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GLOSARIO

ACN : Acetonitrilo

CODEX : Codex Alimentarius (Conjunto de normas internacionales de inocuidad
alimentaria)

CL : Cromatografia Liquida

LC-MS/MS : Liquid chromatography—tandem mass spectrometry (cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem)
HPLC : High performance liquid chromatography (cromatografia liquida de alta resolucion
o alto rendimiento)
DIGESA : Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria
FAO : Food and Agriculture Organization (Organizacion de las Naciones Unidas para

la Alimentacion y la Agricultura)

LMR : Limite maximo de residuos
MINSA : Ministerio de Salud del Pera
NTS : Norma Técnica Sanitaria

SENASA  : Servicio Nacional de Sanidad Agraria
UE : Union Europea

OMS : Organizacion Mundial de la Salud



RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la frecuencia y cuantificar la
concentracion de residuos de antibioticos en leche cruda de vaca expendida en los mercados
de la provincia de Canchis, Cusco. Se recolectaron 120 muestras, 15 por cada distrito, las cuales
fueron analizadas mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS). La frecuencia de residuos se determin6 mediante estadistica descriptiva,
mientras que la normalidad de las concentraciones se evalué mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (p=0.2544), aplicandose posteriormente ANOVA y la prueba de Tukey
(0=0.05). Se detectaron residuos de ciprofloxacina en 5%, penicilina G en 4.17% vy
enrofloxacina en 1.67% de las muestras. No se detectaron oxitetraciclina ni clortetraciclina.
Las concentraciones promedio fueron 28.07, 3.21 y 14.69 pg/kg, respectivamente. Aunque
ciprofloxacina y enrofloxacina estuvieron dentro de los LMR, una muestra supero ligeramente

el LMR para penicilina G, evidenciando la necesidad de mantener un monitoreo continuo.

Palabras clave: Leche cruda, Residuos de antibidticos, LC-MS/MS, Seguridad alimentaria



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the frequency and quantify the concentration of
antibiotic residues in raw cow's milk sold in markets in the province of Canchis, Cusco. A
total of 120 samples were collected—15 from each district—and analyzed using liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Residue frequency was
determined using descriptive statistics, while the normality of concentrations was assessed
via the Kolmogorov-Smirnov test (p=0.2544), followed by ANOVA and the Tukey test
(0=0.05). Residues of ciprofloxacin, penicillin G, and enrofloxacin were detected in 5%,
4.17%, and 1.67% of the samples, respectively. Neither oxytetracycline nor
chlortetracycline was detected. Mean concentrations were 28.07, 3.21, and 14.69 ng/kg,
respectively. Although ciprofloxacin and enrofloxacin levels fell within Maximum
Residue Limits (MRLs), one sample slightly exceeded the MRL for penicillin G,

highlighting the need for continuous monitoring.

Keywords: Raw milk, Antibiotic residues, LC-MS/MS, Food safety



I. INTRODUCCION

La leche es uno de los alimentos mas importantes para la nutricién humana, debido a
su alto valor nutricional, aporta proteinas de alto valor bioldgico, lipidos, lactosa, vitaminas
(A, D, B2 y B12) y minerales esenciales como calcio, fosforo y potasio (Leite & Freitas, 2025).
Estos nutrientes son fundamentales para el crecimiento, la regeneracion celular, el
fortalecimiento dseo y la prevencion de enfermedades cronicas (Rossi et al., 2018).

Por otro lado, la leche de vaca debe cumplir estrictos estdndares de calidad e inocuidad
antes de su distribucion para su consumo (NTS, 2016). En la cadena productiva, desde el
momento del ordefio hasta el procesamiento de derivados lacteos, la leche esta expuesta a
riesgos de contaminacion fisica, bioldgica y quimica. Entre los riesgos quimicos destaca la
presencia de residuos farmacolodgicos, especialmente antibidticos, que pueden ingresar a la
leche como consecuencia indirecta del tratamiento veterinario de las infecciones bacterianas
comunes en el ganado lechero, tales como mastitis y metritis (Tomani¢ et al., 2025). Aunque
el uso terapéutico de antibidticos es necesario para garantizar la salud animal, su uso
inadecuado o excesivo y el incumplimiento de los periodos de retiro aumentan la probabilidad
de que los residuos o metabolitos secundarios permanezcan en la leche (Sachi et al., 2019).

La ingestion continua de leche con residuos de antibidticos genera riesgos para la salud
humana. Estas sustancias pueden desencadenar reacciones alérgicas e incluso choques
anafilacticos en individuos sensibles, causar alteraciones gastrointestinales y reproductivas, y
en algunos casos presentar potenciales efectos carcinogénicos. Ademas, la exposicion cronica
a concentraciones subterapéuticas de antibidticos a través de la dieta es un factor reconocido
en la seleccion y diseminacion de bacterias resistentes a antibioticos, contribuyendo asi al
problema global de resistencia antimicrobiana (Zhao et al., 2024). Por estas razones, el control
de residuos en productos lacteos es una prioridad de salud publica y seguridad alimentaria.

Para proteger a los consumidores, las normas regulatorias establecen limites méximos



de residuos (LMR) en leche para cada antibidtico: por ejemplo, los antibidticos betalactamicos
presentan un LMR de 4 pg/kg, mientras que las tetraciclinas y las fluoroquinolonas pueden
tener LMR de hasta 100 pg/kg (NTS, 2016). La vigilancia efectiva de estos limites requiere
métodos analiticos que sean sensibles y especificos para cada uno de los antibioticos.

En este contexto, la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (HPLC-MS/MS) se ha consolidado como una técnica analitica robusta y fiable. Su
fundamento se basa en la separacion cromatografica de los compuestos segun su afinidad por
la fase estacionaria y fase moévil, seguida por la deteccion especifica en la espectrometria de
masas en tandem, que identifica analitos mediante la fragmentacion de iones y el andlisis de
sus patrones de masa. Esta combinacion proporciona alta sensibilidad, especificidad y proceso
multiresidual, permitiendo la deteccion y cuantificacion simultdnea de multiples antibidticos
incluso a concentraciones muy bajas, lo que la hace adecuada para el control de calidad y la
vigilancia de residuos en productos lacteos (Jank et al., 2017; Gaugain-Juhel et al., 2009;
Zambrano et al., 2018; Odeny et al., 2024).

Los resultados de investigaciones que empleen HPLC-MS/MS para monitorear
residuos de antibidticos en leche cruda de vaca contribuirdan directamente a mejorar la
inocuidad alimentaria y al cumplimiento de la normativa vigente, reduciendo los riesgos
sanitarios asociados al consumo y apoyando las estrategias de gestion de la resistencia

antibiotica (NTS, 2016).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion lechera en la region altoandina del Peru constituye una actividad de gran
importancia econémica y social, debido a que representa una fuente significativa de ingresos
para las familias dedicadas a la ganaderia bovina. Sin embargo, la produccion y
comercializaciéon de leche también enfrentan importantes desafios relacionados con la
inocuidad alimentaria, especialmente por la presencia de residuos de antibidticos en la leche
destinada al consumo humano (Huaman, 2024; Villar et al., 2025). El uso terapéutico de
antibidticos en bovinos lecheros es fundamental para el tratamiento y control de enfermedades
bacterianas; no obstante, su administracion inadecuada, excesiva o el incumplimiento de los
periodos de retiro favorecen la presencia de residuos y metabolitos en la leche, generando
riesgos potenciales para la salud publica (De la Flor, 2024). Diversos estudios sefialan que
estos residuos pueden ocasionar reacciones alérgicas en individuos sensibles, afectar la calidad
de los productos lacteos y contribuir al desarrollo de resistencia antimicrobiana, considerada
actualmente uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial. En el Perq, los
antibiodticos mdas frecuentemente reportados en leche corresponden a penicilinas,
fluoroquinolonas y tetraciclinas, entre ellas la penicilina, enrofloxacina y oxitetraciclina
(Choque et al., 2020).

A pesar de la importancia sanitaria de este problema, en muchas zonas alto andinas del
Pert aun existe limitada informacion sobre la presencia y concentracion de residuos de
antibioticos en leche cruda comercializada en los diferentes mercados (Huaman Lloclla, 2024).
Asimismo, el deficiente conocimiento sobre el uso responsable de medicamentos veterinarios,
sumado a la limitada vigilancia y monitoreo en la cadena de produccion lactea, especialmente
en la provincia de Canchis, incrementa el riesgo de exposicion continua de los consumidores
a estos compuestos. Del mismo modo, son escasos los estudios locales que evaltian de manera

precisa y cuantitativa los residuos de antibidticos presentes en leche cruda mediante técnicas



analiticas especializadas como la cromatogratia LC-MS/MS en Tandem.

Frente a esta problematica, el presente estudio tiene como finalidad identificar y
cuantificar residuos de antibioticos en leche cruda comercializada en los mercados de la
provincia de Canchis mediante cromatografia LC-MS/MS en tdndem. Asimismo, busca
generar evidencia cientifica que fortalezca la vigilancia sanitaria y promueva el uso
responsable de antibidticos en la produccion lechera.

2.1. Formulacion del problema de investigacion

2.1.1. Problema general

0 (Cual es la frecuencia de los residuos de antibidticos y en qué
concentraciones se encuentran en la leche cruda de vaca expendida en los
mercados locales de la provincia de Canchis?

2.1.2. Problemas especificos

0 ;Cual es la frecuencia de los residuos de antibidticos presentes en la leche

cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis?

0 ;Cuales son las concentraciones de los residuos de antibidticos en leche cruda

de vaca expendida en los mercados de la provincia Canchis?



II1. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION
3.1. Objetivo general
Evaluar la frecuencia y cuantificar la concentracion de los residuos de antibidticos
en leche cruda de vaca expendida en los mercados locales de la provincia de
Canchis.
3.1.1. Objetivos especificos

> Determinar la frecuencia de los residuos de antibioticos en la leche cruda de vaca
expendida en los mercados de la provincia de Canchis.

> Cuantificar las concentraciones de los residuos de antibioticos detectados en leche
cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis.

3.2. Justificacion

Los antibidticos, se utilizan con frecuencia en la medicina veterinaria para tratar
infecciones bacterianas en ganado lechero. Sin embargo, un uso inadecuado de estos
medicamentos puede llevar a la presencia de residuos en la leche, mas ain cuando no son
controlados pueden tener repercusiones negativas para la salud humana y el medio ambiente
(Trombete et al., 2014). La presencia de residuos de antibioticos en productos de origen
animal, como la leche, queso y otros derivados tienen una gran relevancia en el ambito de la
seguridad alimentaria y la salud publica (Alenezi et al., 2024).

La deteccion de residuos en la leche es clave para proteger la salud publica y prevenir
la resistencia a los antibioticos. Este estudio busca asegurar que la leche comercializada en
Canchis cumpla con los limites maximos de residuos establecidos por entidades nacionales
como SENASA, DIGESA/MINSA y SENAPES, asi como por organismos internacionales
como el Codex Alimentarius y la FDA. Detectar estos residuos garantiza la calidad y
seguridad de los productos lacteos, reforzando la confianza del consumidor y mejorando la
competitividad de los productores locales. Los hallazgos de este estudio contribuiran al uso

adecuado y responsable de los antibidticos en ganaderias lecheras (NTS, 2016).



IV. FORMULACION DE LA HIPOTESIS
La leche cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis presenta
residuos de antibidticos, cuyas concentraciones en la mayoria de los casos, no exceden los

limites maximos de residuos establecidos por la normativa sanitaria vigente.



V. MARCO TEORICO
4.1. Antecedentes de la investigacion

4.1.1. Antecedentes internacionales

Leite & Freitas (2025) implementaron y validaron una metodologia analitica por
UHPLC-QTRAP-MS/MS para la determinacion simultanea de 88 antibioticos en muestras
reales de leche obtenidas en mercados locales (Supermercados). Este método demostrd una
alta selectividad y sensibilidad (precisos y fiables), con linealidades superiores a 0.95
mediante calibraciéon con matriz de referencia. Los valores del limite de decision (CCa)
oscilaron entre 1.3 y 239.4 pg/kg, mientras que los limites méaximos de deteccion y
cuantificacion fueron de 22.33 y 44.85 pg/kg, respectivamente. Los resultados pusieron de
manifiesto la presencia de macrolidos y sulfonamidas en muestras reales de leche provenientes
de mercados locales, aunque en concentraciones inferiores a los limites regulatorios
establecidos.

Rinky et al. (2025) evaluaron cinco antibidticos de uso veterinario en diversos tipos de
leche en Bangladesh mediante RP-HPLC, encontrando oxitetraciclina en el 100% de las
muestras y clortetraciclina, enrofloxacina, tetraciclina y doxiciclina estuvieron presentes en el
29.63, 22.22, 18.52 y 7.41%, respectivamente. Solo la oxitetraciclina se detecto tanto en leche
cruda como procesada, mientras que las leches UHT y saborizadas concentraron la mayoria
de los residuos multiples. En total, el 37.04% de las muestras superd los LMR y el 44.44%
estuvo cercano al limite, con la TC registrando la mayor concentracion media. Se identifico
una correlacion positiva moderada a fuerte entre tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina y
enrofloxacina, pero no para oxitetraciclina. Aunque no se evidenci6 un riesgo inmediato para
la salud, el estudio advierte que la exposicion continua podria ser preocupante.

Rame et al. (2025) cuantificaron las concentraciones y evaluaron los factores de riesgo

asociados a residuos de antibidticos en leche de granjas lecheras periurbanas de Katmandua



(Nepal). Este estudio fue de corte transversal en 140 granjas y utilizando cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) para el analisis de muestras de leche a granel. Los resultados
evidenciaron la presencia de ciprofloxacina en el 46% de las muestras y de enrofloxacina en
el 42%, ademas de que el 42% de las muestras positivas para ciprofloxacina superaron el
limite maximo de residuos. Asimismo, las granjas con mayor nimero de vacas lecheras y
terneros presentaron mayor probabilidad de contener residuos que excedian los LMR. Los
autores concluyeron que existen factores de riesgo modificables relacionados con el manejo
y uso de antibidticos en la industria lactea periurbana de Katmandu, por lo que recomendaron
fortalecer las medidas de gestion y uso responsable de antibioticos en el control sanitario, asi

reducir el riesgo en la salud publica asociado a los residuos de antibiodticos en leche.

Odeny et al. (2024) investigaron residuos de B-lactamicos, tetraciclinas y sulfonamidas
en leche cruda en Kenia mediante Charm TRIO® y LC-MS/MS. Entre los B- lactamicos, la
dicloxacilina fue la mas prevalente (9.3%), seguida de penicilina y cloxacilina (3.7% cada
una) y nafcilina (0.9%). En tetraciclinas, la demeclociclina y tigeciclina mostraron la mayor
frecuencia (10.3%), seguidas de oxitetraciclina (9.3%), clortetraciclina (7.5%) y doxiciclina
(3.7%), mientras que la Unica sulfonamida detectada fue sulfaquinoxalina (4%). ElI LC-
MS/MS confirmo todos los compuestos y revelod que las tetraciclinas superaron los LMR entre
3y 10.5% de los casos y los B-lactamicos entre 2 y 33.3%. Los resultados evidencian un uso
indebido de antibidticos y subrayan la necesidad de reforzar la regulacion para asegurar la
inocuidad de la leche.

Meklati et al. (2022) evaluaron residuos de antibiodticos en 445 muestras de leche cruda
en el centro-norte de Argelia mediante una prueba rapida y LC-MS/MS. De las 52 muestras
confirmadas por LC-MS/MS, el 90.4% presentd contaminacion y el 55.3% excedi6 los LMR,
predominando B-lactdmicos como cloxacilina (1231 pg/kg) y penicilina G (2062 pg/kg). Se

identificaron falsos positivos de tetraciclinas asociados a elevada acidez y variaciones en el



contenido graso de la leche. La deteccion adicional de flumequina y cefaclor resalta la

necesidad de fortalecer los controles para evitar riesgos toxicos.

Tasci et al. (2021) evaluaron residuos de antibidticos en calostro, leche cruda de vaca y
cabra, y leche UHT mediante LC-MS/MS, detectando contaminacion en el 55.38 % de las
muestras, principalmente por tetraciclina y sus derivados. Se observéd que el 28.57% de las
leches de cabra y el 8.82% de las de vaca excedieron los limites méximos de residuos. La
presencia significativa de contaminantes indica que algunos productores no cumplen
adecuadamente con las practicas veterinarias de uso de farmacos. Estos resultados resaltan la

necesidad de mejorar los controles y monitoreo para garantizar la inocuidad de la leche.

4.1.2. Antecedentes nacionales

Villar et al. (2025) compararon las pruebas SNAP DUO ST Plus y HPLC en 80 muestras
de leche cruda en Huancayo, detectando residuos en 37.5% con SNAP DUO y 52.5 % con
HPLC. Ambos métodos mostraron concordancia sustancial (Kappa = 0.734), con sensibilidad
y especificidad de SNAP DUO de 89.3% y 95.3%, frente al desempefio del HPLC considerado
100 %. En términos econdmicos, SNAP DUO (S/. 7.24) resulté més costoso que HPLC (S/.
20.27). Los autores recomiendan SNAP DUO para monitoreo rutinario y reservan HPLC para
confirmacion y fines de investigacion.

Llanos, (2002) determiné la presencia de residuos de antibidticos en leche fresca
comercializada en la ciudad de Cajamarca. Se analizaron 216 muestras recolectadas entre
diciembre de 1990 y febrero de 1991 en mercados, tiendas y fundos, utilizando métodos
cualitativos basados en el cultivo de Stearothermophilus y la prueba Delvotest, con analisis
realizados en los laboratorios Labrenor e Incalac (Bafios del Inca). Los resultados
evidenciaron positividad a residuos de antibioticos en 31 de 150 muestras de mercados
(20.67%) y en 14 de 66 muestras de tiendas y fundos (21.21%), alcanzando una positividad

promedio de 20.83%, lo que indica un alto nivel de contaminacion, asociado a la falta de
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control sanitario y al uso indiscriminado de antibidticos, constituyendo un riesgo para la salud
publica, especialmente en lactantes y nifios.

Guerrero et al. (2009) evaluaron la presencia de residuos de antibidticos B-lactdmicos y
tetraciclinas en leche cruda de vaca comercializada en mercados del distrito del Callao. El
analisis se realizo en 40 muestras recolectadas entre enero y marzo de 2009, empleando el
método presuntivo de IDEX Laboratories para la deteccion de antibidticos B-lactamicos y
tetraciclinas, el cual cumple con los limites de sensibilidad establecidos por la FDA. Los
resultados evidenciaron la presencia de residuos de antibidticos B-lactadmicos en 16 de 40
muestras analizadas, lo que representa el 40% del total, mientras que no se detectaron residuos
de tetraciclinas. Estos hallazgos sugieren la necesidad de fortalecer las politicas de legislacion,
regulacion y capacitacion, asi como el cumplimiento de la Norma Técnica Peruana NTP

202.001.2003.

4.1.3. Antecedente regional

Huaman, (2024) analiz6 96 muestras de leche cruda vendida en mercados de Cusco
utilizando el kit TriSensorKIT035, para detectar B-lactamicos, tetraciclinas y sulfonamidas.
Los resultados mostraron que el 85.4% de las muestras estuvo libre de residuos, mientras que
el 14.6% presento residuos. De estas, 7.3% contenian residuos de tetraciclinas y 7.3% residuos

de B-lactamicos, pero no se detectaron residuos de sulfonamidas.

4.2. Marco conceptual

4.2.1. Leche

La leche de vaca se define como el liquido producido por las vacas lecheras, compuesto
principalmente por agua, 4.8 % de lactosa, un 3% de proteina (de la cual el 80 % es caseina),
entre un 3% y un 4% de grasa y nutrientes esenciales como calcio, fosforo y diversas
vitaminas: A, D, Bi2 (Codex, 2024). Ademas, la leche es un recurso clave en la industria

alimentaria, utilizado tanto en su forma liquida como base para productos lacteos derivados
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como el queso, yogur y mantequilla. No obstante, la produccion intensiva de leche puede
llevar al uso de antibidticos en los animales para prevenir o tratar enfermedades, lo que genera
preocupacion por la presencia de residuos de estos medicamentos en la leche, lo cual podria
representar un riesgo para la salud publica si no se controla adecuadamente (Cortes-Herndndez

etal., 2021).

4.2.2. Caracteristicas y propiedades de la leche

La leche de vaca es rica en nutrientes esenciales, como proteinas, grasas, lactosa,
vitaminas (A, D, B2, B12) y minerales (calcio, fosforo). Su pH es ligeramente acido (6.6- 6.8)
y tiene una densidad de 1.028-1.035 g/L. Presenta un color blanco opaco y sabor suave. Es
fundamental para la salud y la produccion de lacteos. Debe estar libre de contaminantes, como
antibiodticos y pesticidas, para evitar riesgos a la salud humana. Ademas, debe cumplir con
parametros fisicoquimicos (pH, densidad y contenido de solidos) que confirmen su pureza.
Sus caracteristicas sensoriales, como color blanco homogéneo y sabor fresco, también son
indicadores de su calidad. La cantidad de s6lidos puede variar seglin la raza, alimentacion y

salud de la vaca (Codex, 2024).

4.2.3 Importancia de la leche en la alimentacion humana

La leche es considerada un alimento esencial en la nutricion humana al aportar proteinas
de alto valor biologico, calcio biodisponible, vitaminas y minerales clave para el desarrollo
0seo, crecimiento y mantenimiento de la salud; su inclusion en las guias alimentarias y normas
sanitarias de organismos como el Ministerio de Salud (MINSA) refuerza su papel en la
prevencion de deficiencias nutricionales y en el fortalecimiento de la seguridad nutricional de
la poblacion (Virto et al., 2022). En este contexto, la importancia de la leche en la alimentacion
de la poblacion peruana también se refleja en su nivel de consumo, que alcanza
aproximadamente 88,7 kg per capita al afio, lo que evidencia su relevancia dentro de la dieta

nacional (MIDAGRI, 2026). Asimismo, el Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego sefiala
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que la produccion peruana de leche fresca alcanza aproximadamente 2,2 millones de toneladas
anuales (MIDAGRI, 2026). Sin embargo, FAO utiliza en el Pera 120 kg/persona/afio como

nivel de consumo considerado deseable para el consumo (FAO, 2017).

4.2.4 Produccion y comercializacion de la leche a nivel nacional

En el Pert, la produccion y consumo de leche presenta un crecimiento sostenido que
refleja su relevancia econdomica y nutricional. Segin el MIDAGRI (2024), el consumo per
capita alcanza los 84 kg por persona al afio, mientras que la produccion nacional de leche fresca
de vacuno llegd a 2.19 millones de toneladas, con un crecimiento promedio anual del 2.3% en
la ultima década. Del total producido, el 48% es destinado a la gran industria para la
elaboracion de productos como leche evaporada, condensada y yogures; el 42% a la industria
artesanal para quesos y derivados, y el 10% restante al autoconsumo familiar (Norma Técnica
Sanitaria, 2016). Las principales regiones productoras Cajamarca, Lima, Arequipa, La Libertad
y Puno concentran el 63.9% del total nacional, consoliddndose como las principales cuencas
lecheras del pais. Se prevé que las medidas de impulso al sector incrementen la demanda en un
5%, fortaleciendo asi los ingresos de los productores y la seguridad alimentaria nacional
(Norma Técnica Sanitaria, 2016).

4.2.5. Residuos de antibidoticos

La contaminacion de la leche con antibiodticos representa una amenaza significativa para
la seguridad alimentaria y la salud publica (Leite & Freitas, 2025), ya que pueden causar
alergias, trastornos gastrointestinales, choques anafilacticos, dafio de la médula 6sea, cambios
carcinogénicos y mutagénicos, problemas reproductivos y generar resistencia antibiotica, lo
que dificulta el tratamiento de infecciones (Caneschi et al., 2023). Su impacto es mayor en
nifios y mujeres embarazadas, debido a su mayor riesgo bioldgico y a los posibles efectos sobre

el desarrollo y la salud materno-fetal. Entre sus causas epidemiologicas destacan el uso
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inadecuado de antibidticos en los animales, la falta de cumplimiento de los periodos de retiro,
la automedicacion veterinaria, el control sanitario insuficiente y la escasa vigilancia de residuos
en la cadena de produccion lactea (Arsene et al., 2022).

4.3. Antibiotico

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por microorganismos,
sintéticamente o semi sintéticamente, que inhiben el crecimiento o destruyen bacterias,

ayudando a combatir infecciones bacterianas en humanos, animales y plantas (Adams, 2003)

4.3.1. Clasificacion de los antibioticos

Los antibidticos se clasifican segiin su mecanismo de accion, espectro de accidon y
origen. Segiin su mecanismo, pueden inhibir la sintesis de la pared celular (B-lactamicos), la
sintesis de proteinas (tetraciclinas), la replicacion de acidos nucleicos (fluoroquinolonas) o
alterar la funcién de la membrana celular (polimixinas). Por su espectro de accion, se dividen
en amplio (tetraciclinas) o reducido (penicilina G). Segliin su origen, pueden ser naturales
(producidos por microorganismos), semisintéticos (modificados quimicamente) o sintéticos
(creados en laboratorio). Esta clasificacion ayuda a elegir el antibiotico adecuado para cada

infeccidn, optimizando la eficacia del tratamiento (Caneschi et al., 2023).

4.3.2. Farmacocinética

La farmacocinética se refiere a como el cuerpo del animal absorbe, distribuye,
metaboliza y elimina los medicamentos, determinando la presencia y concentracion de
residuos en la leche. La oxitetraciclina y la clortetraciclina son tetraciclinas, que se absorben
parcialmente en el tracto gastrointestinal, se distribuyen ampliamente, pero su
biodisponibilidad oral es limitada. La amoxicilina y penicilina semisintética, tiene buena
absorcion oral, siendo rapidamente distribuida y eliminada por via renal. Los antibidticos

fluoroquinolonas como ciprofloxacina y enrofloxacina tienen excelente biodisponibilidad
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oral, penetracion tisular, y se eliminan principalmente por la orina (Anika et al., 2019).

4.3.3. Farmacodinamia

La farmacodinamia se refiere al estudio de los efectos bioldgicos de los farmacos y su
mecanismo de accion en los organismos. En el caso de la oxitetraciclina y clortetraciclina,
ambos antibidticos de amplio espectro, actiian inhibiendo la sintesis proteica bacteriana al
unirse a la subunidad 30S ribosomal, lo que impide el crecimiento de la bacteria (Adams,
2003). La enrofloxacina y la ciprofloxacina, ambas fluoroquinolonas, inhiben el ADN girasa
bacteriana, lo que interfiere en la replicacion del ADN, siendo efectivas contra bacterias
gram negativas y algunas gram positivas. Penicilina y cefalosporina y otro antibiotico
betalactamico, interfiere con la sintesis de la pared celular bacteriana, debilitando la

estructura celular y provocando su destruccion (Anika et al., 2019).

4.3.4. Periodo de retiro y limites maximos de residuos
a) Tetraciclinas
La oxitetraciclina y la clortetraciclina son antibioticos del grupo de las tetraciclinas
cuyo uso en bovinos lecheros requiere un estricto control debido a su potencial de
generar residuos en la leche y provocar efectos adversos. Ambos presentan un
tiempo de retiro aproximado de 96 horas (4 dias) (Vercelli et al., 2023). También
pueden causar reacciones alérgicas, alteraciones gastrointestinales y afectar el
microbiota; ademds, estdn contraindicados en animales con hipersensibilidad a
tetraciclinas y en el caso de la clortetraciclina, su uso durante la prefiez puede
interferir con el desarrollo fetal. La clortetraciclina alcanza concentraciones de 2.55
ug/mL en leche entre 2 - 8 horas post-administracion y disminuye a 0.25 pg/mL a
las 48 horas, lo que evidencia su lenta eliminacion (Anika et al., 2019). Para ambos
farmacos, la normativa sanitaria establece un limite maximo de residuos (LMR) de

100 pg/kg, resaltando la importancia de respetar los tiempos de retiro para proteger
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la salud publica (NTS.,2016).

b) Fluoroquinolonas

4.4.

La enrofloxacina y la ciprofloxacina son fluoroquinolonas empleadas en bovinos
lecheros que comparten un tiempo de retiro en leche de 72 horas (3 dias), debido a
su potencial de dejar residuos que representan un riesgo para la salud publica
(Vercelli et al., 2023). Estan contraindicadas en animales jovenes por el riesgo de
dafio articular y en aquellos con hipersensibilidad a las fluoroquinolonas (Anika
et al., 2019). La normativa sanitaria fija para ambos un limite méximo de residuos
(LMR) de 100 pg/kg en leche, lo que subraya la necesidad de respetar los periodos
de retiro para garantizar la inocuidad de los productos lacteos (NTS, 2016).
p-lactamicos

El periodo de retiro de penicilina G es de 72 horas o 3 dias para leche (Vercelli et
al., 2023). sensibilizar a personas susceptibles, aumentando el riesgo de reacciones
alérgicas en tratamientos posteriores con este antibidtico. El limite méximo de
residuos en leche esté fijado generalmente en 4 pg/kg, lo que resalta la importancia

de un control riguroso para garantizar la inocuidad del producto lacteo (NTS, 2016).

Métodos de identificacion de residuos de antibioticos en leche

La deteccion de residuos de antibidticos en la leche es fundamental para garantizar la

seguridad alimentaria y la salud publica. Existen diversos métodos para identificar estos

residuos, que varian en sensibilidad, especificidad y costo. A continuacion, se describen

algunos de los métodos mas utilizados.

4.4.1.Métodos microbiologicos

a.

Método de las 5 placas

Este método utiliza cepas bacterianas sensibles para detectar residuos de antibidticos en

la leche. Consiste en inocular varias placas con diferentes cepas bacterianas y observar la
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inhibicién del crecimiento, lo que indica la presencia de antibidticos. Este método es conocido
por su bajo costo y facilidad de implementacion, ademas de permitir la deteccion simultanea

de varios antibacterianos (Tumini et al., 2019).

4.4.2. Métodos quimicos

a. Métodos de cromatografia

La cromatografia liquida y la cromatografia de gases son técnicas analiticas comunes
para la deteccion precisa de residuos de antibidticos. Estos métodos permiten separar los
componentes de la muestra y cuantificar los residuos presentes (Hurtado et al., 2022).

b. Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC-MS/MS)

Utiliza un sistema de columnas para separar los compuestos en la leche, seguido por un
detector que mide las concentraciones; la LC-MS/MS es una técnica analitica avanzada que
combina la separacion de compuestos mediante cromatografia liquida con la deteccion
sensible y especifica de estos mediante espectrometria de masas en tindem. Esta técnica es
particularmente util para la deteccion de residuos de antibidticos debido a su alta precision y
capacidad para detectar multiples compuestos a concentraciones extremadamente bajas
(Zambrano et al., (2018).

En el contexto de la deteccion de antibidticos betalactamicos en leche, la LC-MS/MS
ha demostrado ser superior a otras técnicas como los métodos microbioldgicos o los ensayos
de inmune afinidad. La principal ventaja radica en su capacidad para identificar y cuantificar
con precision los residuos en presencia de otros componentes de la leche, lo que minimiza los
falsos positivos y negativos (Gelb et al., 2022).

¢. Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento UHPLC

El equipo de UHPLC ofrece separaciones rapidas y altamente reproducibles mediante

una presion de hasta 1000-1500 bar y un control preciso del flujo y la temperatura (+0,1 °C).
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Integra multiples detectores (UV-Vis, DAD, ELSD, RID y fluorescencia), permitiendo el
analisis simultaneo de diversos analitos con alta precision. Su disefio modular, compatible con
normas GMP/GLP, optimiza el flujo de trabajo y garantiza analisis confiables en laboratorios
farmacéuticos, biotecnologicos y de investigacion (Hurtado et al., 2022).

4.4.3. Kits o pruebas rapidas

a. SNAP DUO y BetaStar Combo

Los kits de deteccion de residuos de antibidticos en leche permiten realizar pruebas
rapidas, con un tiempo de respuesta de aproximadamente seis minutos, y son capaces de
identificar multiples residuos, incluidos betalactdmicos y tetraciclinas. Aunque son faciles de
usar y no requieren equipamiento especializado, su precision es inferior a la de métodos
analiticos mas complejos, lo que puede limitar su efectividad en situaciones que exigen una
identificacion precisa de los residuos presentes (Rengifo, 2014).

b. Delvotest SP-NT

El Delvotest SP NT se utiliza para detectar residuos de sustancias antibacterianas,
principalmente antibioticos, en muestras de leche, con el fin de verificar su inocuidad y
cumplimiento de los estandares de calidad. Su principio se basa en la inhibicién del
crecimiento bacteriano en un medio de agar, evidenciada por la ausencia de cambio de color
tras la incubacion. Es una prueba automatizada, confiable y validada, que clasifica las
muestras como positivas o negativas segin la presencia de residuos de antibioticos (Hennart
& Faragher, 2012).

4.5. Fundamentos de equipo de HPLC
Actualmente, los avances en la instrumentacién y la tecnologia han permitido que la
cromatografia liquida sea de alta resolucion (HPLC). Esta técnica permite la separacion

fisica de los componentes de una mezcla mediante la interaccion selectiva entre los solutos,
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una fase estacionaria (material sélido contenido en la columna) y una fase movil (solvente
que fluye). El proceso automatizado de alta precision mejora la eficiencia de separacion y
reduce significativamente el tiempo de analisis. El principio de funcionamiento se
desarrolla en tres etapas: la inyeccion de la muestra, la separacion de los analitos dentro de
la columna y la deteccion, donde cada compuesto es identificado y cuantificado (Gelb et
al., 2022).

En el esquema se observa como la muestra inyectada es arrastrada por la fase movil
a través de la columna, interactuando con la fase estacionaria y generando distintas
velocidades de migracion; finalmente, los compuestos eluyen hacia el detector, el cual
transforma la sefal quimica en una respuesta electronica que se representa en el
cromatograma, donde cada pico corresponde a un componente especifico. La fase movil
se purga para evitar dafios en la bomba o la columna, la bomba impulsa el flujo con alta
precision, el inyector introduce el volumen exacto de muestra y el detector convierte las
sefiales en datos cuantificables que permiten interpretar la composicion de la mezcla
analizada (Zambrano et al., 2018).

Figura 1.

Fundamento del equipo HPLC. Tomando de Zambrano et al. (2018).
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4.6. Impacto en la salud publica

El uso inadecuado de antibidticos en la produccién animal genera residuos en carne,
leche y huevos, afectando la salud publica. El incumplimiento de los periodos de retiro
favorece la toxicidad antibiotica. Por ello, es esencial fortalecer la regulacion y control de
estos residuos para garantizar alimentos inocuos y seguros (Menkem et al., 2019).

El incumplimiento de los periodos de retiro y la falta de una regulacion sanitaria
eficiente en muchos paises en desarrollo. Se ha evidenciado que sustancias prohibidas como
el cloranfenicol, los nitrofuranos, las fluoroquinolonas y otros compuestos veterinarios pueden
persistir en la carne y la leche, generando riesgos toxicos, reacciones alérgicas y
contribuyendo al desarrollo de resistencia antibidtica. En el caso de la leche, considerada un
alimento esencial y de gran consumo, los residuos de antibioticos derivados del tratamiento
de enfermedades como la mastitis o del uso de estos farmacos como promotores del
crecimiento suelen originarse por practicas inadecuadas de ordefio, procesamiento o
dosificacion, afectando la calidad e inocuidad del producto final (Muluyie et al., 2024).

Qamar et al. (2023) demostraron altos niveles de tetraciclinas en muestras de leche,
confirmando su potencial impacto carcinogénico, mutagénico y en la alteracion del microbiota
intestinal. Asi mismo los residuos de antibidticos esta asociado con el desarrollo de cancer,
efectos reproductivos y hipersensibilidad Odeny et al., (2025). En conjunto, estos hallazgos
evidencian que la contaminacion de alimentos de origen animal por residuos antibioticos, no
solo esta comprometiendo la inocuidad alimentaria, sino también la sostenibilidad ambiental

y la salud humana en general.
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VI. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

6.1. Ubicacion geografica

La provincia de Canchis limita al norte con la provincia de Quispicanchis, al sur con el
departamento de Puno, al este con la provincia de Canas y al oeste con la provincia de
Acomayo. Canchis se encuentra aproximadamente a 3548 metros sobre el nivel del mar y a
una distancia de 118 km de la ciudad de Cusco (Google Earth, 2025). El estudio se realiz6 en
los mercados locales pertenecientes a los ocho distritos de la provincia de Canchis de la region
de Cusco: Pitumarca, Checacupe, Combapata, Tinta, San Pedro, San Pablo, Sicuani y
Marangani; los cuales se localizan en la via que corresponde a la ruta nacional de 3S

(longitudinal de la sierra sur).

Las 120 muestras de leche cruda fresca obtenidas se procesaron de inmediato en el
Laboratorio de Farmacologia de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, ubicado en la ciudad de Sicuani. Las

condiciones de temperatura en el laboratorio se mantuvieron controladas entre 16 °C y 20 °C.

6.2. Enfoque de investigacion

El estudio empled un enfoque cuantitativo. Esto permiti6 identificar las frecuencias y la
concentracion de los residuos de antibidticos segun los objetivos planteados.

6.3. Tipo de investigacion

El trabajo de investigacion observacional (sin la intervencion o manipulacion de las
variables del estudio) y de corte transversal, por que se evaludé en un momento especifico.

6.4. Poblacion y muestra

6.4.1. Poblacion
La poblacion de estudio incluyd todos los mercados de abasto y los puntos de venta de

leche cruda de vaca ubicados en los ocho distritos de la provincia de Canchis. En el distrito
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de Sicuani, se consideraron los 2 mercados: Mercado Central y el Mercado la Bombonera, y
otros puntos de venta dentro de la ciudad de Sicuani. En el distrito de Marangani se considerd
un mercado y otros puntos de venta. En los demas distritos (San Pablo, San Pedro, Tinta,
Combapata, Checacupe y Pitumarca), la leche no se expende en el mercado, razén por la cual
se han considerado otros puntos de venta.
Criterios de inclusion
e Muestras de leche cruda expendida en los mercados de abasto.
e Muestras de leche recolectadas en el volumen requerido.
Criterios de exclusion
e Muestras de leche pasteurizadas
e Muestras que interfieren deterioro al momento de traslado.
6.4.2. Muestra
El tamafio de la muestra se calcul6 tomando como referencia el trabajo de Brown et al.
(2020), quienes informaron de una baja frecuencia de residuos de antibidticos beta- lactamicos
del 7.4% (p = 0.074) en muestras de leche de vaca destinada al consumo humano. Para el
calculo, se considero un nivel de confianza del 95% y una precision del 4.7% (d = 0.046). Al
tratarse de una poblacion desconocida, se emple6 la formula para poblaciones infinitas.

n=2Z@)?*px*q

d2

n = (1.96)% x 0.074 * 0.926

(0.047)2

n=119.17
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Donde:
n = Tamafio de muestra
Z = Nivel de confianza 95% (1.96)
p = probabilidad de encontrar residuos de antibidtico 7.4% (0.074)
q = Probabilidad de no encontrar residuos 92.6% (0.926)
d = Precision asumida 4.7% (0.047)
Por lo que resultd en un total de 120 muestras de leche, considerando los mercados
de la provincia de Canchis.
6.5. Método de muestreo
Las 120 muestras fueron recolectadas entre los meses de septiembre y octubre del 2025,
en los dias de mayor concurrencia a los mercados y los puntos de venta. Se empled el método
de muestreo por conveniencia, considerando los ocho distritos de la provincia de Canchis. En
cada uno de los distritos se recolectaron 15 muestras de leche cruda (un volumen de 0.5 L).
Todas las muestras de leche fueron transportadas al laboratorio en recipientes herméticamente
cerrados, garantizando su inocuidad.
Variables dependientes: Presencia y Concentracion de residuos de antibidticos
(penicilina G, ciprofloxacina, enrofloxacina, oxitetraciclina y clortetraciclina).
Variables independientes: Origen geografico (Marangani, Sicuani, San Pablo, San

Pedro, Tinta, Combapata, Checacupe y Pitumarca).

6.6. Materiales y equipos

6.6.1. Materiales biologicos

Muestra de leche fresca de vaca
6.6.2. Materiales y equipos de laboratorio
a. Reactivos

Antibidticos (soluciones madre) de 1000 ppm.



Betalactamicos: penicilina G.

Tetraciclinas: oxitetraciclina y clortetraciclina.

Fluoroquinolonas: enrofloxacina y ciprofloxacina.

Ag (agua): LC-MS (AG 0062500).
Acetonitrilo: LC-MS (AC 03712500).
Isopropanol (IPA).

Acido formico al 98-100% (utilizar al 0.1%)).
Metanol: LC-MS.

Acido acético: Grado HPLC.

Solucion EDTA de sal de disodio.

b. Materiales de laboratorio

Fiola de 10 ml y 500 mL.
Viales vidrio de 1.5 mL

Vial de plastico de 1.8 mL

Micropipeta de 100-1000 pL
Micropipeta de 20-200 pL

Micropipeta de 1-20 pL

Matraz aforado.

Botella ambar de 15 mL.

Botella transparente de 6 mL.

Puntas para micropipetas de 10-200 pL
Jeringa de 5 mL

Filtro Econofltr PPTFE 25 mm x 0.2 pm
Gradilla

Papel toalla

23
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Tubos falcon
Espatula.
Probeta de 5 mL, 10 mL, 100 mL y 500 mL
Vaso de precipitado de 100 mL, 150 mL y 2000 mL
Sistema de filtrado (campana de recipiente 1 L, tapa retenedora de membrana,
membrana de nylon embudo con pinza).
Piceta de 100 mL
Columna C18 (2.7 pm).
¢. Equipos de laboratorio

Balanza analitica

Cabina de flujo laminar
Refrigeradora
Congeladora
Vortex
Centrifuga refrigerada
CL-MS-MS/ cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem.
Incubadora digital
Homogeneizador de cerdmica
Evaporador de nitrogeno
Balanza analitica de precision
Bomba de vacio

6.6.3. Materiales de escritorio

Laptop

Cuaderno de registro
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Camara digital
Papel bond A4
Impresora

Lapicero o lapiz

Metodologia

6.7.1. Preparacion de estandares

Para preparar los estandares de antibidticos, se realiz6 un lavado con Ag Agua: LC-
MS (AG0062500) en 5 fiolas de 10 mL y fueron esterilizados a 65°C para eliminar
microorganismos o impurezas.

Se pesé 10 mg de antibidtico s6lido en una balanza analitica para cada antibiotico
(penicilina G, ciprofloxacina, enrofloxacina, oxitetraciclina y clortetraciclina),
obteniéndose una concentracion de 1000 ppm (1 mg/mL).

Seguidamente se adiciono los solventes de acuerdo al tipo de antibiotico como agua
grado LC-MS o Metanol grado LC-MS hasta la mitad de la fiola y llevar al vortex
para su disolucion completa, una vez disuelta agregar el solvente hasta el menisco
de la fiola segiin corresponda a cada antibidtico respectivo.

Finalmente, los estandares obtenidos fueron rotulados y refrigerados en sus fiolas

correspondientes para su posterior uso.

6.7.2. Preparacion de fase movil

Se armo¢ el sistema de filtrado, colocando en la campana el recipiente de 1L, colocar
la tapa retenedora de membrana y membrana de Nylon, enseguida el embudo y la
pinza, luego se coloca la manguera de vacio y se filtra la cantidad requerida de fase
movil.

La fase movil tuvo dos etapas: a) agua grado LC-MS/MS y b) acetonitrilo grado

LC-MS/MS. La cantidad a filtrar es de 250 mL a 500 mL de cada reactivo
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dependiendo a la cantidad de muestra, luego se coloca a cada botella de fase movil

acido formico a una concentracion de 0.1%.

e Una vez agregadas la fase A (agua grado LC/MS) y la fase B (acetonitrilo), se
procedid a purgar el sistema desde el software, con el fin de eliminar posibles
burbujas en las fases moviles y asegurar asi un flujo continuo, estable y libre de
interferencias durante el analisis cromatografico.

6.7.3. Preparacion de soluciones
e Solucién 01: Se peso 3.72 g de solucion EDTA en una fiola de 100 mL, agregar
agua ultra pura hasta la mitad de la fiola y llevar al vortex por 10 minutos, una
vez disuelta agregar agua ultrapura hasta el menisco de la fiola. Esta solucion se
emple6 especificamente como agente quelante durante el proceso de extraccion,
cumpliendo la funcién de unirse a los iones metalicos presentes en la muestra y

evitando que interfieran en la eficiencia y precision del analisis.

e Soluciéon 02: Se mezclaron 2 mL de 4cido féormico con 98 mL de acetonitrilo
previamente congelado a -34°C (ACN congelado). Esta mezcla se utilizd6 como
fase de extraccion y homogenizacion de las muestras, facilitando la adecuada

separacion y deteccion de analitos.

e Solucion 03: Se prepar6 una mezcla de 90 mL de acetonitrilo con 10 mL de agua
ultrapura, utilizada en la etapa de filtracion final para arrastrar residuos en el

cartucho EMR.

e Solucion 04: Se colocaron 15 mL de agua ultrapura en una botella dmbar,

empleada en la fase de dilucion final antes del analisis instrumental.

e Solucion 05: Se mezclaron 7.5 mL de acetonitrilo con 7.5 mL de agua grado LC-

MS en una botella &mbar, solucion utilizada para reconstituir las muestras previo
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a la inyeccion en el sistema LC-MS/MS.

6.7.4. Dilucion de estandares

Para la preparacion de los estandares de penicilina G, enrofloxacina, ciprofloxacina,
clortetraciclina y oxitetraciclina se aplicé un procedimiento sistematico de dilucion, mediante
el cual se ajustaron las concentraciones hasta obtener una solucion final de 1 ppm. Esta
concentracion fue la adecuada para la elaboracion de la curva de calibracion, fundamental en
el andlisis de residuos de antibidticos mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), garantizando asi precision y confiabilidad

en la cuantificacion.

6.7.4.1. Preparacion de solucion madre de 1000 ppm

Utilizando una balanza analitica de alta precision se pesaron 10 mg de cada antibiotico
(Penicilina G, Enrofloxacina y Ciprofloxacina), los cuales fueron transferidos a sus
respectivas fiolas. A cada una se afiadi6 agua grado LC-MS hasta completar un volumen final
de 10 mL. En el caso de la Clortetraciclina y la Oxitetraciclina, se utilizd metanol como
disolvente. Finalmente, todas las soluciones fueron homogeneizadas en un vortex durante 5
minutos, asegurando asi su completa disolucion y estabilidad.

Concentracion inicial (C;) de penicilina G, Enrofloxacina, Ciprofloxacina,
Oxitetraciclina, Clortetraciclina.

Ci = 10mg  1mg * 1000 ppm
"TTomL mL

= 1000 ppm
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6.7.4.2. Primera dilucion: obtencion de solucion intermedia de 10 ppm

Para reducir la concentracion de 1000 ppm a 10 ppm, se aplico la formula general de

diluciones:
CixVi=0C2%V2
Donde:
e (C1=1000 ppm (concentracion inicial)
e (2= 10 ppm (concentracion deseada)
e V2=10 mL (volumen final deseado)
e Vi=(volumen a tomar de la soluciéon madre)

Volumen requerido de cada solucion estindar de Penicilina G, Enrofloxacina,
Ciprofloxacina, Oxitetraciclina y Clortetraciclina.
C1xVi=C2%V2

_ 10pp » 1000uL 10000 ppm/ulL _

V1
1000ppm 1000ppm

10 plL

6.7.4.3. Segunda dilucion: de 1 ppm, 10 ppm, 500 ppb y 50 ppb

Oxitetraciclina y clortetraciclina: Se prepar6 una solucion mixta denominada Mix 0
con una concentracion final de 10 ppm, compuesta por Penicilina G, Ciprofloxacina y
Enrofloxacina. Para ello, se tomaron 10 puL de cada estandar (30 pL en total) de la primera
dilucién de 10 ppm y se completd el volumen con 970 pL de la solucion 5 (agua grado LC-
MS vy acetonitrilo grado LC-MS) en un vial de vidrio (Tabla 3.1). Conjuntamente, se
prepararon soluciones individuales de oxitetraciclina y clortetraciclina a 10 ppm, extrayendo
10 puL de cada una de sus soluciones madre y completando con 990 pL de metanol grado

LC-MS en viales de vidrio. Posteriormente, a partir de estas soluciones, se elabor6 el Mix A
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con una concentracion de 1 ppm, conformado por Penicilina G, Ciprofloxacina y
Enrofloxacina. Para ello, se transfirieron 100 uL de Mix 0 (10 ppm) y se diluyeron con 900
uL de solucion 5 en un vial rotulado. Al mismo tiempo, se realizaron diluciones individuales
de Oxitetraciclina y Clortetraciclina, tomando 100 pL de cada estandar de 10 ppm y
completando con 900 uL de metanol grado LC-MS, obteniendo soluciones finales de 1 ppm.
Estas preparaciones se destinaron para la curva de calibracion analitica. Finalmente, a
partir de Mix A (1 ppm), se obtuvo el Mix B con una concentracién de 500 ppb, mezclando
500 pL de Mix A con 500 pL de solucion 5. Luego, se prepar6 el Mix C con una concentracion
de 50 ppb mediante la dilucion de 100 pL de Mix B en 900 pL del mismo disolvente. Todas
estas soluciones se acondicionaron en viales de vidrio y se utilizaron para la construccion de

la curva de calibracion en niveles trazados.

6.7.5. Curva de calibracion de penicilina G, enrofloxacina y ciprofloxacina

Para la calibracion de la curva correspondiente a los antibidticos penicilina G,
enrofloxacina y ciprofloxacina, se prepararon cinco puntos de concentracion: 10 ppb, 25 ppb,
50 ppb, 100 ppb y 150 ppb. Cada punto fue preparado en un volumen final de 800 uL,
utilizando una matriz blanca de leche cruda (libre de antibidticos), soluciones estdndar y agua
ultrapura. Para el nivel de 10 ppb, se prepard una solucion utilizando 16 pL de la mezcla
estandar Mix C (50 ppb), a la cual se afiadieron 500 pL de matriz blanca de leche cruda y 284
uL de agua ultrapura. Para los niveles de 25, 50, 100 y 150 ppb, se emplearon diluciones a
partir de Mix B (500 ppb), incorporando volimenes especificos de 4, 8, 16 y 24 uL,
respectivamente, junto con 500 puL. de matriz leche. El volumen final se completé con agua
ultrapura, ajustando 296 pL para 25 ppb, 292 uL para 50 ppb, 284 pL para 100 ppb y 276 uL.
para 150 ppb, garantizando asi la obtencion de soluciones exactas para la curva de calibracion

(Tabla 3.2).
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6.7.6. Fortificacion de matriz de leche para la curva de calibracion de

clortetraciclina y oxitetraciclina

Para la elaboracion de la curva de calibracion de los antibioticos Clortetraciclina y
Oxitetraciclina, se fortificaron muestras de matriz de leche con el estandar a una concentracion
de 1 ppm en distintos volimenes, simulando diferentes niveles de residuos. Se pesaron 2
gramos de leche cruda en seis tubos Falcon de 50 mL (tres destinados a clortetraciclina y tres
a oxitetraciclina), a los cuales se afnadieron volimenes progresivos de la solucion estandar
(100 pL, 200 puL y 300 pL, respectivamente). Finalmente, las muestras se dejaron en reposo
durante 20 minutos, asegurando la adecuada incorporacion de los antibidticos a la matriz.

6.7.7. Preparacion de la muestra control fortificada

Para la preparacion de la muestra blanca fortificada, se pes6 2 gramos de muestra de
leche cruda libre de antibidticos, la cual fue utilizada como matriz control. A esto se agregod
100 pL del Mix C (50 ppb), que contiene los antibidticos penicilina G, enrofloxacina y
ciprofloxacina, con el objetivo de verificar la recuperacion y exactitud del método analitico.
Esta fortificacion permitié obtener una muestra control con una concentracién conocida de
antibidtico, asegurando que el resultado refleje la cantidad anadida y sirva como punto de

validacion durante el andlisis de las muestras por LC-MS/MS.

6.7.8. Preparacion de muestra
e Se obtuvo una muestra de leche de 0.5 L expende de los diferentes mercados
de la provincia de Canchis, se rotuld y etiqueto la procedencia.
e Para la extraccion de muestra se pesé 2 g de leche en una balanza de precision.
e Se agregaron cuidadosamente 2 homogeneizadores cerdmicos asi mismo
agregar 2 mL de solucion EDTA y llevar al vortex por 2 minutos.
e Posteriormente se agregd a cada tubo 8 mL de solucion 2 (acido formico 2 ml

mas acetonitrilo 98 mL) una vez agregada se llevo al vortex por 5 minutos.
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A continuacion, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos y

posteriormente se colocaron en una gradilla.

6.7.9. Limpieza de muestra

Se prepar6 el equipo de filtrado al vacio Vac Elut, y se coloc6 una botella
transparente de 5 mL de capacidad para la recoleccion del filtrado, junto con
el cartucho de limpieza EMR-Lipid de Agilent (este cartucho se utilizé para
la remocion selectiva de lipidos y proteinas presentes en la matriz lactea,
obteniendo un matriz mas limpio para su posterior analisis).

Se agregaron 2.4 mL del extracto (contenido en la botella &mbar) al tubo de
limpieza EMR. A continuacion, se encendi6 la bomba de vacio para permitir
el filtrado hasta que cayera la tltima gota. Seguidamente, se afiadieron 0.6 mL
de la solucion 3 (acetonitrilo y agua grado LC-MS) al filtro, y se volvi6 a
activar el vacio.

Después de completar el proceso de filtrado, el extracto se mezclod

manualmente con el fin de asegurar una correcta homogeneizacion.

Luego, se transfirieron 0.5 mL del extracto final a un vial de vidrio
correctamente identificado (con fecha, lugar y tipo de muestra), al cual se
afiadieron 0.3 mL de la solucion 5 (agua ultrapura). Posteriormente, la mezcla
se agito en el vortex durante 1 minuto antes de su analisis en el equipo LC-

MS/MS.

6.7.10. Analisis de muestras

Para realizar el andlisis se programo en el software Masshunter Quantitative.
Una vez programado el software y calibrada la curva para los antibidticos y
verificado el resultado de la muestra control, los extractos obtenidos de la

muestra (capa organica) en los viales fueron colocados en una de las camaras
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del multisampler, siguiendo la ubicacion de los casilleros A1/1-9 (columna) o
Al/a-f (fila). Es importante mencionar que en la casilla Al se colocd un vial
blanco con acetonitrilo puro, con el fin de evitar contaminacion entre
muestras. Finalmente, se procedid a correr las muestras para su analisis,
destinando 17 minutos por cada vial.
6.7.11. Deteccion y analisis cualitativo y cuantitativo por HPLC — MS/MS
Los resultados del analisis cromatografico y la curva de calibracion obtenida durante
la cuantificacion de ciprofloxacina se muestran en los cromatogramas (Figura 2) se observa
un pico bien definido y simétrico con un tiempo de retencion aproximado de 5.2 minutos,
correspondiente al compuesto analizado, lo que indica una separacion adecuada y una
deteccion clara de la sustancia en la muestra. En la (Figura 3) se presenta la curva de
calibracion construida a partir de diferentes concentraciones del estandar, donde se aprecia
una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta del detector, con un coeficiente de
correlacion (R?) cercano a 1, lo que demuestra una excelente linealidad del método y la

confiabilidad de los resultados obtenidos para la cuantificacion del analito.

Figura 2.

Cromatogramas obtenidas para 150ppb con un tiempo de retencién de 5.222 minutos
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Figura 3.

Curva de calibracion de ciprofloxacina

Nota: Relaciona la concentraciéon del estdndar (eje X) con la respuesta del
detector (eje Y). Esta gréafica se usa para determinar la linealidad del método y cuantificar

la concentracion del compuesto en las muestras.

La Figura 4 y Figura 5 representan los cromatogramas obtenidos para la deteccion de
enrofloxacina mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS). En ambos se observa un pico intenso, definido y simétrico con un tiempo de retencioén
cercano a 5.95 minutos, lo que confirma la presencia del antibidtico en la muestra y
demuestra que el método analitico logré una separacion eficiente y una deteccion
especifica del compuesto. La ausencia de picos secundarios o interferencias sugiere una
alta pureza y selectividad del andlisis, mientras que la coincidencia de las transiciones
i6nicas monitoreadas valida la identificacion y cuantificacion precisa de la enrofloxacina

bajo las condiciones establecidas.
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Figura 4.

Cromatograma o pico de enrofloxacina a una concentracion de 150 ppb (picos)

Figura S.

Curva de calibracion de enrofloxacina, con un coeficiente de determinacién 0.99

Para la penicilina se observa un pico bien definido y simétrico con un tiempo de
retencion aproximado de 8.01 minutos, correspondiente al compuesto analizado, lo que indica
una separacion adecuada y una deteccion clara de la sustancia en la muestra. En la (figura 6)

se presenta la curva de calibracion construida a partir de diferentes concentraciones del
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estandar, donde se aprecia una relacion lineal entre la concentracion y la respuesta del
detector, con un coeficiente de correlacion (R?) cercano a 1, lo que demuestra una excelente
linealidad del método y la confiabilidad de los resultados obtenidos para la cuantificacion del

analito.
Figura 6.

Cromatograma de penicilina con un tiempo de retencion de 8.01 minutos

Figura 7.

Curva de calibracion de penicilina G, Esta grafica se usa para determinar la linealidad del método

y cuantificar la concentracion del compuesto en las muestras
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Figura 8.

Cromatograma de oxitetraciclina con un tiempo de retencion de 5.3 minutos y clortetraciclina de

5.6 minutos, respectivamente
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6.7.12. Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realizo utilizando el software estadistico R (version 4.4.1),
herramienta que permiti6 realizar tanto analisis descriptivos como inferenciales. Para el
primer objetivo, se aplicé la estadistica descriptiva, calculando las frecuencias absolutas y
relativas, segin los mercados para cada antibidtico.

Para el segundo objetivo, se realizd una prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov (p = 0.2544), teniendo en cuenta Unicamente los residuos que dieron positivo.
Dado que las concentraciones de los antibidticos cumplian con este supuesto, se optod por
la estadistica paramétrica: utilizando el analisis de varianza de un factor (ANOVA) y la
prueba de Tukey (a = 0.05) para comparar las concentraciones de los distintos residuos de
antibioticos detectados (ciprofloxacina, enrofloxacina y penicilina G). Ademas, de los
promedios se consideraron las medidas de dispersion como el error estandar, los valores
minimos y maximos de dichas concentraciones, para comparar con los limites maximos

de residuos.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Frecuencia de residuos de antibidticos en leche cruda de vaca
En la provincia de Canchis se observaron bajas frecuencias de residuos de
ciprofloxacina (5%), penicilina G (4.17%) y enrofloxacina (1.67%). No se detectaron

residuos positivos para oxitetraciclina y clortetraciclina en las muestras de leche analizadas

(Tabla 1; Figura 9).

En la ciudad de Sicuani (puntos de venta) los residuos positivos para los antibidticos
analizados (ciprofloxacina y penicilina G) fueron los més abundantes, con una frecuencia
relativa del 13.33% (2/15) para cada uno, seguidos de un caso positivo para enrofloxacina
6.67% (1/15). En Combapata, la frecuencia de residuos de ciprofloxacina, penicilina G y
enrofloxacina fue del 6.67% (1/15) para cada uno. En Marangani, la frecuencia de residuos
de ciprofloxacina y penicilina G fue del 6.67% (1/15) para cada uno (Figura 9). En
Pitumarca, se identificé un caso positivo de residuos de ciprofloxacina 6.67% (1/15), en
San Pedro un caso positivo de residuos de penicilina G 6.67% (1/15) y en San Pablo un

caso de residuos de ciprofloxacina 6.67% (1/15).
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Tabla 1

Frecuencia de residuos de antibidticos en la leche cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis

Ciprofloxacina Enrofloxacina Penicilina G Oxitetraciclina Clortetraciclina
Mercados  n FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%)
Pitumarca 15 1 6.67 0 0 0 0 0 0 0 0
Checacupe 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Combapata 15 1 6.67 1 6.67 1 6.67 0 0 0 0
Tinta 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
San Pedro 15 0 0 0 0 1 6.67 0 0 0 0
San Pablo 15 1 6.67 0 0 0 0 0 0 0 0
Sicuani 15 2 13.33 1 6.67 2 13.33 0 0 0 0
Marangani 15 1 6.67 0 0 1 6.67 0 0 0 0
Canchis 120 6 5 2 1.67 5 4.17 0 0 0 0

n: numero de muestras evaluadas. FA: frecuencia absoluta. FR: frecuencia relativa.
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Figura 9.

Frecuencia de residuos de antibioticos detectados mediante la técnica LC- MS/MS en la leche

cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la ciprofloxacina alcanzo6 una frecuencia del
13.33% en Sicuani y del 6.67% en cada uno de los mercados de Pitumarca, Combapata, San
Pablo y Marangani. Nuestro resultado es mucho menor al 46% reportado por Rame et al.
(2025), quienes analizaron residuos de antibioticos en la leche de granjas lecheras periurbanas
de Katmandi (Nepal), atribuyendo su presencia al uso frecuente e inadecuado de estos
antibioticos, al incumplimiento de los periodos de retiro y a la ausencia de programas de
vigilancia y control. Por otro lado, Leite y Freitas (2025) analizaron 88 antibioticos y
validaron el método UHPLC-MS/MS para determinar las clases de antibidticos con mayor
probabilidad de transferirse a la leche, que comprendian tetraciclinas, sulfonamidas,
diaminopirimidinas, macrolidos, fluoroquinolonas, anfenicoles, penicilinas, cefalosporinas,

sulfonas y otros antibidticos. Estos autores reportaron muy baja frecuencia de residuos de
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macroélidos y sulfonamidas en leche de vaca, con concentraciones dentro de los limites
permisibles segun el reglamento de la Unidén Europea, garantizando la seguridad alimentaria
y la salud publica. Asimismo, sefialaron como causas el uso de antibidticos como promotores

de crecimiento, el uso excesivo y el inadecuado cumplimiento del periodo de retiro.

Los residuos de enrofloxacina en Combapata y Sicuani presentaron una frecuencia
de 6.67%, inferior al 42% reportado por Rame et al. (2025). Por otro lado, Rinky et al. (2025)
reportaron un 22.22% de enrofloxacina en leche de vaca procesada y cruda en Dhaka,
Bangladesh, cifra superior a la encontrada en la presente investigacion. Esta diferencia
podria relacionarse con el incumplimiento del periodo de retiro y el uso de antibidticos como
promotores de crecimiento, causas sefialadas por Rinky et al. (2025). Asimismo, las buenas
practicas de manejo permiten obtener leche sin residuos, destacando la importancia del

control y vigilancia sanitaria.

Odeny et al. (2024) reportaron una frecuencia de 3.7%, indicando un mejor control
en la administracion de antibioticos y una aplicacion mas adecuada de las buenas practicas
pecuarias, lo cual concuerda con nuestro resultado de residuos de penicilina G. Estos autores
sefialaron que la presencia de residuos puede relacionarse con el uso excesivo de
antibidticos, la dosificacion incorrecta, el ordefio de vacas bajo tratamiento y la falta de
supervision veterinaria. Sin embargo, Guerrero et al. (2009) y Llanos (2002) reportaron altas
frecuencias de residuos de antibidticos B-lactdmicos en leche de vaca, asociadas a la
necesidad de fortalecer el control sanitario; Guerrero et al. (2009) sugirieron ademas
fortalecer las politicas de legislacion, regulacion y capacitacion sobre el uso de antibidticos

en la produccion lechera. Estos autores no identificaron sus respectivas concentraciones.

Guerrero et al. (2009), en el distrito del Callao, reportaron un nivel de sensibilidad

analitica de 3.0 ppb, valor que se encuentra dentro de los limites establecidos por la FDA,
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evidenciando un adecuado control de residuos antibioticos en la leche destinada al consumo
humano. En contraste, los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron frecuencias
de residuos de antibidticos, especialmente en Sicuani (13.33%) y en menor proporcion en
Combapata, San Pedro y Marangani (6.67% cada uno). Estas diferencias podrian atribuirse
a variaciones en el manejo sanitario y farmacologico del ganado lechero, asi como a la
ausencia de control sanitario sefialada por Llanos (2002). La presencia de residuos por
encima de los limites permitidos representa un riesgo para la salud publica. Por ello, es
necesario fortalecer el control, la regulacion, la capacitacion y el uso racional de antibioticos
en la produccién lechera de Canchis.

Nuestros hallazgos de ausencia de residuos de oxitetraciclina y clortetraciclina
coinciden con lo reportado por Guerrero et al. (2009). Esto podria explicarse por el uso
reducido de tetraciclinas en los hatos lecheros, el cumplimiento adecuado de los periodos de
retiro tras los tratamientos veterinarios y un mejor control sanitario en la produccion.
Asimismo, la menor incidencia de enfermedades bacterianas que requieren este grupo de
antibidticos y la vigilancia de residuos en leche podrian haber contribuido a no detectar estas

sustancias en las muestras analizadas.
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La Tabla 2 muestra a la ciprofloxacina con mayor concentracion promedio (28.07

ug/kg) y el valor maximo mas elevado (47.13 ug/kg). No obstante, todas las concentraciones

se mantuvieron por debajo del limite maximo de residuos (LMR = 100 pg/kg). La

enrofloxacina con menores concentraciones promedio (14.69 ug/kg), igualmente dentro del

LMR establecido. En cuanto a la penicilina G, se identificaron cinco muestras positivas, con

un promedio de 3.21 pg/kg, aunque su valor méximo (4.23 pg/kg) en una muestra supero6 al

LMR (4 pg/kg), lo que indica la necesidad de una mayor vigilancia. Ademas, los residuos

de ciprofloxacina y enrofloxacina presentaron valores variables en cada mercado (Figura

10).

Tabla 2

Comparacion de las concentraciones de los residuos de antibidticos en la leche cruda

de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis

Error Minimo  Méximo LMR*
Residuos de Numero de  Promedio  estdndar  (ug/kg) (ngkg) (ug/ke)
antibidticos positivos (ng/kg) (ng/kg) HEKE
Ciprofloxacina 6 28.07° 5.17 12.24 47.13 100
Enrofloxacina 2 14.69% 2.45 12.24 17.13 100
Penicilina G 5 3.21° 0.33 2.12 4.23 4

* LMR: limites méaximos de residuos de antibioticos, segiin la NTS (2016).
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Figura 10.

Concentraciones de residuos de antibidticos en muestras de leche de vaca expendida en los
mercados de la provincia de Canchis

La concentracion promedio de ciprofloxacina encontrada en el presente estudio (28.07
pg/kg) difiere de lo reportado por Leite y Freitas (2025), quienes describieron valores de
limite de decision (CCa) de 107 pg/kg. Esta diferencia podria deberse a distintas practicas
ganaderas, como el uso excesivo de antibioticos, su empleo como promotores de crecimiento
y el incumplimiento del periodo de retiro. En contraste, Rame et al. (2025) identificaron
factores de riesgo asociados a la superacion del LMR para ciprofloxacina mediante regresion
logistica (OR), relacionados con el uso frecuente e inadecuado de antibioticos, la ausencia de
programas de vigilancia y control y el incumplimiento de los periodos de retiro. Aunque
nuestros resultados evidencian niveles bajos que no representan incumplimiento del LMR,
estas diferencias indican posibles deficiencias en la vigilancia, la prescripcion responsable y
el manejo terapéutico. Asimismo, Odeny et al. (2024) sefialan como factores asociados el uso

excesivo, la dosificacion incorrecta, el ordefio de vacas bajo tratamiento y la falta de
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supervision veterinaria. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la presencia de
ciprofloxacina en leche estd relacionada con fallas en el control del tratamiento

antimicrobiano y en la fiscalizacion de los sistemas de produccion lechera.

La concentracion promedio de enrofloxacina obtenida en el presente estudio (14.69
ug/kg), con valores maximos de 17.13 pg/kg, también difiere de los reportados por Leite y
Freitas (2025), quienes observaron limites de decision (CCa) de 107.7 pg/kg. Esta diferencia
podria asociarse a distintas practicas terapéuticas, como el uso excesivo de antibidticos, su
empleo como promotores de crecimiento y el incumplimiento de los tiempos de retiro.
Asimismo, Rame et al. (2025) reportaron muestras que superaban los LMR, reflejando un
escenario mas critico que el observado en nuestro estudio, probablemente relacionado con el
uso frecuente e inadecuado de antibidticos, la ausencia de vigilancia y control y el
incumplimiento de los periodos de retiro. De manera similar, Rinky et al. (2025) detectaron
residuos de enrofloxacina de 116.38 pg/kg en leche de Bangladesh, con una proporcion
importante por encima de los LMR, situacion que puede relacionarse con el incumplimiento
del periodo de retiro y el uso de antibidticos como promotores de crecimiento. Estas
diferencias evidencian la influencia de las practicas de uso de antimicrobianos y del control

sanitario en la presencia de residuos.

La concentracion promedio de penicilina encontrada en el presente estudio (3.21
pg/kg) fue considerablemente inferior a los valores reportados por Meklati et al. (2022),
quienes detectaron concentraciones maximas de penicilina G de hasta 2062 png/kg,
evidenciando una contaminacién mds severa por [-lactamicos. Esta diferencia podria
relacionarse con dosificaciones inadecuadas, tratamientos preventivos, falta de control y el
incumplimiento del periodo de retiro senalados por dichos autores. Leite y Freitas (2025)
también registraron limites de decision de 4.9 ng/kg, superiores a la concentracion hallada en

este estudio, lo que podria explicarse por diferencias en la frecuencia de tratamiento de
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mastitis, el acceso a medicamentos y el uso excesivo de antibidticos o el incumplimiento del
periodo de retiro. La mayor presencia de trazas de penicilina G en muestras de leche de
Kiambu en comparacion con Nyandarua, reportada por Odeny et al. (2024), sugiere que la
distribucion de residuos no es homogénea y puede estar influenciada por la dosificacion
incorrecta, el ordefio de vacas bajo tratamiento y la falta de supervision veterinaria. En este
sentido, la menor concentracion de residuos de penicilina G en la leche expendida en Canchis
podria asociarse a un uso menos intensivo de -lactdmicos o a mejores practicas de retiro y

control sanitario.

En el presente estudio no se detectaron concentraciones de oxitetraciclina ni de
clortetraciclina, lo que coincide con Guerrero et al. (2009), quienes también reportaron
ausencia de tetraciclinas en leche cruda y sugirieron fortalecer la legislacion, regulacion y
capacitacion sobre el uso de antibidticos en la produccion lechera. Este hallazgo contrasta
con Odeny et al. (2024) y Rinky et al. (2025), quienes registraron presencia de oxitetraciclina
y clortetraciclina, con concentraciones maximas de 315.10 pg/kg y 188.91 pgkg,
respectivamente, superiores a los LMR, lo que evidencia mayor exposicion a tetraciclinas y
posibles incumplimientos de los periodos de retiro. Desde una perspectiva epidemioldgica,
estas diferencias pueden explicarse por variaciones en la carga de enfermedades bacterianas,
la disponibilidad y preferencia por determinados antibidticos, asi como por la dosificacion
inadecuada, tratamientos preventivos y deficiencias en el control y vigilancia descritas por
Meklati et al. (2022). Asimismo, Leite y Freitas (2025) demostraron que los métodos
analiticos sensibles permiten detectar concentraciones muy bajas de tetraciclinas,

contribuyendo a una mayor precision en el monitoreo de residuos.
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VIII. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

8.1 Conclusiones

v La leche cruda de vaca expendida en los mercados de la provincia de Canchis
presentd condiciones de inocuidad, ya que no se detectd residuos de
oxitetraciclina ni de clortetraciclina. Sin embargo, se identificaron trazas de
ciprofloxacina (5 %), penicilina G (4,17 %) y enrofloxacina (1,67 %), aunque en
bajas frecuencias. Asimismo, la leche comercializada en los mercados y puntos
de venta de los distritos de Checacupe y Tinta no presento residuos de ninguno

de los antibioticos evaluados.

v Las concentraciones de residuos (en promedio) de ciprofloxacina (28.07ug/kg),
enrofloxacina (14.69 pg/kg) y penicilina G (03.21 pg/kg) fueron bajas, por lo
que consideramos aceptables para consumo humano (trazas). Los valores
maximos de ciprofloxacina (47.13ug/kg) y de enrofloxacina (17.13 pg/kg) no
superaron el limite maximo de residuos (100 pg/kg). Sin embargo, en una
muestra de leche, el residuo de penicilina G (4.23 pg/kg) super6 ligeramente el

limite maximo permitido de 4 pg/kg seglin la normativa sanitaria vigente.

8.2 Recomendaciones

e Se recomienda fortalecer los programas de capacitacion dirigidos a los
productores de leche sobre el uso correcto de antibidticos y el cumplimiento

estricto de los periodos de retiro.

e Implementar un sistema de monitoreo periddico en los mercados locales
mediante metodologias estandar como LC-MS/MS. La vigilancia continua
facilitara la deteccion de trazas y reforzard el control sanitario en la cadena

lactea.

e Se recomienda implementar buenas précticas ganaderas y aplicar protocolos
veterinarios estandarizados en las unidades productivas para garantizar la

inocuidad de la leche fresca.
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X. ANEXOS

ANEXO 1: pruebas estadisticas

Figura 1.1 Concentraciones de residuos de antibiotico obtenidos mediante LCMS/MS

Figura 1.2 Prueba de normalidad de datos: concentracion de residuos de antibidticos.

Figura 1.3 Analisis de varianza: concentracion de residuos de antibidticos.
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Figura 1.4: Prueba de comparacion multiple Tukey: promedios con intervalos de

confianza.
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ANEXO 2: Normas sanitarias que establecen los limites maximos de residuos

Tabla 2.1

Limites maximos de residuos (LMR) de antibidticos en leche segun las entidades

reguladoras.

ANTIBIOTICOS DIGESA/MINSA CODEX UNION EUROPEA (UE)

Penicilina G 4 ng/kg
Enrofloxacina 100 pg/kg
Ciprofloxacina 100 pg/kg
Oxitetraciclina 100 pg/kg
Clortetraciclina 100 pg/kg

4 ng/kg
100 pg/kg
100 ng/kg
100 ng/kg
100 pg/kg

4 ng/kg

100 pg/kg
100 ng/kg
100 ng/kg
100 pg/kg

ANEXO 3: Cromatografia LC - MS/MS en muestras de leche

Tabla 3.1

Preparacion de soluciones estdndar por etapas de dilucion para la curva de
calibracion de antibioticos

Etapa de Antibiotico o Volumen Volumen Disolvente Concentracion
dilucién mezcla estandar disolvente utilizado final
(nL) (nL)
penicilina G 10
enrofloxacina 10 970 Solucién 5 10 ppm
Solucién ciprofloxacina 10
madre a 1
ppm
oxitetraciclina 10 990 Metanol 10 ppm
clortetraciclina 10 990 Metanol 10 ppm
Mix A 100 900 Solucion 5 1 ppm
10 ppma 1
ppm
oxitetraciclina 100 900 Metanol 1 ppm
clortetraciclina 100 900 Metanol 1 ppm
I ppma500 MixB 500 500 Solucion 5 500 ppb
ppb
500a50ppb Mix C 100 900 Solucioén 5 50 ppb
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Adaptado de (Merk, 2023). Nota. Las mezclas multicomponente (Mix A, B 'y C) se
emplearon para construir curvas de calibracion en niveles bajos de concentracion,
aplicables en analisis por LCMS/MS. Mix A (penicilina G, enrofloxacina, ciprofloxacina)
mix B (penicilina G, enrofloxacina, ciprofloxacina). mix C (penicilina G, enrofloxacina,

ciprofloxacina). solucién 5 (acetonitrilo + agua).

Tabla 3.2

Preparacion de los puntos de la curva de calibracion para penicilina G, enrofloxacina

y ciprofloxacina

Concentracion  Mix estindar Vol. Vol. de matriz  Vol. de agua Vol total (uL)
final utilizado estandar blanca (pL) ultrapura (uL)
(nL)

10 ppb Mix C (50 ppb) 16 500 284 800

25 ppb Mix B (500 4 500 296 800
ppb)

50 ppb Mix B (500 8 500 292 800
ppb)

100 ppb Mix B (500 16 500 284 800
ppb)

150 ppb Mix B (500 24 500 276 800
ppb)

Adaptado de (Merck, 2023).
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Figura 3.1 Muestras positivas de leche en Combapata y Sicuani: enrofloxacina.

Figura 3.2 Muestras positivas de leche en Pitumarca, Combapata, San Pablo, Sicuani y



Marangani: ciprofloxacina
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Figura 3.3

Muestras positivas de leche en Combapata, Sicuani y Marangani: penicilina G
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ANEXO 4: Recoleccion de muestras de leche en la provincia de Canchis

Figura 4.1 Muestreo de leche en Plaza Figura 4.3 Recoleccion de leche en el
de armas de Pitumarca. paradero de Combapata.
Figura 4.2 Recoleccion de leche en la Figura 4.4 Recoleccion de leche en la

plaza de armas de Checacupe. plaza de armas de Tinta.




Figura 4.5 Recoleccion de leche en el

mercado la bombonera de Sicuani.

Figura 4.6 Recoleccion de leche en el

paradero de Marangani.
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Figura 4.7 Recoleccion de leche en la

plaza de armas de San Pablo.

Figura 4.8 Recoleccion de leche en la

plaza de armas de San Pedro.
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ANEXO 5: Procesamiento de muestras en el Laboratorio de Farmacologia de
la escuela profesional de Medicina Veterinaria.

Figura 5.1 Pesado de leche cruda 2g.

Figura 5.2 Adicion de solucion EDTA més ceramica de homogeneizacion.



Figura 5.3 Homogeneizar por 2 minutos la muestra.

Figura 5.4 Adicion de solucion 2 (acetonitrilo helado 8 mL).

Figura 5.5 Homogenizacion de muestra por 5 minutos.
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Figura 5.6 Centrifugacion de muestra por 10 minutos.

Figura 5.7 Extraccion de la parte superficial de la muestra y adicion de la

solucion 3(ACN/H20).

Figura 5.8 Filtracion al vacio de la muestra procesada.
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Figura 5.9 Muestras de leche analizada en laboratorio.

Figura 5.10 Procesamiento de muestras en el equipo de HPLC-MS/MS en el

laboratorio de Farmacologia Veterinaria - UNSAAC.
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