta 15 duefios de establecimiantos agroveterinarios

e
20 muestras
Leche

10 mu}scras
Heces

[ Preparacion de la muestra |

[ Técnica de TSR y Kato-Katz ]

200L, ©18

HPLC-DAD scetorarigacetao ¢ e armonio

[ Andlisis cuantitativo en heces ]

[ Andlisis cuantitativo en leche |

Linealidad

Estabilidad

Precision

Limite de cuantificacion y deteccién
Recuperacion

Cuantificacion en las muestras de leche

Fuente: elaboracion propia
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VI. RESULTADOS
V.1.1. ENCUESTAS

Se realizo las encuestas a los responsables de los de los centros de crianza de ganado y
duefios de los establecimientos de venta de productos agroveterinarios, en tres caserios y
una ciudad del departamento de Cajamarca, los resultados se muestran en el ANEXO 3.

En este estudio, mediante las encuestas realizadas se conocio las practicas y costumbres
de los ganaderos y proveedores de TCBZ en el departamento de Cajamarca, con respecto
al grado de conocimiento sobre el tiempo de retiro, nivel de educacion, tratamiento para
F. hepatica, lugar de adquisicion de los medicamentos segun la Guia de Buenas Préacticas
de Explotacion lechera. También, con los resultados de la encuesta nos permitio
establecer la temporada de toma muestras que fue en mayo en la época de lluvia de Jaén-
Cajamarca, periodo que comprende los meses de octubre a abril (72). Por otro lado, en
base a las encuestas se escogio por conveniencia a dos centros de crianza de ganado de la
misma zona que hayan administrado el TCBZ de acuerdo con su realidad ganadera (como

suelen hacerlo) y en distintos momentos.

Todos los ganaderos encuestados (n=15) tenian un total de 90 vacas. De ellos, 12 (80,0%)
suelen consultar a un veterinario para el uso de medicamentos. Con respecto al TCBZ, el
tiempo de espera para ordefiar es de 1-2 dias (36,36%) y 2-8 dias (63,64%). El 72,7% de
ganaderos adquieren el TCBZ de veterinarias y 3 de otros establecimientos (27,3%). Los
responsables que expenden productos agro-veterinarios encuestados (n=15) tienen nivel
educativo técnico (46,67%), secundario (33,33%) o universitario (20,0%). El
antiparasitario mas vendido es el TCBZ (41,667%), ivermectina (29,167%), albendazol
(25,0 %) y otros (4,167%). La mayoria (86,67%) adquiere los medicamentos con marca
registrada de algun laboratorio. EI 10.53 % de ganaderos dan tratamiento con TCBZ a sus
vacas en las épocas de lluvia, y 42.09 % que incluye los meses de enero, marzo, octubre

y diciembre (también época de lluvia en la zona).
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VI.2. TECNICA DE TSR Y KATO-KATZ

Mediante la técnica de TSR todas las muestras de heces (n=5) del primer centro de crianza
de ganado dieron negativos para huevos de F. hepatica, mientras que todas las muestras
del segundo centro de crianza de ganado (n=5) dieron positivos para huevos de F.

hepatica.

Para la técnica de Kato-Katz todas las muestras (n=10) de heces fueron blandas, por lo
que se uso el factor de correccion de k=2 para hallar el nimero de huevos por gramo de
heces (hph). Primer centro de crianza de ganado, no se observo ningin huevo de F.
hepatica en las muestras de heces (n=5). Segundo centro de crianza de ganado, se observé
huevos de F. hepatica en todas las muestras (n=5) en ldmina, el resultado de las muestras
V1C2, V2C2, V4C2 y V5C2 fue de 12 hph para cada uno, la muestra V3C2 fue de 24
hph. Los resultados se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados técnica TSR y Kato-Katz

Kato-Katz
Cddigo TSR (+0-) (hph)
V1C1 - 0
V2C1 - 0
V3C1l - 0
V4Cl - 0
V5C1 - 0
V1C2 + 12
V2C2 + 12
V3C2 + 24
V4C2 + 12
V5C2 + 12

VI1.3. LINEALIDAD

Se realizd una curva de calibracion con 6 niveles de concentracion teéricos a 0.063

ug/mL, 0.125 ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.5 ug/mL, 1 ug/mL y 2 ug/mL a partir de las

Pagina 38 de 86



soluciones madre de 1.008 ug/mL de TCBZ, 1.14 ug/mL de TCBSO y 1.02 ug/mL de
TCBZSO2.

En la figura 6 se muestra las curvas de calibracién obtenidas en funcion del promedio de
las areas cromatograficas frente a la concentracion de la mezcla de los estdndares de
TCBZ, TCBZSO, TCBZS02, los resultados del promedio de las 6 inyecciones (n=2, 3

inyecciones para cada mezcla) se muestran en la tabla 2.

La curva de calibracion para el TCBZ corresponde a una linea recta cuya ecuacion es
y=793,72x con un R?=0.9973, ello indica que existe una relacion lineal entre el areay su
concentracion; de igual manera para el TCBZSO y TCBZSO?2 cuya ecuacion es y=775x

con un R?=0.9964, asi como de y= 491,46x con una R?=0.996, respectivamente.

Tabla 2. Diluciones de los estandares de Triclabendazol (TCBZ), Triclabendazol
sulfoxido (TCBZSO) y Triclabendazol sulfona (TCBZSO?2) a partir de las soluciones

madre y el promedio de las areas de picos de estos.

Concentracion practica (ug/mL) Promedio &rea de picos (MAU*s)
TCBZ TCBZSO TCBZSO?2 TCBZ TCBZSO TCBZSO2
0.063 0.072 0.064 99.760 79.989 45.811
0.126 0.143 0.128 149.667 133.923 74.461
0.252 0.285 0.255 322.650 339.718 196.351
0.504 0.570 0.510 501.950 539.396 303.555
1.008 1.140 1.020 845.267 926.176 522.379
2.016 2.280 2.040 1682.867 1823.550 1035.860

Fig.6. Curva de calibracion para los estandares de TCBZ, TCBZSO, TCBZSO2.

Yy 775X
R2 =0,9964

y =793,72x
R2=10,9973

1,46X
R2=0,996

m,
=
o
o
o
IR T Y T T T Y T S B

1.50 2.00 2.50
Concentracion (ug/mL)

triclabendazol A triclabendazol sulféxido Xtriclabendazol sulfona
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N
o
o
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Fig.7. Cromatograma de los estandares de TCBZ, TCBZSO y TCBZSO?2.
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Se hizo dos mezclas (A 'y B) de las soluciones estdndar de TCBZ, TCBZSOy TCBZSO?2.
Se obtuvo las concentraciones a partir de la ecuacion de la recta (Tabla 3, 4 y 5). Se evalu6

la estabilidad a los dias 1, 2 y 4 de los estandares para corroborar si existe algin cambio
del TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2 durante el tiempo que permanecié dentro del sistema

HPLC, las concentraciones de los estandares se mantuvieron cerca al 100 %

(concentracion inicial - dia 1), es decir estos fueron estables.

Tabla 3. Evaluacién de la estabilidad del TCBZ

Mezcla Dia

Areade Concentracion Concentracion

pico

(ug/mL)

(%)

DSR
(%)

DS

1

893.3
892.4
894.7

1.1257

100.00

0.130

1.159

897.7
896.4
895.2

1.129

100.33

0.140

1.250

891.4
893.6
889.9

1.123

99.79

0.209

1.861

705.4
705.7
705.2

0.889

100.00

0.036

0.252

709.2
709.3

0.894

100.55

0.022

0.153
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709.5
707.9

4 709.7 0.894 100.57 0411 1.465
710.8

Tabla 4. Evaluacion de la estabilidad del TCBZS0O2

Mezcla Dia Areade Concentracion Concentracion DSR DS
pico (ug/mL) (%) (%)

644.1
1 6435 1.310 100.00 0.054 0.346
644.1
A 648.8
2 64838 1.320 100.73 0.053 0.346
648.2
646.1
4 6476 1.318 100.57 0.232 1.500
649.1

674.4
1 6744 1.373 100.00 0.060 0.404
675.1
B 678.1
2 6772 1.380 100.52 0.148 1.002
679.2
667.3
4  666.8 1.359 99.01 0.835 1.607
669.8

Tabla 5. Evaluacion de la estabilidad TCBZSO

Areade Concentracién Concentracion DSR DS
Mezcla Dia picos (ug/mL) (%) (%)

9435
1 9424 1.217 100.00 0.067 0.635
942.4
947.1
A 2 9471 1.222 100.45 0.012 0.116
946.9
944.3
4 9424 1.219 100.18 0.228 2.155
946.7

655.3
B 1 656.2 0.846 100.00 0.075 0.493

656.1
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660.5

2 6602 0.852 100.68 0.023 0.153
660.3
666.4

4  667.6 0.860 101.67 0.074 0.666
666.5

V1.5. PRECISION

Para el estudio de precision se realiz6 6 inyecciones a una concentracion tedrica de 1
ug/mL de las soluciones estandar de TCBZ, TCBZSO, TCBZS02. Las %DSR para las
areas y tiempo de retencion son menores al 2 % (Tablas 6, 7 y 8), es decir el método

analitico es preciso.

Tabla 6. Precision del sistema cromatografico en tiempo de retencion y areas de las

sefiales cromatogréficas del estandar de TCBZ a la concentracion de 1.008 ug/mL

Inyecciono  Tiempo de

réplicas retencion  Areas de picos
1 21.753 863.4342
2 21.686 864.7100
3 21.448 863.7271
4 21.634 866.8024
5 21.624 865.2539
6 21.626 865.1337
X 21.629 864.8436
DS 0.1014 1.212
DSR (%) 0.4690 0.140

Tabla 7. Precision del sistema cromatografico en tiempo de retencién y areas de las

sefiales cromatogréaficas del estandar de TCBZSO a la concentracion de 1.14 ug/mL

Inyecciono  Tiempo de

réplicas retencion Area de picos
1 7.763 932.1652
2 7.666 931.2021
3 7.762 931.1740
4 7.674 931.2040
5 7.767 932.1656
6 7.758 932.4023
X 7.732 931.7189
DS 0.0479 0.582
DSR (%) 0.6198 0.063
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Tabla 8. Precision del sistema cromatogréafico en tiempo de retencién y &reas de las
sefiales cromatograficas del estandar de TCBZSO2 a la concentracion de 1.02 ug/mL

Inyecciono  Tiempo de

réplicas retencién Area de picos
1 6.607 517.6437
2 6.511 517.0529
3 6.605 517.7648
4 6.517 517.0433
5 6.610 517.0528
6 6.604 517.6326
X 6.576 517.3650
DS 0.0478 0.349
DSR (%) 0.7277 0.068

VI1.6. LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

Se aplicé la ecuacidn de la recta y se determind las concentraciones experimentales de las
seis diluciones de 0.063 ug/mL, 0.125 ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.5 ug/mL, 1 ug/mL y 2
ug/mL. Los resultados de los LD y LC fueron 0.142 ug/mL y 0.475 ug/mL parael TCBZ;
0.135 ug/mL y 0.450 ug/mL para el TCBZSO;y 0.174 ug/mL y 0.579 para el TCBZSO2
(Tabla 9). Los datos empleados en los calculos se muestran en el ANEXO 4- Tablas 16,
17y 18.

Tabla 9. Limites de cuantificacion y deteccion del TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2
Compuesto LD (ug/mL) LC (ug/mL)

TCBZ 0.142 0.475
TCBZSO 0.135 0.450
TCBZSO2 0.174 0.579

VI1.7. RECUPERACION

Se enriquecid 2 muestras de leche de tarro comercial con cantidades conocidas de 1.02
ug/mL, 1.14 ug/mL, 1.008 ug/mL de TCBZSO2, TCBZSO y TCBZ, respectivamente, se

hizo tres inyecciones a cada mezcla.
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Se obtuvo las concentraciones mediante la ecuacion N°2, la potencia de los estandares de
TCBZ, TCBZSO2 y TCBZSO fue 99.88, 99.3 y 99.9%, respectivamente (ANEXO 8).
No se usé la humedad para el calculo y la inversa del factor de dilucion fue 2, los datos

empleados para los calculos se muestran en el Anexo 5- tabla 19.

Las recuperaciones obtenidas para TCBZSO2, TCBZSO, TCBZ fueron 97.6 % + 1.0,
99.1 % + 1.1, 98.3 %= 1.3, respectivamente y desviacion estandar de relativa (DSR)
fueron de 0.3, 0.2, 0.3 %, respectivamente (Tabla 10), las cuales estan dentro del rango

de 98-102 % que valida la exactitud del método (24).

Tabla 10. Recuperacion de TCBZ, TCBZSO y TCBSO2 de leche de tarro comercial

enriquecida, n=2, tres inyecciones.

Concentracion Concentracion Recuperacion DSR

Compuesto declarada(ug/mL) encontrada (ug/mL) (% media £ DS) (%)
TCBZS02 1.02 1.0 97.6+£1.0 0.3
TCBZSO 1.14 1.1 99.1+1.1 0.2
TCBZ 1.008 1.0 98.3+1.3 0.3

Fig.8. Cromatograma del blanco, leche de tarro sin enriquecer con soluciones de

estandar.
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Fig.9. Cromatograma de las muestras de leche de tarro enriquecidas con TCBZ,
TCBZSOy TCBZSO2.
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VI1.8. CUANTIFICACION EN LAS MUESTRAS DE LECHE

Se analizé 20 muestras de leche (10 vacas) de dos centros de crianza de ganado ubicados
en un caserio de Jaén- Cajamarca ubicado a 2623 metros sobre el nivel del mar, el ordefio

se realiz6 con 24 horas de diferencia. Los cromatogramas se muestran en el ANEXO 7.

Segun lo consultado al participante del primer centro de crianza de ganado nos comentd
que el veterinario administrd a sus vacas sin pesarlas o “al ojo” el TCBZ (Distofin ® 15%,
2 mL/25 kg peso vivo) como tratamiento para la fasciolasis, y fue aproximadamente 20
dias previos a primera la toma (tiempo de retiro 20 dias) de las siguientes muestras de
leche, V1C1, V2C1, V3C1, V4C1, V5C1; durante toda la etapa de lluvia ya habia
administrado con TCBZ a sus vacas meses previos a la primera toma de muestras, esto lo

hace cada vez que las observa con pérdida de peso.

El segundo centro de crianza de ganado administré también ““al ojo” Distofin ® a los 7
dias previos a la primera toma (tiempo de retiro 7 dias) de las siguientes muestras V1C2,
V2C2, V3C2, V4C2, y 2 dias previos (tiempo de retiro 2 dias) para la muestra V5C2;
durante toda la etapa de lluvia fue la Gnica vez que este Gltimo medico a sus vacas con
TCBZ.
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En el primer centro de crianza de ganado se determin6 el TCBZSO en el 40% de muestras
del primer centro de crianza de ganado a las O horas, mientras que el TCBZSO2 en el
80%de muestras (a las 0 y 24 horas). Las concentraciones promedio de TCBZSO02 a las
0 horas fue 0.076 ug/mL (78.791 ug/Kg de leche), y a las 24 horas fue 0.035 ug/mL
(36.433 ug/Kg de leche). Las concentraciones del TCBZ estuvieron por debajo del LD.
Todas las concentraciones del TCBZSO estuvieron por debajo del LC, el promedio de
estas fueron 0.015 ug/mL (15.074 ug/Kg) las O horas, y a las 24 horas estuvieron por
debajo del LD (Tabla 11y 21).

En el segundo centro de crianza de ganado se determiné la presencia de TCBZ, TCBZSO
y TCBZSO02 en el 100% de las muestras del segundo centro de crianza de ganado. Las
concentraciones promedio de las muestras V1C2, V2C2, V3C2 y V4C2 de TCBZ,
TCBZSOy TCBZS02, alas 0 horas fueron 0.268 ug/mL (279.135 ug/Kg de leche), 0.448
ug/mL (466.367 ug/Kg de leche) y 1.128 ug/mL (1172.590 ug/Kg de leche),
respectivamente. A las 24 horas fueron 0.149 ug/mL (154.810 ug/Kg de leche), 0.272
ug/mL (282.746 ug/Kg de leche) y 0.756 ug/mL (785.759 ug/Kg de leche),
respectivamente (Tabla 12 y 22).

En la muestra V5C2 las concentraciones promedio del TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2 a
las O horas fueron, 0.846 ug/mL (879.464 ug/Kg de leche), 1.268 ug/mL (1318.854 ug/Kg
de leche), 1.268 ug/mL (2152.683 ug/Kg de leche), respectivamente. A 24 horas las
concentraciones de la muestra V5C2 fue 0.275 ug/mL (285.817 ug/Kg de leche), 0.599
ug/mL (623.016 ug/Kg de leche) y 1.838 ug/mL (1911.160 ug/Kg de leche), para el
TCBZ, TCBSO y TCBZSO?2, respectivamente (Tabla 22).
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Tabla 11. Concentraciones promedio de los residuos de TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2
en muestras de leche del primer centro de crianza de ganado de Cajamarca, tiempo de

retiro aproximado de 20 dias.

Concentracion

. % de . Rango
géig‘r?]z Muestras promedio
Compuesto de con TCBZ,
muestras TC?/%SO (ug/mL) d((aulgeﬁg) (ug/mL) (ug/Kg de leche)
(horas) - 1cazs02
TCBZ 0 0 - - - -
24 0 - - - -
TCBZSO 0 40 0.015 15.074 0.006 — 0.023 6.531 — 23.618
24 0 - - - -
TCBZSO2 0 80 0.076 78.791 0.016- 0.157 16.929 —163.084
24 80 0.035 36.433 0.015-0.085 15.942 — 87.891

Tabla 12. Concentraciones promedio de los residuos de TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2

en muestras de leche del segundo centro de crianza de ganado de Cajamarca, excepto la

muestra V5C2. Tiempo de retiro aproximado de 7 dias.

Concentracion

: % de : Rango
(-jr(;etg]r[r)]z Muestras promedio
Compuesto de con TCBZ,
muestras TC)?/%SO (ug/mL) (ulgeg;g)de (ug/mL) (ug/Kg de leche)
(horas) - 1cazs02
TCBZ 0 100 0.268 279.135 0.196 - 0.367 203.2690- 382.079
24 100 0.149 154.810 0.111 - 0.262 115.219 — 271.928
TCBZSO 0 100 0.448 466.367 0.339 - 0.575 352.840 — 598.145
24 100 0.272 282.746 0.168 - 0.330 175.167 — 342.909
TCBZSO02 0 100 1.128 1172.591 0.847 - 1.275 880.880 — 1325.976
24 100 0.756 785.760 0.379 - 0.991 393.744- 1030.139
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VII. DISCUSION

Este trabajo busco conocer si la leche contiene residuos de TCBZ, los cuales son un
peligro para la salud publica y para al tratamiento para F. hepatica, esto ultimo debido a

su transferencia involuntaria en humanos como una posible causa de resistencia.

Rescatamos que el 100% de los ganaderos encuestados no sabian después de cuanto
tiempo podian ordefiar a sus vacas y vender su leche, esta mala praxis es la causa principal
que se encuentren en la leche cruda residuos de TCBZ. Cabe mencionar que segun las
contraindicaciones descritas en el envase primario de los medicamentos de TCBZ
menciona que no se debe administrar en animales productores de leche para el consumo
humano, esta indicacion es muy ambigua, y no se ajusta a la realidad de Cajamarca que
es hiperendémico de F. hepatica, productor de leche y donde se ha usado el TCBZ de
manera irracional durante muchos afios en los rumiantes (73, 77). Por ello, la autoridad
sanitaria competente debe indicar después de cuantos dias se puede ordefiar a las vacas
lecheras en tratamiento con TCBZ, y no solo limitar o prohibir su uso como lo menciona
en la Guia de Buenas Préacticas de Explotacién lechera.

Se detectaron y cuantificaron los huevos de F. hepatica en todas las muestras del segundo
centro de crianza de ganado (n=5), mediante las técnicas de TSR y Kato-Katz. Este
resultado indica que el TCBZ en dosis Unicas y a criterio personal, sin tomar en cuenta la
dosis establecida por el fabricante, no fue eficaz para el control y tratamiento en las vacas
que estaban infectadas con F. hepatica en este estudio y/o una posible resistencia al
TCBZ. Esto probablemente a su uso irracional y falta de alternancia del medicamento
durante muchos afios que guarda relacién con la creciente resistencia al TCBZ en
animales (73, 74, 77). Lo expuesto es coherente con un estudio de investigacion realizado
en un fundo de Cajamarca que concluyd que el TCBZ tiene una insuficiente eficacia en

el control de F. hepatica de la zona

Por otro lado, no se detectd la presencia de huevos de F. hepatica en todas muestras del
primer centro de crianza de ganado (n=5), quien habia tratado a sus vacas también a
criterio personal (“al ojo”) aproximadamente 20 dias previos a su toma de muestras y en

meses previos durante la Gltima época de lluvia en la zona. Esto tal vez se debe a que este
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grupo se encuentra en la etapa prepatente de la enfermedad donde todavia no hay
excrecion de huevos, por ende, los examenes coproparasitolégicos son negativos, segin

lo publicado en el afio 2005 por Leguia et al. (82).

Por otra parte, la muestra V5C2 cuyo tiempo de retiro fue de 2 dias tuvo la mayor
concentracion de TCBZ y sus metabolitos en la leche cruda, seguido de las muestras cuyo
tiempo de retiro fue a los 7 dias y 20 dias aproximadamente, en ese orden. El impacto de
elegir a dos centros de crianza de ganado fue que nos permitié conocer que, a mayor
tiempo de retiro en leche las concentraciones de los residuos de TCBZ disminuyen e
incluso son indetectables aproximadamente a los 20 dias. EIl TCBZSO y TCBZS0O2 a un
tiempo de retiro aproximado de 20 dias se encuentran en la leche cruda de vacas a nivel
cuantificable minimo de 0.006 ug/mL y 0.015 ug/mL. Nuestros resultados son coherentes
con un estudio publicado en el afio 2013 por Power et al. (22), donde investigaron la
persistencia de los residuos de TCBZ en leche bovina y concluyeron que son necesarios
los largos periodos de retiro para que los residuos de TCBZ estén por debajo del LMR

vigente en ese entonces (10 ug/kg en leche).

En todas las muestras se encontré mayor concentracion del TCBZSO2 comparado con el
TCBZSO y TCBZ. La concentracion méxima del metabolito inactivo (TCBZSO02) en
leche a un tiempo de retiro de 20 dias fue 163.084 ug/Kg. Lo mencionado es congruente
con lo publicado en el afio 2013 por Power et al. (22), quienes concluyeron que el
TCBSO?2 es el residuo mas importante y de mayor concentracion en leche. Ademas,
encontraron 1710 ug/Kg de TCBZSO2 hasta 20 dias después del tratamiento con TCBZ
(22), esto ultimo difiere de nuestro resultado, ya que ellos trataron experimentalmente a
sus vacas a una dosis correcta y conocida, en cambio nosotros muestreamos de acuerdo
con la realidad ganadera de la zona donde los ganaderos usaron dosis a criterio personal

(“al 0j0”).

Los resultados de nuestro estudio indican que las concentraciones del TCBZSO y
TCBZS0O2 halladas en el primer centro de crianza de ganado (tiempo de retiro
aproximado de 20 dias) fueron superiores al LMR provisional expirado. A este tiempo de
retiro no se detectd el TCBZ debido a que su eliminacion es casi por completo a los 10

dias de la administracion, segun lo mencionado por la Agencia Espafiola de
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Medicamentos y Productos sanitarios (81). En cambio, en las muestras de leche del
segundo centro de crianza de ganado (cuyo tiempo de retiro fue de 7 dias) se hallé una
concentracion maxima de 382.079 ug/kg de TCBZ, este resultado guarda relacién con lo
publicado en el afio 2013 por Power et al. (22), quienes encontraron 244 ug/Kg de TCBZ
en leche hasta 5.5 dias post tratamiento. Se sugiere que el tiempo de retiro en leche sea
superior a los 20 dias, como lo indica la Agencia Europea de Medicamentos, lo cual no

esta en el envase primario del producto de los fabricantes de TCBZ.

No existen estudios aun demostrados sobre la resistencia parasitaria en humanos causada
por la ingesta de residuos de medicamentos veterinarios a través de la leche u otros
alimentos, pero si en antimicrobianos. En 2018, Okocha et al. (84) comentaron que la
presencia de residuos de antibidticos en los productos de la acuicultura puede causar
resistencia bacteriana en los consumidores. Asimismo, en 2020, Bamidele y Festus (85)
relacionaron el consumo involuntario de residuos de antibidticos en productos animales
con el desarrollo de bacterias resistentes en humanos. En el 2018, el servicio Nacional de
Salud Animal de Costa Rica indico que se debe respetar los periodos de retiro para que
estos no superen los limites permitidos y causen resistencia a los tratamientos contra
infecciones (86). En 2013, Salas et al. (47) opinaron que se debe controlar la presencia
de residuos de antibidticos en leche para evitar la aparicién de resistencia en el ser

humano.

Por lo expuesto, existe la posibilidad que los residuos de TCBZ puedan causar resistencia
en humanos por un consumo involuntario de leche o lacteos, incluso en carne, esto debido

a las prolongadas bajas dosis de exposicion del medicamento.

Hasta la fecha no existe un LMR vigente para el TCBZ y sus metabolitos en leche cruda.
En la norma vigente NTS N°120- MINSA/DIGESA V.01-2016 que establece los limites
maximos de residuos de medicamentos veterinarios en alimentos de consumo humano,
no contempla el LMR para los residuos de TCBZ (19). La Norma Técnica Peruana (NTP)
que establece los requisitos de la leche cruda y productos lacteos (NTP 202.001.2016)
indica que “la leche cruda deberd cumplir con los limites maximos permisibles de
contaminantes indicados en la legislacion nacional vigente, o en su defecto al Codex

Alimentarius” (75). En el Codex tampoco se establece el LMR para el TCBZ, entonces
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el encargado de definir el LMR para el TCBZ es SENASA (60, 61), ya que el tnico LMR
provisional establecido por la EMA expird el 1 de enero del afio 2014 (16). Esto es
alarmante ya que el TCBZ y sus metabolitos pueden ser detectados y cuantificados en la
leche y lacteos (1, 21, 24 y 23), como muestran los resultados de nuestro estudio. Ademas,
son fetotdxicos, estan involucrados en la farmacocinética de otros medicamentos y

pueden constituir un riesgo para la salud de las personas (37, 38, 39).

Por otra parte, en el Programa Nacional de Monitoreo de Contaminantes en Alimentos
agropecuarios primarios y piensos (2020), solo contempla en su plan de monitoreo a 10
ciudades de gran abasto, entre ellos la ciudad de Cajamarca (60), pero no incluye a los
proveedores de leche cruda alejados de la ciudad de Cajamarca o ubicados en caserios
donde las condiciones climaticas y hospederos de F. hepatica estan presentes y donde
usan el TCBZ para su tratamiento. La falta y/o poco control por parte de la autoridad
sanitaria competente se refleja en los resultados de nuestras encuestas, y explica también
la presencia del TCBZ y sus metabolitos (TCBZSOy TCBZS02) en las muestras de leche

cruda analizadas en el presente estudio.

VIIIl. LIMITACIONES DEL PROYECTO

En el desarrollo de la investigacion se presentaron las siguientes limitaciones:

- La poblacion exacta y real de centros de crianza de ganado (ganaderias)
en Cajamarca y establecimientos de venta de productos agroveterinarios
no se encuentran disponibles en la internet, quizds porque estos se
encuentran en zonas rurales y sin acceso a internet. Por eso, para el calculo
del tamafio de las encuestas se usé los datos disponibles en el directorio

de empresas de Paginas Amarillas (63, 65).

- No se analiz6 al ceto-TCBZ, ya que el estandar, que tuvo que ser
importado para el estudio vencio antes de iniciar la parte experimental del
estudio, debido a la pandemia del covid 19 con la consecuente cuarentena
prolongada y medidas restrictivas para los viajes no pudiéndose realizar lo

planificado antes de la fecha de expiracién del estandar.
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IX. CONCLUSIONES

Se podria explicar la presencia del TCBZ y sus metabolitos en la leche
ordefiada y asi, su transferencia a los humanos, debido a que todos los
ganaderos encuestados no sabian cual era el tiempo de retiro en leche. Esto

evidencia deficiencias de capacitacion por la autoridad sanitaria competente.

Se confirma la presencia de huevos de F. hepatica pese a que las vacas han
recibido tratamiento con TCBZ. Se concluye que el TCBZ en dosis Unicas y
“al 0j0” no fueron eficaces para el control y tratamiento en las vacas infectadas

con F. hepatica del estudio.

Se determind que el TCBZSO y TCBZSO2 a un tiempo de retiro aproximado
de 20 dias se encuentran en la leche cruda de vacas a nivel cuantificable
minimo de 0.006 ug/mL y 0.015 ug/mL, respectivamente; a este tiempo de

retiro no se detectd el TCBZ.

Se necesitan nuevos regimenes de control por parte de la autoridad sanitaria
competente, ya gque en el &ambito nacional no existe un tiempo de retiroy LMR
vigente para el TCBZ y sus metabolitos, que garanticen la inocuidad de los

lacteos.
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ANEXOS

ANEXO 1. ENCUESTA A LA PERSONA RESPONSABLE DEL CENTRO DE
CRIANZA GANADERO

1. ;Cuantas cabezas de ganado vacuno {vacas) tiene?

2. Laleche de sus vacas es destinada a la fabricacion de productos lacieos
a i h. Mo C. & VECEs

3. (Qué medicamenio veterinario le aplica o administira a sus vacas?

4. Usted consulta al veterinario para el uso de los medicamentios veierinarios
utilizado en sus animales

a of h. Mo C. A Veces
5. Utiliza usted medicamentos veterinarios para tratar enfermedades
parasitarias
a ni h. Mo C. A veces
6. ;5i utiliza medicamento veterinario para la parasitosis, mencione el méas
usado?
A pertiv de 1a pregunta 7 las respuestas sardm en base ol medicamento veterinario
pare la pavasitosis wmds wsado
7. ;Cada cuanio tiempo sus varas son tratadas con el medicamento

mencionado?

8. ;Cual es el tienpo de espera para poder ordefiar a sus vacas?

0. ;Coro dosifica el medicamento veterinario gue usa en sus vacas?

10. Considera usied un tiempo pruodenie desde la adminisiracion del
medicamentio y el tiempo de ordefio de sus vacas

11. ;De donde son adguiridos los medicamentos para sus vacas?

12, ;En qué epoca-mes-meses del afio se leda el iratamiento a sus vacas?
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ANEXO 2. ENCUESTA ANONIMA PARA LAS PERSONAS RESPONSABLES
DE LOS ESTABLECIMIENTOS DE VENTA DE PRODUCTOS
AGROVETERINARIOS.

Fecha:
1. Es usted el duefio del establecimienio de venta de productos
agroveierinarios.
a o b. Mo
2. ;Queé estudios tiene usted ?
a. Primario b. Secundaria . Técmico d. Universitario

3. Encaso usted tenga una profesion, ;Que profesion estudio?
4. ;Cual de los siguientes antiparasitarios de uso interno es el mas vendido

para vacas?

a. Albendazol b Triclabendazol c Ivermecting  d Otros (especifique)

5. Usted apoya a los ganaderos en la adminisiracion de los medicamentos,

JEn gué casos?
6. ;Cormo contacta a sus conpradores o clientes?
7. ;Dequé empresa o laboratorio adguiere los medicamentos?

8. ;Usted hare alguna recomendacion sohre la epoca-mes-meses  del
tratamiento de los animales?
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ANEXO 3. RESULTADOS DE LAS ENCUESTAS.

Tabla 13. Pregunta 4, ¢Usted consulta al veterinario para el uso de los medicamentos?

Respuesta Frecuencia %
Si 12 80.00
No 1 6.67
A veces 2 13.33
Total 15 100.00

Tabla 14. Pregunta 11, ¢ De donde son adquiridos los medicamentos* para sus vacas?

Respuesta Frecuencia %

Veterinarias 8 72.73
Otros 3 27.27
Total 11 100.00

*Nota: Las respuestas fueron en base al TCBZ.

Tabla 15. Pregunta 4, ;Cuél de los siguientes antiparasitarios de uso interno es el mas
vendido para vacas?

Respuesta  Frecuencia %
Albendazol 6 25.00
Triclabendazole 10 41.67
Ivermectina 7 29.17
tros 1 4.17
Total 24 100.00

Gréfico 1. Pregunta 8, ¢ Cudl es el tiempo de espera para poder ordefiar a sus vacas?

6-8
5 dias 9d0'3§/
9.09% X0 1.2 dias
36.36%
3-4 dias
18.18%
2-3 dias
27.27%
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Grafico2. Pregunta 2, ;Qué estudios tiene usted?

Universitario

20.0% Educacion

Secundaria
33.33%

Técnico
46.67%

Grafico 3. Pregunta 7, ;De qué empresa o laboratorio adquiere los medicamentos?

10

Q)& &' QC,J 4@}' X 46\
& & ¢ ¢ &

Tabla 16. Pregunta 12. ;En qué época-mes-meses del afio se le da el tratamiento a sus

vacas?

Respuesta %

Enero 5.26
Marzo 5.26
Junio 10.53
Julio 15.79
Octubre 5.26
Diciembre 26.32
Epoca de

lluvia 10.53
Otros 21.05
Total 100.00

Nota: La tabla es en base al TCBZ
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ANEXO 4. DATOS EMPLEADOS PARA CALCULAREL LIMITE DE

DETECCION (LD) Y EL LIMITE DE CUANTIFICACION (LC) DEL TCBZ,

TCBZSO Y TCBZSO2.

Tabla 17. Datos para calcular los limites de deteccion y de cuantificacion del TCBZ

n=18 X y X.y y? yIX Varianza
1 0.0639 93.1000 5.9491 8667.6100 1456.9640
2 0.0629 93.9000 5.9063 8817.2100 1492.8458 1044.4167
3 0.0629 95.7000 6.0195 9158.4900 1521.4626
1 0.1258 128.7000 16.1905 16563.6900  1023.0525
2 0.1258 131.2000 16.5050 17213.4400  1042.9253 102.9974
3 0.1258 129.5000 16.2911 16770.2500  1029.4118
1 0.2550 324.0000 82.6200 104976.0000 1270.5882
2 0.2550 322.8000 82.3140 104199.8400 1265.8824  28.1430
3 0.2550 325.5000 83.0025 105950.2500  1276.4706
1 0.5040 509.0000 256.5360  259081.0000  1009.9206
2 0.5040 508.0000 256.0320  258064.0000 1007.9365  3.9368
3 0.5040 507.0000 255.5280  257049.0000 1005.9524
1 1.0080 866.8000  873.7344  751342.2400  859.9206
2 1.0080 865.2000 872.1216  748571.0400  858.3333  74.4441
3 1.0080 851.0000 857.8080  724201.0000  844.2460
1 2.0160  1687.0000 3400.9920 2845969.0000 836.8056
2 2.0160  1688.0000 3403.0080 2849344.0000 837.3016 0.5741
3 2.0160  1690.0000 3407.0400 2856100.0000 838.2937
SUMA 119161 10816.4000 13897.5980 11942038.0600 19478.3134 1254.5121
a= 67.9958
p= 805.0013
S’xy= 1186.518
DS= 34.446
LD= 0.142
LC= 0.475
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Tabla 18. Datos para calcular los limites de deteccién y de cuantificacion del TCBZSO

n=18 X y X.y y? yIX Varianza
1 0.0639 78.51811 5.0173 6165.0936 1228.7654

2 0.0639 78.61543 5.0235 6180.3858 1230.2884 12.3953
3 0.0639 78.18633 4.9961 6113.1022 1223.5732

1 0.1275 119.57547 15.2459 14298.2930 937.8468

2 0.1275  119.40107  15.2236 14256.6155 936.4790  0.4990
3 0.1275  119.52728  15.2397 14286.7707 937.4689

1 0.2550  331.75046  84.5964 110058.3677  1300.9822

2 0.2550  332.46808  84.7794 110535.0242  1303.7964  1.9926
3 0.2550  332.15897  84.7005 110329.5814  1302.5842

1 0.5100  534.84937 272.7732  286063.8486  1048.7243

2 0.5100  535.10040 2729012  286332.4381  1049.2165 0.2229
3 0.5100  534.61902 272.6557  285817.4965  1048.2726

1 1.0200  931.20398 949.8281  867140.8524  912.9451

2 1.0200 932.16559 950.8089  868932.6872  913.8878  0.3872
3 1.0200  932.40234 951.0504  869374.1236  914.1199

1 2.0400 1804.25403 3680.6782 3255332.6048  884.4383

2 2.0400 1805.39258 3683.0009 3259442.3679  884.9964  0.2270
3 2.0400 1803.45874 3679.0558 3252463.4269  884.0484

SUMA 12.0492 11403.6473 15027.5748 13623123.0801 18942.4337 15.7239
o= 56.4434

p=  862.1042

S?xy=1507.9584

DS= 38.832

LD= 0.135

LC= 0.450
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Tabla 19. Datos para calcular los limites de deteccidn y de cuantificacion del

TCBZSO2

n=18 X y X.y y? yIX Varianza
1 0.0714 43.65358 3.1169 1905.6350 611.3947

2 0.0714 44.36514 3.1677 1968.2656 621.3605 47.4723
3 0.0714 43.42089 3.1003 1885.3737 608.1357

1 0.1425 68.93663 9.8235 4752.2590 483.7658

2 0.1425 69.62814 9.9220 4848.0779 488.6185 10.5145
3 0.1425 69.81332 9.9484 4873.8996 489.9180

1 0.2850 194.09700 55.3176 37673.6454  681.0421

2 0.2850 195.34013 55.6719 38157.7664  685.4040 4.9418
3 0.2850 194.50606 55.4342 37832.6074  682.4774

1 0.5700 294.16940 167.6766 86535.6359  516.0867

2 0.5700 294.26141 167.7290 86589.7774  516.2481  0.0251
3 0.5700 294.08087 167.6261 86483.5581  515.9314

1 1.1400 516.64368  588.9738  266920.6921  453.1962

2 1.1400 517.05286  589.4403  267343.6600 453.5551  0.2477
3 1.1400 517.76483  590.2519  268080.4192  454.1797

1 2.2800  1026.12598 2339.5672 1052934.5268 450.0553

2 2.2800  1026.25659 2339.8650 1053202.5885 450.1125 0.2310
3 2.2800  1028.08582 2344.0357 1056960.4533 450.9148

SUMA 13.4667 6438.2023  9500.6680 4358948.8414 9612.3965 63.4323
o= 30.5871

B= 437.1996

Sxy=  520.9580

DS= 22.825

LD= 0.174

LC= 0.579
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ANEXO 5. DATOS EMPLEADOS PARA CALCULAR EL PORCENTAJE DE

RECUPERACION DE LOS ESTANDARES EN LECHE.

Tabla 20. Datos usados para calcular el porcentaje de recuperacion de TCBZ, TCBZSO

y TCBSO2 en leche de tarro comercial enriquecida, n=2, tres inyecciones

Area de

Concentracion

Recuperacion DSR

Compuesto . encontrada DS
b pico (g/mL) (%) (%)
323.3
SPIKED
MEZCLA A TCBZSO02 g;gg
' 1.0 97.6 03 1.0
SPIKED 325.2
TCBZSO2  325.4
MEZCLA B 3047
542.7
SPIKED
MEZCLA A TCBZSO 221;.2
' 1.1 99.1 02 11
SPIKED 544.9
TCBZSO 544.3
MEZCLA B 445
SPIKED 413.2
MEZCLA A TCBZ igi
- 4112 1.0 98.3 03 13
MEZCLA B TCBZ 410.4
411.6
660.3
ESTANDAR TCBZSO2  659.4
659.1
1095.8
ESTANDAR TCBZSO  1095.0
1095.9
836.6
ESTANDAR TCBZ 837.3
837.6
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ANEXO 6. CONCENTRACIONES DE TCBZ, TCBZSO Y TCBZSO2 HALLADOS EN LAS MUESTRAS DE LECHE OBTENIDAS
EN LOS DOS CENTROS DE CRIANZA DE GANADO.

Tabla 21. Concentraciones residuales de TCBZ, TCBZSO y TCBZSO2 en muestras de leche del primer centro de crianza de ganado de

Cajamarca. El tratamiento con TCBZ fue aproximadamente 20 dias previos a la toma de muestra.

Concentracion encontrada Concentracion encontrada

Peso de Area (MAU*s) (ug/mL) (ug/Kg de leche)

Cddigo  muestra de
leche (9) cBzSO2 TCBZSO TCBZ TCBZSO2 TCBZSO TCBZ TCBZSO2 TCBZSO TCBZ

V1C1TO0 <LC <LC <LC
V1C1TO 5.09 <LC <LC <LC - - - - - -
V1C1TO <LC <LC <LC
V1C1T24 <LC <LC <LC
V1C1T24 5.10 <LC <LC <LC - - - - - -
V1C1T24 <LC <LC <LC
V2C1T0 38.4 8.3 <LC
V2C1TO 5.02 38.3 8.6 <LC 0.157* 0.023* - 125.487 23.618 -
V2C1T0 38.9 9.5 <LC
V2C1T24 24.5 <LC <LC
V2C1T24 5.22 24.5 <LC <LC 0.085* - - 72.302 - -
V2C1T24 13.3 <LC <LC
V3C1TO0 13.7 <LC <LC
V3C1TO 5.03 13 <LC <LC 0.055* - - 40.842 - -
V3C1TO0 13.5 <LC <LC
V3C1T24 5.6 <LC <LC
V3C1T24 5.05 5.9 <LC <LC 0.024* - - 51.704 - -
V3C1T24 6.2 <LC <LC
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VA4C1TO 17.9 <LC <LC

VACI1TO 5.11 18.3 <LC <LC 0.075* - - 48.178 - -
VAC1TO 19.4 <LC <LC
V4C1T24 3.9 <LC <LC
V4C1T24 5.02 4.3 <LC <LC 0.017* - - 17.423 - -
VAC1T24 45 <LC <LC
V5C1TO 4.2 2.3 <LC
V5CI1TO 5.07 4.1 25 <LC 0.016* 0.006* - 16.435 6.531 -
V5C1TO 3.7 2.5 <LC
V5C1T24 3.9 <LC <LC
V5C1T24 5.04 3.6 <LC <LC 0.015* - - 15.942 - -
V5C1T24 3.8 <LC <LC

Nota: * valor inferior al LC

Tabla 22. Concentraciones residuales de TCBZ, TCBZSO y TCBZS02 en muestras de leche del segundo centro de crianza de ganado de

Cajamarca. El tratamiento con TCBZ fue siete dias previos a la toma de muestras, excepto para la vaca con cddigo V5C2 el cual fue dos dias

previos.
Peso de < Concentracion encontrada Concentracion encontrada
Area (MAU*s
cédido muestra ( ) (ug/mL) (ug/Kg de leche)
9 de leche

() TCBZSO? TCBZSO TCBZ TCBZS0O2 TCBZSO TCBZ TCBZSO2 TCBZSO TCBZ
V1C2TO0 313.1 131.1 113.6
V1C2T0 5.19 3134 132 114 1.275 0.339* 0.285* 1325.97 352.840 296.387
V1C2TO0 313.4 131.3 111.7
\\ﬁgggj 5.08 ggi E;g ig? 0.379 0.330* 0.111* 393.744 342909 115.218
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V1C2T24 93.1 128.1 45.4
V2C2T0 303.8 187.9 89.8
V2C2T0 5.11 304.2 189.3 89.5 1.238 0486  0.226* 1287.321 505.820 234.803
V2C2T0 304.5 188.2 89.5
V2C2T24 213 64.9 44.6
V2C2T24  5.06 213.9 65.4 44.8 0.868 0.168* 0.112* 902.606  175.167 116.004
V2C2T24 212.9 65.5 43.4
V3C2T0 207.9 153.5 75.3
V3C2TO0 5.08 208.2 151 80.9 0.847 0.393* 0.196* 880.880  408.664 203.269
V3C2T0 208.3 152.3 76.5
V3C2T24 192.9 125.6 441
V3C2T24  5.17 192.8 125.9 44.1 0.785 0.325* 0.112* 816.549  337.542 116.091
V3C2T24 193.1 125.8 44.7
V4C2T0 282.7 2228 1464
VAC2TO 5.02 282.6 2229 1457 1.150 0.575 0.367* 1196.186 598.145 382.079
VAC2TO 282.6 2229 1453
VAC2T24 243.5 103.1  103.3
VAC2T24 514 243.2 102.7 103.8 0.991 0.265* 0.262* 1030.139 275.365 271.928
V4C2T24 243.5 102 104.2
V5C2TO0 508 4974 3423
V5C2T0 5.09 508.2 4924  330.6 2.070 1.268 0.846 2152.683 1318.854 879.464
V5C2TO0 509.7 484.4  333.9
V5C2T24 459 2318 110.2
V5C2T24 518 451.6 2319 109.1 1.839 0.599  0.275* 1911.160 623.016 285.817
V5C2T24 444.1 232.7 107.9

Nota: <LD: menor que el limite de deteccién, * valor inferior al LC
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ANEXO 7. RESULTADOS DE LOS CROMATOGRAMAS DE LA

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFOMANCE CON DETECTOR

DE ARREGLO DE DIODOS (HPLC-DAD).

Fig.10. Cromatograma de la muestra V1C1TO

Fig.11

. Cromatograma de la muestra V1C1T24
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Fig.12.

Cromatograma de la muestra V2C1T0
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Fig.13. Cromatograma de la muestra V2C1T24
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Fig.14. Cromatograma de la muestra V3C1TO
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Fig.15. Cromatograma de la muestra V3C1T24
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Fig.16. Cromatograma de la muestra V4C1TO
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Fig.17. Cromatograma de la muestra V4C1T24
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Fig.18. Cromatograma de la muestra V5C1TO
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Fig.19. Cromatograma de la muestra V5C1T24
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Fig.20. Cromatograma de la muestra V1C2TO
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Fig.21. Cromatograma de la muestra V1C2T24
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Fig.22

. Cromatograma de la muestra V2C2T0
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Cromatograma de la muestra V2C2T24
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Fig.24. Cromatograma de la muestra V3C2TO
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Fig.25. Cromatograma de la muestra V3C2T24
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Fig.26. Cromatograma de la muestra V4C2TO
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Fig.27. Cromatograma de la muestra V4C2T24
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Fig.28. Cromatograma de la muestra V5C2TO
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Fig.29. Cromatograma de la muestra V5C2T24
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ANEXO 8. CERTIFICADO DE ANALISIS DE LOS ESTANDARES DE TCBZ,

TCBZSO Y TCBZSO2.

RAKSHIT DRUGS PRIVATE LIMITED J
Office; QSIRT, D.No.: T 1621328, S H. NAGAR, HYDERABAD-S00 038, TS, INDIA.
Phooen: +91-40- 239 103AS/23705004, Fay+91.40.23812709

E-mall: ynles@rakahitdrugspviitd.com
PRODUCT: TRICLABENDAZOLE - EP =
BATCH No. : KK2009485 A
DISPATCH QUANTITY : 3500 Kg MFG. DATE : SEP' 2020
BATCH QUANTITY 13522 Kg EXP.DATE : AUG® 2025
DATE OF SAMPLING.: 25.09.2020 DATE OF ANALYSIS.: 29.09.2020
QC.Ref.No.: ARZKKP/274/0920 .
S.No. TESTS ~_SPECIFICATIONS RESULTS
01. | Appearance Whitc or almost white crystalline powder | AlmOM white
— X crystalline powder.
Practically insoluble in water, soluble in
02. | Sotubility Acetone, sparingly soluble in ethanol (96 Complies
R s
o Identification by IR. IR spectrum of samplo is concordant Complics
il with working standard spectrum. |
04. | Loss on drying at 105°C Maximum 0.5%w/w 0.40%
05 Sulfated ash Maximum 0.1%w/w 0.05%
| Related substance by HPLC =i
8) Impurity -A Not moce than 0.30 % | Not detecied
06. | b) Impurity -D Not more than 0.30 % 0.05%
¢) Unspecified Impuritics Not moce than 0,20 % 0.04%
d) Total Impurities Not moce than 1.0 % 0.13%
Chemical Assay by 99.0 % wiw to 101,0 % w/w (dred
07. Potents : batance) 99“%?/!
__R_a_uid.al solvents -
Methanol NMT 3000 ppm 288 ppin
08. | Acetone NMT 5000 ppm 8 ppm
Toulene NMT 890 ppm 16 ppm
Dimethy! formamide NMT 880 Not detected o
Remarks: The product complics as per the sbove specifications.
Prepared by:  [P<f Checked | Approveaby:
[ Date @ Date __: [ Date @
RAKSHIT STANDS FOR UALITY-

FACIORY: SY NO. 10/ B , GADDAPOTHARAM VILLAGE, JINNARAM MANDAL, SANGAREDDY
DISTRICT. T.S , INDIA. Ph: 91-08458-277026, Fax : 91-08458-277094
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SIGMA-ALDRICH'

3050 Spruce SYeet, Sant Lodis, MO 63103 USA
Emal USA. lechserviisiat com Outside USA: eurtechsensilsial.com

Certificate of Analysis

Product Name: TRICLABENDAZOLE SULFONE
VETRANAL™ analytical standard
Product Number: 35389
Batch Number: BCBZ8157
Brand: Sigma-Aldrich
CAS Number: 106791-37-1
Formula: C.H,CLN.OS
Formula Weight: 391.66
Expiration Date: NOV 2023
Quality Release Date: 04 DEC 2018
TEST SPECIFICATION RESULT
APPEARANCE (COLOR) WHITE TO OFF WHITE COLORLESS/WHITE
APPEARANCE (FORM) POWDER OR CRYSTALS CRYSTALS
PURITY (HPLC AREA %) 209.0% 089.3%
MELTING POINT 189-202C 200C
PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS
RESIDUAL SOLVENTS <10% 0.2% ACETONITRILE

vy sk

Dr. Claudia Geitner
Manager Quality Control
Buchs, Switzerand

Sigma-Aldrich warrants that at the time of the quality release or subsequent retest date this product confs to the inft d in this The current
specification shaet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquines, please contact Technical Service. Pi must ine the suitability of the product
for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.

Sigma-Aldrich Certificate of Analysis - Product 35389 Lot BCBZ8157 Page 10of 2
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SIGMA-ALDRICH"

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Expiration Date:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (HPLC AREA %)
MELTING POINT

PROTON NMR SPECTRUM
RESIDUAL SOLVENTS

TRICLABENDAZOLE SULFOXIDE
VETRANAL'™, analytical standard

35391
BCCBS5255
Sigma-Aldrich
100648-13-3
C,HCINOS
375.66

MAR 2024

02 MAY 2019

SPECIFICATION

WHITE TO OFF WHITE
POWDER OR CRYSTALS
=98.0%

185-201C

CONFORMS TO STRUCTURE
£15%

bl Co ity

Dr. Claudia Geitner

Manager Quality Conrol
Buchs, Switzerand

3050 Spruce Sveet, Sant Lous, MO E3103 USA
oucheanvu

Email USA. wecnservi@sial com Ousise LIEA

RESULT
WHITE
POWDER
99.9%

200C
CONFORMS
0.1% ETHANOL

alcom

Sigma-Aldrich warrants that at the time of the quality relesse or subsaquent retest dale this product conformed to the information contained in this pubkcation. The current

spacification sheat may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inguiries, please contact Ti Servica. Py the sustabiity of the product
for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional lerms and conditions of sale.
Sigma-Aldrich Certificate of Analysis - Product 35391 Lot BCCBS5255 Page 10of 2
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