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چکید ه 

امروزه استفاده از آنتی بیوتیک ها جهت مصارف پیشگیری، کنترل و درمان بیمارها در صنعت پرورش طیور غیرقابل اجتناب است و در این 
میان نیاز به روشی مدرن که در عین حساسیت و ویژگی بالا و کاربری راحت و سریع جهت کنترل مخاطرات استفاده روزافزون آنتی بیوتیک ها 
در مواد غذایی بسیار ارزشمند است ازاین رو در این مطالعه برای نخستین بار، بر اساس تلفیق اتوماتیک شده دو دستگاه کروماتوگرافی 
مایع و دستگاه طیف سنج جرمی، آنتی بیوتیک در مرغ سبز کشور مورد اندازه گیری و پایش قرار گرفت. در مرحله آماده سازی مقدار 
نمونه مورداستفاده در مقایسه با روش های کلاسیک کمتر و مراحل آماده سازی نیز کوتاه است. ترتیب مراحل، تعداد و استفاده از ترکیبات 
حلال های آلی و نمک های به صورت بهینه ای صرفه جویی شده است. به واسطه استفاده از استاندارد داخلی از نوع ایزوتوپ پایدار کنترل مراحل 
استخراج، تخلیص، تزریق و محاسبات خطاهای احتمالی همانند فرونشست یونی، خطای تزریق، اصلاح درصد بازیافت دارو و اصلاح زمان 
بارداری برطرف گردید و همچنین به واسطه امکان تزریق حجم های بالا، حساسیت روش بهبود یافت. با استفاده از دو دستگاه کروماتوگرافی 
مایع، یکی به عنوان تخلیص نمونه و دیگری برای جداسازی،  امتیازات ویژه ای فراهم می آورد طوری که هرکدام به  تنهایی فاقد این ویژگی  
هستند و ضمن خودکار بودن روش سبب کاهش زمان آنالیز، هزینه های آزمون و افزایش دقت آزمون در مقایسه به روش های کلاسیک 

گردید. روش پیشنهادی قابلیت جستجوی آنتی بیوتیک در مرغ سبز تولیدی را دارا است.

كلمات كلیدی: بافت مرغ، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، اسپکترومتری جرمی متوالی، آنتی بیوتیک، چند کلاسه، خودکارشده
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Today, the use of antibiotics for the prevention, control and treatment of poultry industry is unavoidable and on the 
other hand requiring a modern approach that providing high sensitivity and specificity, convenient and rapid method 
to detection antibiotics. Therefore, in this study, for the first time, a wide range of antibiotics used in poultry industry 
were studied and monitored based on liquid chromatography techniques. Therefore, two liquid chromatography-mass 
spectrometers were used to prepare the samples with acetic acid and acetonitrile and z-sep+ compounds and with internal 
standards of antibiotic groups of sulfonamides, quinolones and tetracycline and comprised the results with conventional 
common method. Because of using of polymeric interface, absorption a large number of antibiotics was possible, so a 
wide range of antibiotics could be measured without any setting back in static phase efficiency. At the preparation, the 
amount of sample used is lower than that of classical methods and the preparation steps get shorter. Steady isotope of 
internal standard caused controls in the extraction, purification, injection and calculations of possible errors such as ion 
subsidence, injection error, percent recovery of drug and retention time correction and also the possibility to inject high 
volumes and increase the sensitivity in this method was improved. Therefore, exploitation two liquid chromatography 
devices, one for sample preparation provides big advantages, which alone lacks this feature. Meanwhile, simultaneously 
automate method reduces analysis time, test costs and increases accuracy compared to classical method and the sample 
preparation gets very convenient and allows the ability to search for antibiotics in the produced green chicken.

Keyword: Chicken tissue, multiclass, multiresidue, Liquid chromatography, tandem mass spectrometry, automated 

مقدمه
 36 آمارها  برخی  طبق  و  جهان  پرمصرف  پروتئین  دومین  مرغ  گوشت 
درصد تأمین بار پروتئینی بر عهده صنعت طیور است )12(. ایالات متحده 
بزرگ ترین  از  ایران یکی  و  تولیدکننده است  امریکا در صدر کشورهای 
میلیون  دو  متوسط  تولید  با  خاورمیانه  در  طیور  گوشت  تولیدکنندگان 
صنعت  در  انگل ها  ضد  سایر  و  آنتی بیوتیک ها   .)14( است  سالانه  تن 
طیور جهت اهداف مختلفی از قبیل درمان، کنترل، پیشگیری )عمدتاً در 
مورداستفاده  رشد  محرک  و  روده(  نکروتیک  التهاب  و  کوکسیدیوزیس 
قرار می گیرد )13(. از سال 2006 استفاده از این ترکیبات جهت محرک 
رشد در کشورهای عضو اتحادیه اروپا ممنوع شده و از سال 2017 استفاده 
از آنتی بیوتیک ها در دام ها و یا خوراک دامی که نهایتاً به مصرف انسان 
می رسد محدود و دسته بندی شدند که با توجه به باقیمانده دارویی در بدن 
دام و طول دوره منع مصرف دستورالعمل های مختلفی به دام پزشکان و 

فعالان این حوزه توصیه شده است )12(. استفاده بی رویه از این ترکیبات 
سوء  اثرات   دام  خوراکی  بافت های  در  آن ها  های  متابولیت  حضور  و 
آنتی بیوتیکی،  مقاومت های  بروز  قبیل  از  مصرف کنندگان  سلامت  در 
حساسیت ها، تغییر فلور گوارشی، کم خونی، سمیت و سرطان زایی را به 
را  عمومی  بهداشت  که  است  مخاطراتی  از  یکی  امروزه  و  دارد  همراه 
داروهای جدید  و حضور  فنّاوری  پیشرفت  با  به تبع  می کند)10(.  تهدید 
در  داروها  این  از  وسیعی  طیف  و  است  گردیده  ایجاد  نو  مخاطراتی 
کنترل  به  نیاز  و  می گردد  استفاده  مرغ  پرورش  به خصوص  دام  صنعت 
دارند. برحسب مخاطرات تعدادی از این داروها، منع مصرف دارند )6( 
و بقیه آن ها با رعایت حداکثر مقدار مجاز در محصول نهایی، قابل استفاده 
به شماره 2377/90  اروپا  اتحادیه  این مقادیر در مصوبات  می باشند که 
برای محصولات دامی لیست شده است )7(. ویژگی این روش های کنترل 
 2002/657 شماره  دستورالعمل  در  که  دارد  شرایطی  دامی،  محصولات 

تکنیک نوین اندازه گیری گروه ها مختلف و ...
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این  بررسی  مختلفی جهت  روش های   .)5( است  ذکرشده  اروپا  اتحادیه 
ترکیبات مورداستفاده قرار می گیرد که شامل روش هایی بر اساس مهار 
رشد باکتری ها )FPT( )9,10,14,16( و روش های ایمنولوژیک مانند الایزا 
)ELISA( است که علی رغم راحتی و کم هزینه بودن، برای بررسی چند 
کلاسه از آنتی بیوتیک ها بسیار زمان بر می باشد و ویژگی کمی دارند )2, 
4, 16( از آنجایی که طیف این آنتی بیوتیک ها بسیار زیاد می باشند نیاز به 
هم زمان  به صورت  مختلف  گروه های  اندازه گیری  باقابلیت  آزمون هایی 
از  استفاده  علت  به  مایع  کروماتوگرافی  روش   )11  ,9  ,8  ,3 دارند)1, 
تکنیک های پیشرفته استخراج ، تغلیظ و شناسایی به واسطه شناساگرهای 
و  دقت  با  کم،  بسیار  مقادیر  که  طوری  هستند  کارآمد  بسیار  مختلف 

ویژگی بالا تفکیک و شناسایی می شوند )15(. 
اسپکترومتری جرمی )MS( به واسطه قابلیت جستجوی تعداد زیاد آنالیت 
تائیدی،  آزمون های  در  انگشتی  اثر  جستجوی  قابلیت  زمان،  واحد  در 
قابلیت تشخیص جامع آنالیت ها و حساسیت بالایی که دارد از دستگاه های 
است  گردیده  دارویی  باقیمانده های  در  آنتی بیوتیک ها  آزمون  معمول 
)17( از آنجایی که بافت نمونه های بیولوژیکی در اندازه گیری باقیمانده 
دارویی پیچیده است نیاز به انجام مراحل آماده سازی و تخلیص پرهزینه 

و زمان بری دارد.  
سریع،  نوین،  روشی  به  دستیابی  برای  بار  اولین  برای  مطالعه  این  در 
حساس، خودکار، با پوشش طیف وسیعی از آنتی بیوتیک ها، از دو دستگاه 

گردید  استفاده  تمام خودکار  به صورت  بالا  کارایی  با  مایع  کروماتوگرافی 
به  ها  آنالیت  انتقال  و  جداسازی  برای  دیگری  و  تخلیص  جهت   یکی 
 )Tandem mass spectrometry( متوالی  جرمی  اسپکترومتری  دستگاه 
استفاده شد )شکل 1(. به واسطه استفاده از دستگاه اسپکترومتری جرمی 
در  آن  اثرانگشتی  نقش  از  مطالعه،  این  در  شناساگر  به عنوان  متوالی 
شناسایی کیفی، از حساسیت بالای آن در شناسایی کمی و دستیابی به حد 
تشخیص پائین و همچنین از سرعت جاروب بالای آن در جستجوی تعداد 
بهره گرفته شد، طوری که ویژگی های مناسب  آنتی بیوتیک ها  از  زیادی 
آزمون های غربالگری و تائیدی مهیا شد تا طیف وسیعی از آنتی بیوتیک ها 
با صرف کمترین زمان و حجم حلال  تولیدی کشور،  بافت مرغ سبز  در 
استخراج، کاهش هزینه آماده سازی نمونه و با حساسیت بسیار مطلوب در 

یک مرحله کاری دستگاه، تشخیص و اندازه گیری شوند.

مواد و روش کار
مواد شیمیایی و استانداردها

اسپکترومتری  مناسب  خلوص  با  کروماتوگرافی  حلال های  و  مواد  تمام 
استانداردهای  و  استانداردها  شدند.  تهیه  آلمان  مِرک  شرکت  از  جرمی، 
خریداری  اچ پی سی  و  ال جی سی  آلدریج،  سیگما  شرکت های  از  داخلی 
شدند  تهیه  استونیتریل  در   100  μg/ml غلظت  به  آن ها  مادر  محلول  و 
محلول های استاندارد مادر در 20- درجه سانتی گراد نگهداری و تا شش 

جدول 1- تنظیمات دستگاهی، سرعت فاز متحرک، سرعت و زمان آماده سازی ستون جاذب آنلاین

 50،)Desolvation( 20 واحد، سرعت جریان تبخیر حلال )Curtain( یونیزاسیون از نوع الکترواسپری با ولتاژ الکترواسپری 5500 ولت در مد مثبت، سرعت جریان گاز محافظ صفحه

واحد بهینه سازی شد.

1-HPLC

9 تا 515-39 تا 05 تا 3حلال ↓/ زمان )دقیقه( ←

5%95%50%5%استونیتریل حاوی 5% اسید استیک

95%5%50%95%آب حاوی 5% اسید استیک

ml/min 0/40/10/4سرعت جریان

2-HPLC

13-315 تا 013 تا 3فاز متحرک↓ / زمان )دقیقه( ←

30%30%-90%30%استونیتریل حاوی mM1 اسید استیک

70%70%-10%70%آب حاوی mM1 اسید استیک

ml/min 0/4سرعت جریان

Switching valve

9 تا 515-39 تا 05 تا 3زمان )دقیقه(←

موقعیت الفموقعیت الفموقعیت بموقعیت الفموقعیت←

آماده سازی جاذبشستشو جاذبشویش جاذبورود  نمونهمراحل استخراج فاز ساکن←
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ماه قابل استفاده بودند و غلظت های کاری روزانه تهیه و به صورت زنجیره 
 HLB توسط آب رقیق شدند. ستون های آنلاین استخراج فاز ساکن از نوع
از  گردید. ستون کروماتوگرافی  آمریکا( خریداری  واترز، کشور  )شرکت 
نوع فنیل-هگزیل به ابعاد MN( 150×1/2 mm، کشور آلمان( خریداری و 
به کار گرفته شد. پودر z-sep+ )حاوی پودر اکسید زیرکونیوم و اکتادسیل 

سیلیس( از شرکت سیگما آلدریج خریداری شد.

دستگاه وری
دستگاه کروماتوگرافی با کارایی بالا مدل سری 200 )کمپانی پرکین المر، 
کروماتوگرافی  دستگاه  خودکار،  تزریق  سیستم  به  مجهز  آمریکا(  کشور 
دستگاه  آمریکا(،  کشور  پرکین المر،  )کمپانی  فلکسار  مدل  بالا  کارایی  با 
سایکس،  )ای بی   3200 ای پی آی  مدل  متوالی  جرمی  اسپکترومتری 
حلال  حرکت  مسیر  تغییردهنده  دستگاه  یک  همراه  به  آمریکا(  کشور 
کروماتوگرافی در این مطالعه به کار گرفته شد و مطابق طرح کلی نشان 
داده شده در )شکل 1( جانمایی شد و توسط نرم افزار آنالیست ویرایش 
1/6/2، تمام مراحل کار کنترل گردید فاز متحرک، حلال انتقال نمونه، سرعت 
جریان، زمان و سایر تنظیمات دستگاهی در )جدول 1( نشان داده شده 
به  آمریکا(  کشور  )لبِ نت،   100 وی ایکس  مدل  ورتکس  دستگاه  است. 
کار گرفته شد. همچنین از ترازو مدل mg 0/1 )ساتریوس، کشور آلمان( 
در توزین نمونه و ترازو مدل mg 0/01 )ساتریوس، کشور آلمان( در تهیه 
آلمان(  کشور  )ساتریوس،   0/1  mg مدل  ترازو  و  مرجع  استانداردهای 
 16KC-2 مدل های  از  سانتریفیوژ  برای  شد.  استفاده  معرف ها  تهیه  در 
)سیگما، کشور آلمان( استفاده گردید. از دستگاه دیونایزر با قابلیت های 
فازمعکوس اسمزی و رزین های تبادل یونی و تابش نور ماورا بنفش مدل 
)اس جی، کشور آلمان( استفاده گردید. از دستگاه آسیاب مدل جی ام 300 
)Restsch، کشور آلمان( برای آماده سازی و همگن سازی نمونه های واقعی 

استفاده گردید.

آماده سازی نمونه 
0/5 گرم از نمونه بافت همگن مرغ در میکرو تیوب 1/5 میلی لیتری توزین 

شد μl 25 مخلوط استاندارد داخلی )μg/ml 1( جهت ارزیابی عملکرد و 
تصحیح خطاهای احتمالی اضافه شد و 30 دقیقه در این حالت رها گردید. 
در ادامه μl 250 محلول آبی حاوی mM 10 از EDTA و اسید استیک 0/5 
درصد اضافه و ورتکس گردید و μl 250 محلول استونیتریل حاوی اسید 
استیک 0/5 درصد اضافه و ورتکس گردید. محتویات لوله به مدت 10 
دقیقه در g 18000 سانتریفیوژ گردید و فاز رویی به لوله دیگری حاوی 
mg 100 از z-sep+ )به منظور حذف چربی ها و ماکرو مولکول ها( منتقل 
و ورتکس گردید. محتویات لوله طبق شرایط فوق سانتریفیوژ و محلول 

حاصل، یک به یک با آب رقیق و به ویال مخصوص دستگاه منتقل شد.

نتایج و بحث
اشاره  شده  آن  به  نیز   )1 )جدول  در  که  تنظیمات دستگاهی همان طور 
-HPLC( تنظیم و بهینه سازی شده است. مدت زمان انتقال نمونه توسط
1( به روی جاذب 3 دقیقه انتخاب گردید در این مرحله از قرار گرفتن 
حصول  و  دارو  حذف  عدم  از  اطمینان  آنالیز،  زمان  جاذب،  روی  دارو 
اطمینان از خروج مزاحمت ها مدنظر قرار گرفت و با اتصال مستقیم بعد 
این زمان  از عدم خروج دارو در طول  از جاذب به شمارش گر جرمی، 
اطمینان حاصل شد. با تغییر جهت مسیر حرکت )HPLC-2(، فاز متحرک 
از روی جاذب عبور می نماید و 30 درصد از فاز آلی برای شروع شویش 
و واجذب و انتقال به ستون کروماتوگرافی انتخاب گردید در این مرحله 
از شویش داروها از روی جاذب، در مدت زمان دو دقیقه واجذب گردید 
و دوباره مسیر حلال ها به حالت اولیه برگردانده می شود و جاذب با 95 
درصد استونیتریل در مدت 4 دقیقه شسته شده )HPLC-1( و عاری از 
سابقه تزریق قبلی می گردد و بعدازآن جاذب باحالت آغازین بر می گردد 
 )2-HPLC( دیگر  دستگاه  فاصله،  این  در  گردد  بعدی  تزریق  آماده  تا 
می نماید  منتقل  کروماتوگرافی  ستون  روی  به  جاذب  روی  از  را  داروها 
به دستگاه  قطبیت  تفکیک  به  را  داروها  نسبت حلال ها،  در  تغییر  با  و 
اسپکترومتری جرمی منتقل می نماید تمام این زمان ها و سرعت جریان ها 
بهینه سازی شده است که کروماتوگرام های آن ها برای دسته سولفانامیدها 
نشان   5 شکل  در  تتراسایکلین ها   ،3 شکل  در  کوئینولون ها   ،2 شکل  در 

جدول 2- مقایسه روش پیشنهادی با روش کلاسیک

روش پیشنهادیروش کلاسیک

50/5توزین )گرم(

)ml( 730/25حجم حلال آلی استخراج

)gr( 200/1مقدار پودر شیمیایی

1001ستون SPE به ازای هر 100 نمونه )عدد(

نیاز نداردنیاز داردنیاز به تبخیر حلال

30/5زمان آماده سازی نمونه به ازای 6 نمونه )ساعت(
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جدول 3 - پارامترهای دستگاهی

زمان بازداریعلامت اختصاریآنالیتردیف 
یون غربالگریپتانسیل Vیون مادر

Q1DP/EPQ3Quan

1OxytetracyclineOTC5.24616.5/36426

2TetracyclineTET5.54455/36410

3ChlortetracyclineCTC6.54796.5/41462

4DoxycyclineDOX6.94455/36410

5SulfanilamideSNL4.51739/26156

6SulfadiazineSDZ4.72515/36156

7SulfathiazoleSTZ4.92565/36156

8SulfamethazineSMZ5.72794.5/41186

9SulfameterSME5.82814/36156

10TrimethoprimTRI6.52913.5/56230

11SulfachloropyridazineSCP6.72854/31156

12SulfadoxineSDX6.93114/41156

13SulfamethoxazoleSMX7.32545/36156

14SulfamerazineSMR7.52644.5/66156

15SulfamethizoleSMTZ7.52715/36156

16SulfisoxazoleSIX7.52685/36156

17SulfabenzamideSBZ8.12777.5/31156

18SulfaquinoxalineSQX8.53013/46208

19SulfadimethoxineSDM8.53114/41156

20SulfanitranSNT9.83366/41156

21Desethylene ciprofloxacinDCIP5.23063.5/36268

22CiprofloxacinCIP5.43323.5/41245

23EnrofloxacineENR5.63605/41316

24MarbofloxacinMER5.03634.5/70345

25DifloxacinDIF6.24004.5/50382

26Oxolinic acidOXO8.42624.5/53244

27FlumequineFLU9.42624.5/44244

1-IS)Demeclocycline )ISDMC6.14656/36448

2-IS)IS( 13C6-Sulfathiazole13C6-STZ4.92625/36162

3-IS)IS( Sulfamethazine-d6SMZ-D65.62854.5/36162

4-IS)IS( Ciprofloxacin D8CIP-D85.43405/41322
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ادامه جدول 3 - پارامترهای دستگاهی

V یون تائیدیانرژیV انرژی
منحنی کالیبراسیون

LODLOQضریب همبستگی

CEQ3Qual1CER2ng/grng/gr

21443190.032 - x 0.560 = y0.99762.57.5

21154350.075 - x 1.620 = y0.99871.54.5

27444230.007 - x 0.148 = y0.99453.510.5

21154350.034 - x 0.534 = y0.9987412.0

1192250.022 - x 0.440 = y0.99533.510.0

3592170.019 - x 0.431 = y0.997139.0

2992410.096 - x 2.000 = y0.99891.55.0

2192430.334 – x 3.120 = y0.99601.03.0

21108360.051 – x 2.200 = y0.99881.13.5

23123370.340 – x 3.940 = y0.99782.06.0

1992410.136 - x 2.540 = y0.99911.03.0

2392500.282 - x 4.920 = y0.99501.03.0

19108350.123 - x 3.220 = y0.99881.13.3

2592410.009 - x 0.119 = y0.99062.57.5

1792370.007 - x 0.150 = y0.99513.210.0

1792390.222 - x 3.800 = y0.99481.23.6

1792390.130 - x 3.130 = y0.99841.23.6

17146170.012 - x 0.109 = y0.99662.47.2

2392500.252 - x 4.850 = y0.99701.03.0

17198190.035 - x 1.290 = y0.99872.16.5

41288190.041 - x 1.471 = y0.99892.06.0

25314210.047 - x 1.560 = y0.99851.54.5

21342210.038 - x 1.482 = y0.99971.54.5

30320220.017 - x 0.324 = y0.99872.68.0

30356280.039 - x 1.450 = y0.99911.96.0

25216400.141 - x 3.410 = y0.99941.13.3

25202450.135 - x 3.340 = y0.99921.13.3

21

17

21

21
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با  پلیمری  مطالعه  این  در  رفته  کار  به    )HLB( جاذب  است.  داده شده 
گروه های عاملی آب دوست و آب گریز در طول مسیر به ابعاد 1×0/21 
سانتی متر است که امکان جذب تعداد زیادی از آنتی بیوتیک ها را علاوه بر 
گروه های فوق الذکر می دهد؛ بنابراین امکان سنجش طیف وسیع تری از 
آنتی بیوتیک ها نیز وجود دارد. به واسطه پلیمری بودن و شرایط شویش، 
مشاهده  ساکن  فازهای  این  کارایی  در  کاهشی  نمونه   100 از  بیشتر  در 
و  نتایج روش های مختلف شناسایی  مقایسه  در  که  نگردید. همان طور 
مرحله  در  می شود.  مشاهده   2 جدول  در  که  آنتی بیوتیک ها  جستجوی 
آماده سازی نمونه در مطالعه حاضر مقدار نمونه مورداستفاده در مقایسه 
با روش های کلاسیک کمتر است و مراحل آماده سازی نمونه در طول زمان 
کاسته  قابل توجهی  میزان  به  کلاسیک،  روش  با  مقایسه  در  شده  صرف 
نیز همان طور که مشاهده می شود،  ترتیب مراحل  شده است در مورد 
استفاده از مراحل متعدد و استفاده از ترکیبات حلال های آلی و نمک های 
بر  علاوه  است.  شده  صرفه جویی  بهینه ای  به صورت  آماده سازی  حین 
کنترل و مقایسه آزمون با روش کلاسیک، صحت نتایج نیز توسط اسپایک 
گذاری ارزیابی شده است و همچنین در این مطالعه از استاندارد داخلی 
از نوع ایزوتوپ پایدار داروی مورد مطالعه )برای هر دسته یک استاندارد 
تزریق و  استخراج، تخلیص،  برای کنترل مراحل  استفاده گردید(،  داخلی 
محاسبات استفاده گردید و خطاهای احتمالی همانند فرونشست یونی، 
خطای تزریق، اصلاح درصد بازیافت دارو و اصلاح زمان بارداری برطرف 
داخلی  قطر  جرمی،  اسپکترومتری  های  روش  در  ازآنجایی که  می گردید. 
حجم های  تزریق  است،  میکرومتر   2 معمول  کروماتوگرافی  ستون های 
فاز  از  پیشنهادی  روش  در  ولی  نمی گردد  توصیه  میکرولیتر   10 بالای 
استخراج جامد استفاده شده و آنالیت روی جاذب به صورت بر خط تغلیظ 
می گردد و امکان تزریق حجم های بالا وجود دارد و حساسیت روش را 
با تزریق  این روش  افزایش داد به طوری که در  نیاز  به  با توجه  می توان 
200 میکرولیتر حساسیت روش به طور عمده ای افزایش یافت که این تمایز 

موجب می گردید تا مراحل آماده سازی سریع و راحت انجام گردد.
شناسایی  در  بدیع  روش  یک  تدوین  حاضر  مطالعه  ازآنجایی که 
آنتی بیوتیک ها در ماتریکس پیچیده ای مانند بافت مرغ است، فاکتور های 
اشاره شده  به آن  انجام شد که در جدول 3  صحه گذاری و دقت آزمون 
در  واقعی،  نمونه های  خصوص  در  آزمون  این  از  استفاده  ضمن  است. 
گوشت مرغ سبز تولیدی کشور، به کار گرفته شد که مواردی از حضور 

سولفادیمتوکسین )شکل 5( و انروفلوکساسین یافت و گزارش گردید.

نتیجه گیری
با اسپکترومتری  با کارایی بالا در تلفیق  دستگاه کروماتوگرافی فاز مایع 
جرمی از روش های آزمون استاندارد و بین المللی در تشخیص باقیمانده ها 
در بافت است با افزودن دستگاه کروماتوگرافی مایع دیگری به این ساختار 
استاندارد  این روش های  به  ویژه ای  امتیازات  آماده سازی نمونه  به عنوان 
فاقد  منفرد  به صورت  تجهیزات  از  هرکدام  به طوری  کرد  اضافه  آزمون 
این ویژگی های ذکرشده، بودند. ضمن خودکار بودن روش در ویژگی های 
روش های  با  مقایسه  در  آزمون  هزینه های  آزمون،  دقت  آنالیز،  زمان 
کلاسیک به صورت معنی داری بهینه شد. به واسطه این طرح آماده سازی 
در  آنتی بیوتیک  جستجوی  قابلیت  و  بوده  سریع  و  راحت  بسیار  نمونه 

میکروبی  مهار  پاسخ  به  اعتماد  با فرض  است.  دارا  را  تولیدی  مرغ سبز 
اینکه تمام نمونه های غربالگری  بود کما  تائیدی موردنیاز خواهد  آزمون 
شده توسط آزمون های الایزا و مهار میکروبی و موارد مشکوک توسط 
این طراحی آزمون می گردد. ازنظر سرعت آماده سازی و پاسخ تائیدی 
آزمون  انجام  امکان  که  دیگری هست. طوری  آزمون  هر  با  قابل رقابت 
در پلیت های 96 چاهکی نیز قابل انجام است. ازآنجاکه ویژگی ساختار 
غیر  یا  قطبی  عاملی  گروه های  که  ست  طوری  آنتی بیوتیک ها  شیمیایی 
این  در  به کاررفته  با جاذب  را  آنتی بیوتیک ها  اکثر  دارند می توان  قطبی 

مطالعه تغلیظ و تخلیص کرد.

تشکر و قدردانی
از مدیران، معاونین و همکاران محترم سازمان دامپزشکی کشور به واسطه 
پشتیبانی مالی، از مدیران و معاونین مرکز ملی تشخیص، آزمایشگاه های 
مرجع و مطالعات کاربردی به خصوص همکاران محترم، خانم دکتر صالحی 

و دکتر بابا پور تقدیر و تشکر می گردد.
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شکل 1 - چیدمان دستگاهی در حالت استخراج فاز جامد آنلاین.

 الف: توسط سیستم HPLC-1 مجهز به سیستم تزریق خودکار، حجم بالایی از نمونه تزریق می گردد و توسط پمپ های همان دستگاه از روی جاذب آنلاین در مسیر، 

عبور داده می شود و آنالیت تزریق شده روی جاذب نگه داشته می شود و ناخالصی ها از روی آن حذف می گردند در این حالت پمپ HPLC-2 در حال آماده سازی ستون 

تجزیه ای در نگه دارنده ستون است - با تغییر مسیر ایجادشده توسط سویچ – ب: گونه های جذب شده در جاذب به ستون کروماتوگرافی مایع و در ادامه جداسازی به 

اسپکترومتر جرمی منتقل و شمارش می گردد و در طول این مدت، ستون آنلاین توسط پمپ دیگر با حلال آلی شستشه می شود و در ادامه برای تزریق بعدی آماده می گردد.
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شکل 2- کروماتوگرام باقیمانده های دارویی گروه سولفانامیدها.

شکل 3- کروماتوگرام باقیمانده های دارویی گروه کوئینولون ها.
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شکل 4 کروماتوگرام باقیمانده های دارویی گروه تتراساسکلین ها.

شکل 5 کروماتوگرام نمونه واقعی- حاوی سولفادیمتوکسین.
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