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Pérmbledhje

Objektivat: Qé€llimi 1 kétij studimi éshté t€ paragesé njé¢ metodé analitike pér pércaktimin e
antibiotikéve né mostrat e ujit t€ pijshém né qytetin e Tiran€s dhe t€ lumenjve t& Lanés dhe
Tiranés. Pércaktimi i1 antibiotikéve né mostrat e ujit €shté nj€ analiz€ e réndésishme pér shkak t&
pérdorimeve t&€ shumta t€ antibiotikéve né trajtimet mjekésore. Prania e tyre n€ ujéra ka sjellé né
pérgjithési uljen e forcés s€ tyre vepruese pér shkak t€ emisioneve t&€ vazhdueshme té njerézve
me sasi t€ vogla t€ antibiotikéve. Kjo sjell pérshtatjen e mikrobeve ndaj tyre (1; 2; 3; 4; 5).
Metoda: Pércaktimi i antibiotikéve né ujé éshté realizuar me anén e teknikés t¢ HPLC/DAD
e rekomanduar dhe nga literatura apo normat kombétare dhe ndérkombétare. Pasi €shté
vendosur vlefshméria e metodés analitike, jan€ marré mostra t&€ ujit t€ pijshém né qytetin
e Tiranés, si dhe mostra nga lumi Lana dhe Lumi i Tiran€s ku ka dhe derdhje t& ujérave
té zeza. Mostrat jané marré né janar 2015. Izolimi i tyre €shté realizuar duke pérdorur
teknikén SPE. Pércaktimi cilésor dhe sasior €shté realizuar duke p&€rdorur HPLC model
Agilent 1260 e pajisur me pompé kuaternare dhe detektor DAD. Kolona Zorbax S8-C18
(15 m x 4 mm x 0.5 um) u pérdor pér ndarjen e tyre.

Konkluzionet: N& mostrat e ujit t€ pijshém thuajse nuk u detektua prania e antibiotikéve.
Né ujérat e lumit Lana dhe t€ Lumit t€ Tiranés, nivelet mé t& larta u takojné tetraciklinave
cefaloksinave dhe amoksiciklinave, si pasojé e pérdorimeve mé té dendura té tyre né
trajtimet e infeksioneve.

Fjalé celés: antibiotiké, HPLC/DAD, SPE, mostra uji.
DETERMINATION OF SOME ANTIBIOTICS IN WATER SAMPLES USING HPLC/DAD
Abstract

Objective: The aim of this study is to present an appropriate analytical method for the
determination of antibiotics in drinking of Tirana City and rivers of Lana and Tirana.
Determination of antibiotics in water samples is an important analyzes due to the wide
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uses of antibiotics in medical treatments. Their presence in waters in generally has reduced
their operational strength due to continuous emissions of people with small amounts of
antibiotics. This brings the adapting of microbes confront the antibiotics (1; 2; 3; 4).

Method: Determination of antibiotics in water was performed using the technique of HPLC/
DAD recommended in literature and also in national and international norms. After the
validations of the analytical method were taken real samples of drinking water in the city
of Tirana as well as samples from the Lana River and Tirana River where have sewage
spills. Samples were taken in January 2015. Their isolation is achieved by using the SPE.
Qualitative and quantitative determination is performed using Agilent model 1260 HPLC
equipped with quaternary pump and DAD detector. S8 Zorbax-C18 column (15 m x 4 mm
x 0.5 um) was used for their separation.

Conclusion: In drinking water samples weren’t detected the presence of antibiotics. In the
waters of the Lana River and Tirana River the higher levels were for tetracycline, cephalexin
and amoxicillin due to their uses in the treatment of infections (4; 5; 6; 7; 8).

Key words: antibiotics, HPLC/DAD, SPE, water samples.

Hyrje

Analizat e klasave t€ ndryshme t€ komponimeve né€ mostrat e ujit t€ pijshém dhe sipérfagésor jané
mjaft t€ réndésishme. QEllimi 1 kétij studimi €shté t€ parages€ nj€ metodé€ analitike pér pércaktimin e
antibiotikéve né mostrat e ujit t€ pijshém né qytetin e Tiranés dhe n€ ujin e Lumit Lana dhe t€ Lumit
té Tiranés. Uji €shté shumé 1 domosdoshém pér jetén. Studimet e kohéve té fundit kané treguar se
kudo né boté ndotja e ujérave sipérfagésore, por edhe e ujit té pijshém, mund t&€ béhet burim i shumé
sémundjeve. Rritja e rezistencés sé njé séré bakteresh ndaj antibiotikéve i shtyu shkencétarét e shumé
vendeve t€ mendonin g€ ky fenomen ishte pasoj€ e pranisé s€ pérhershme t€ antibiotikéve n€ ujé (1;
2). Mundésia e pranisé s€ 1éndéve farmaceutike n€ ujin e pijshém &shté provuar né vende t€ tilla si
USA, Belgjiké, etj. Pércaktimi i antibiotikéve né mostrat e ujit Eshté njé analizé e réndésishme pér
shkak t€ pérdorimeve t€ shumta t€ antibiotikéve né trajtimet mjek&sore. Prania e tyre né ujéra ka sjellé
né pérgjithési uljen e forcés sé€ tyre vepruese pér shkak té emisioneve t€ vazhdueshme té njerézve
me sasi t€ vogla t€ antibiotikéve. Kjo sjell pérshtatjen e mikrobeve ndaj tyre. Problemi 1 baktereve
antibiotik-rezistente &shté i njohur né mé shumé se 10 vjet. Bakteret e ekspozuara nga antibiotikét né
llumra ose né€ uj€ zoté€rojn€ mundésiné e zhvillimit té rezistencés (2; 3; 4; 5).

Spitalet dhe kujdesi shéndetésor né pérgjithési, jané njé burim 1 vazhdueshém 1 antibiotikéve,
medikamenteve qetésuese, antipiretike, antiimflamatore, kimikateve kemio-terapeutike, etj.
Medikamentet farmaceutike g€ u jepen njerézve apo kafshéve shtépiake, pérfshiré antibiotikét,
hormonet, getésuesit e dhimbjeve té forta, etj., gjenden gjithashtu né ujin e rubinetit. Sasi t&¢ médha
té ilaceve g€ jan€ nxjerr€ nga njerézit apo kafshét, shpérndahen n€ mjedis nga shpélarja e tualeteve
dhe nga shpérndarja e plehrave organiké, si edhe nga derdhja e ujérave t€ zeza, llumit té ujérave té
zeza, mbi e nén toké. Hedhja e mbetjeve spitalore, shpesh e pakontrolluar, edhe né€ vende t¢ tilla
si: lumenj, pérrenj apo dhe landfille, ndikon né praniné e medikamenteve t€ ndryshme né ujérat
sipérfagésoré apo néntokésoré (1; 2; 4; 5; §; 11).

Ka metoda té ndryshme pér pércaktimin e barnave n€ uj€, por nisur nga masa molekulare e tyre,
mund t€ themi g€ antibiotikét kané né shumicén e tyre peshé molekulare t€ madhe, gjé qé 1 bén
ata mé t€ pérshtatshém pér t’u analizuar né kromatografi té lénget (HPLC) me detektoré UV/VIS,
DAAD dhe MS. Kromatografia e 1€ngét lejon analizén e kétyre molekulave t€ médha me tretés
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té ndryshém né temperaturén e mjedisit. Nivelet e detektimit té tyre me metoda ekstraktimi dhe
pérgendrimi té pérshtatshme shkojné n€ rendin ppm dhe deri ppb, qé 1 bén t& pérshtatshme teknikat
pér té analizuar kéta ndotés edhe né€ ujin e pijshém (3; 4; 5; 9; 10).

Metodika
Reagentét

Jané pérdorur standarde t€ analitéve: penicilin€, amoksiciling, cefaleksin, cefaklor, tetracikling,
doksikling, ciprinol dhe eritromiciné. Metanoli dhe acidi acetik ishin té pérshtatshém pér
kromatografi (Sigma Aldrich). Uji 1 bidistiluar u pérdor pér pérgatitjen e t€ gjithé tretésirave
standarde t&€ punés né laborator.

Tretésirat standarde

U morén né analiz€ 500 mg nga secili antibiotik (amoksiciling, cefaleksin, cefaklor, tetracikling,
doksikling, ciprinol dhe eritromicing) u tretén né 500 ml metanol/ujé 1 bidistiluar (50:50 né€ véllim).
Kjo tretésiré stok (1000 ppm) u pérdor pér té pérgatitur tretésirat e punés 500 ppm, 250 ppm, 100
ppm 50 ppm dhe 25 ppm. Kéto tretésira u pérdorén pér té€ pérgatitur kurbat e kalibrimit. Tretésira
stok dhe tretésirat standarde u ruajtén né refrigerator n€ +4°C.

Analiza me HPLC/DAD e antibiotikéve

Analiza e antibiotikéve né mostra uji u realizua me ané t€ aparatit HP 1260 Series Chromatograph
(Agilent Technologies, USA) 1 pajisur me degazues, injektor manual Radehon me lup 20ul, pompé
kuaternare, termostat pér kolonén dhe me detektor me grup diodash (DAD). Ndarja e antibiotikéve
u realizua né€ kolonén S8 Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm x 0.5um). Fazat lévizése t€ pérdorura pér
ndarjen dhe izolimin e antibiotikéve, ishte tretésira 1.5% e acidit acetik dhe metanoli. Pérpércaktimin
¢ penicilinés, raporti i CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 30% né 90% kundrejt metanolit (v/v) pér
15 minuta. Matjet u realizuan né gjatésin€ e valés A = 254 nm. Pér pércaktimin e amoksiciklinés
u zgjodh raporti i CH,COOH 1.5%, ndryshoi nga 30% né€ 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15
minuta. Matjet u realizuan né gjatésin€ e valés A = 204 nm. Pér pércaktimin e cefaloksinés raporti
1 CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 30% né 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15 minuta. Matjet u
realizuan né gjatésiné e valés A = 210 nm. Pér pércaktimin e cefaklorit, raporti i CH,COOH 1.5%
ndryshoi nga 30% né 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15 minuta. Matjet u realizuan né gjatésiné
¢ valés A = 210 nm. Pér pércaktimin e tetraciklinés, raporti i CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 40%
né€ 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15 minuta. Matjet u realizuan né gjatésiné e valés A = 351
nm. Pér pércaktimin e doksicilinés, raporti i CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 40% n€ 90% kundre;jt
metanolit (v/v) pér 15 minuta. Matjet u realizuan n€ gjatésin€ e valé€s A = 280 nm. Pér pércaktimin
¢ ciprinolit, raporti i CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 40% n€ 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15
minuta. Matjet u realizuan né gjatésin€ e valés A = 254 nm. Pér pércaktimin e eritromicinés, raporti
1 CH,COOH 1.5% ndryshoi nga 30% né€ 90% kundrejt metanolit (v/v) pér 15 minuta. Matjet u
realizuan né gjatésiné e valés A = 204 nm (4;5;6;8;11;12).

Validimi i metodés

Validimi 1 metod€s €shté béré sipas Commission Decision 2002/657/EC pér parametrat, si:
lineariteti, specifiteti, precizioni, saktésia, limiti i dedektimit (LOD) dhe limiti i kuantifikimit
(LOQ) (5;6;8;10). Kéto parametra u caktuan pér pes€ pérgendrime: 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm
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50 ppm dhe 25 ppm. Cdo standard u injektua tri her€. Lineariteti u provua duke pérdorur tretésira
prove nga 50-200 ppm. U b€ prova pér provén e bardhé (ujin e bidistiluar t€ pastér dhe t€ fortifikuar
né disa pérgendrime). Disa t€ dhéna t€ validimit t€ metodés jan€ dhéné né tabelén e méposhtme:

Koeficienti i

Antibiotiku korrelacionit (r) LD (ppm) LQ (ppm)
Penicilin (G) 0.9923 0.121 0.921
Amoksicilin 0.9564 0.923 3.982
Cefalexin 0.9784 0.323 1.024
Cefakor 0.9323 0.532 7.238
TetraciklinHCI 0.9833 0.162 1.632
Doksicilin 0.9948 0. 142 1.230
Ciprinol 0.9702 0. 623 0.992
Eritromiciné 0.910 1.124 3.012

Marrja e mostrave té ujit té pijshém dhe sipérfagésor

Mostrat e ujit t€ pijshém jan€ marr€ nga uji i rrjetit n€ qytetin e Tirané€s né 9 stacione (Sauk, Rruga
e Elbasanit, Ali Demi, Kinostudio, Stacioni i Trenit, Rruga e Kavajés, Kombinat, Lapraké, Kaméz).
Né Lumin Lana u morén 5 mostra pérfagésuese (duke filluar nga Materniteti i Ri — L1 deri tek
Pallati me shigjeta — L5) dhe pse mostra uji nga Lumi i Tiranés (duke filluar nga Tufina — T1 dhe
deri né€ Rinas — T5). Mostrat e ujit jané marré n€ janar 2015.
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Figura 1. Harta e marrjes té mostrave té ujit té pijshém né qytetin e Tiranés, né lumin Lana dhe
né Lumin e Tiranés, janar 2015
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Analiza e mostrave té ujit té pijshém dhe sipérfaqésor

1 litér uj€ u mor népér mostra né€ secilin stacion. Ato u filtruan pér té larguar grimcat e pezullis€ dhe pas
késaj uji u ruajt né temperaturén +4°C deri n€ analizén e tyre. Mostrat e ujit u vendosén né€ banjé me
ultratinguj pér 30 minuta pér degazifikimin e tyre. Mostrave iu shtua 1.5% acid acetik (n€ véllim). 100
ml nga uji i mostrave u kalua né njé koloné SPE me C18. Kolona u kondicionua me 10 ml metanol/ujé
dhe u eluua me 10 ml metanol. U injektua 20 ul nga secila mostér e filtruar né temperaturén 40°C. Cdo
mostér u analizua tre heré. Rikuperimi 1 antibiotikéve pér kolonén C18 ishte pér penicilinén 76.8%,
pér amoksiciklinén 78.2%, pér cefaleksinén 72.4%, pér cefaklor 81.2%, pér tetraciklinén 89.2%,
pér doksiciklinén 70.7%, pér ciprinol 79.2%, pér eritromicinén 79.2%. Pér gjetjen e rikuperimit té
mostrés, u pérdor njé pérzierje e antibiotikéve me pérgendrim 100 ppm (9; 10; 11; 12).

Rezultatet

N¢ Tabelén 1 jepen té& dhénat e marra pér antibiotikét né mostrat e ujit t€ pijshém né qytetin e
Tiranés. Jan€ marré né€ studim 9 stacione. Mostrat e ujit jané marré nga uji 1 rrjetit né stacione sa
mé pérfaqgésuese t€ qytetit. Nga analiza e realizuar, antibiotikét nuk jané detektuar né asnjérén nga
mostrat ose nivelet e tyre mund t€ jené né nivele mé t€ uléta se kufiri 1 dedektimit té pajisjes. Né
Tabelén 2 jepen t€ dhénat e marra pér antibiotikét né mostrat e ujit t€ lumit Lana. Vihet re prania e
antibiotikéve né kéto mostra uji. Figura 2 jep totalin e antibiotikéve n€ mostrat e ujit t€ lumit Lana.
Niveli mé 1 larté ishte pér stacionin L5 (prané Pallatit me shigjeta) me njé€ total prej 0.258 ppm.
Niveli mé 1 ulét ishte pér mostrén L1 (Materniteti 1 r1). Shpérndarja e antibiotikéve né€ mostrat e
ujit t& lumit Lana jepet n€ Figura 3. Profili 1 antibiotikéve n€ mostrat e ujit t€ lumit Lana (Figura 4)
ishte i ndértuar nga tetraciklina > cefaloksina >cefaklor >amoksiciklina > eritromicina. N¢ Tabelén
3 jané dhéné vlerat mesatare pér matjet e realizuara n€é Lumin e Tiranés. Figura 5 jep totalin e
antibiotikéve n€ mostrat e ujit t€ Lumit t€ Tiranés. Niveli mé i larté ishte pér stacionin T2 (prané
Aliasit) me njé€ total prej 0.834 ppm. Niveli mé i ulét ishte pér mostrén TS5 (Rinas). Shpérndarja
e Antibiotikéve né mostrat e ujit t&€ Lumit t€ Tiranés jepet né Figura 6. Profili i antibiotikéve
né€ mostrat e ujit t€ Lumit t€ Tiran€s (Figura 7) ishte 1 ndértuar nga tetraciklina > cefaloksina >
amoksiciklina > eritromiciné.

Antibiotiku/ Rruga e Ali . . Stacioni | Rrugae . . .
acion Sauk Elbasanit | Demi Kinostudio Trenit Kavajés Kombinat | Lapraké | Kaméz
Penicilina (G) nd. |n.d nd. | n.d n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Amoksicilina nd. | n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cefaleksiné nd. | n.d. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Cefaklor nd. | n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TetraciklinaHCI | n.d. | n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Doksicilina nd. | nd. nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ciprinol nd. | n.d nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Eritromiciné nd. | n.d. nd. | nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Antibiotiku/stacioni L1 L2 L3 L4 L5
Penicilina (G) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Amoksicilina 0.001 0.007 0.014 0.000 0.003
Cefaleksiné 0.000 0.012 0.025 0.003 0.001
Cefaklor 0.000 0.000 0.002 0.011 0.043
Tetraciklina HC1 0.000 0.000 0.013 0.056 0.223
Doksicilina 0.000 0.002 0.016 0.001 0.000
Ciprinol 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Eritromiciné 0.000 0.002 0.018 0.000 0.000

Tabela 2. Analiza e antibiotikéve né ujin e lumit Lana (ug/L ose ppm)

W Eritromicine
0.300 -
m Ciprinol
0.250 A W Doksicilina
Tetraciklina HCl
0.200 A
W Cefaklor
0.150 - W Cefaleksine
Amoksicilina
0-100 - B Penicilina (G)
0.050 -
b
U.OUU T T L] L] Ll
L1 L2 L3 L4 L5

Figura 2. Totali i antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit té lumit Lana
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Figura 3. Shpérndarja e antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit té lumit Lana
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Figura 4. Profili i antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit té lumit Lana
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Antibiotiku/stacioni T1 T2 T3 T4 T5
Penicilina (G) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Amoksicilina 0.025 0.114 0.034 0.000 0.000
Cefaleksiné 0.024 0.000 0.043 0.132 0.000
Cefaklor 0.000 0.034 0.021 0.000 0.000
TetraciklinaHCI 0.342 0.723 0.082 0.023 0.012
Doksicilina 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000
Ciprinol 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Eritromiciné 0.000 0.000 0.214 0.000 0.000

Tabela 3. Analiza e antibiotikéve né ujin e Lumit té Tiranés (ug/L ose ppm)

mEritromicine
0.900 -+ m-Ciprinol
0.800 m-Doksicilina
0.700 - mTetraciklina HCl
0.600 - m Cefaklor
0.500 - m_Cefaleksine
0.400 - M. Amoksicilina
0.300 - M Penicilina (G)
0.200 -
0.100 -
0.000 T T T ! -'

T1 T2 T3 T4 5

Figura 5. Totali i antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit té¢ Lumit té Tiranés
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Figura 6. Shpérndarja e antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit t¢ Lumit té Tiranés
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Figura 7. Profili i antibiotikéve (ug/L ose ppm) né mostrat e ujit t¢ Lumit té Tiranés

Diskutime

Né analiz€ jané marré disa nga antibiotikét me pérdorim mé t€ gjeré. Ato ishin: penicilina,
amoksicilina, cefaleksina, cefaklor, tetraciklin€, doksiklin€, ciprinol dhe eritromicin€. Analiza e
tyre €shté realizuar me teknikén SPE/HPLC/DAD. Ndarja e antibiotikéve u realizua né€ kolonén
S8 Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm x 0.5um). Faza lévizé€se e pérdorur pér ndarjen dhe izolimin
e antibiotikéve, ishte tretésira 1.5% e acidit acetik dhe metanoli. Metodat mbi kushtet e eluimit té
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Pércaktimi i disa antibiotikéve NE MOSTRA uji me ané t¢ HPLC/DAD

secilit analit u pérzgjodhén nga literatura bashkékohore (3; 4; 5; 6; 7; 10; 13).

Pas vendosjes sé parametrave analitiké si n€ aparaturé, dhe né teknikén e trajtimit t€ mostrave té
ujit, jané marré né analiz€ mostra uji t€ pijshém nga qyteti 1 Tiranés: mostra uji nga lumi Lana
dhe mostra uji nga Lumi 1 Tiran€s pér ta béré kété tekniké sa mé té€ aplikueshme. Nuk vihet re
prania e antibiotikéve né mostrat e ujit t&€ pijshém. Vihet re prania e antibiotikéve n€ mostrat e
yjit t€ lumit Lana dhe t& Lumit Tirana. Nivelet mé t€ larta u takojné tetraciklinave cefaloksinave
dhe amoksiciklinave, si pasojé e pérdorimeve mé t€ dendura té tyre né trajtimet e infeksioneve
tek njerézit dhe kafshét. Vihet re se stacionet mé t€ ndotura u takojné stacioneve ku dhe popullata
&shté mé e dendur g€ do té thoté se ka njé ndikim té drejtpérdre;jté té saj n€ vlerat e gjetura. Nuk
pérjashtohet mundésia e vlerave pikésore t€ momentit t€ gjetura né stacionet e shqyrtuara apo
vlerat t€ jené€ t€ ndikuara nga burime pikésore.

Konkluzione

Qéllimi 1 kétij studimi éshté pércaktimi 1 parametrave té€ performancés t&€ metodés sé pércaktimit té
disa antibiotikéve (penicilina, amoksicilina, cefaleksina, cefaklor, tetracikling, doksikling, ciprinol
dhe eritromicin€) me teknikén e HPLC/DAD. Teknika €shté bashkékohore dhe e rekomanduar nga
standardet ndérkombétare pér analizén e antibiotikéve né€ mostrat e ujit té pijshém dhe sipérfaqésor.
Nga klasa e antibiotikéve jané pérzgjedhur ata q€ kané pérdorim mé t€ gjeré né shérbimet spitalore
dhe farmaceutike sot né€ qytetin e Tiranés. N€ ujin e pijshém nuk u detektuan antibiotiké. N& ujérat
e lumit Lana dhe t€ Lumit té€ Tiranés nivelet mé t&€ larta u takojné tetraciklinave, cefaloksinave
dhe amoksiciklinave, si pasojé e pérdorimeve mé t&é dendura té tyre né trajtimet e infeksioneve.
Kjo analiz€ duhet té pérfshihet né analizat e ujit t€ pijshém dhe sipérfagésor nga institucionet
pérgjegjése, sepse vihet re prania e tyre. Gjithashtu, sugjerojmé qé t€ punohet mé tej pér rritjen e
performancés analitike duke u pérdorur tretés t€ ndryshém, teknika t€ ndryshme (injektime direkte)
té trajtimit t€ mostrave, apo dhe detektoré me sensitivitet mé t&€ larté dhe nivele detektimi mé té
uléta si LC/MS/MS.
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