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  مقدمه
های آبی بعنوان یک ها در محیطبیوتیکآنتیحضور 

آلاینده نوظهور و اثرات احتمالی آنها بر روی محیط 
زیست در دهه اخیر مورد توجه بسیاری از 

مطالعات صورت گرفته . دانشمندان بوده است
های متفاوتی از دهنده وجود غلظت نشان
های ها در منابعی همچون فاضلاببیوتیک آنتی

ها ها، رودخانهخانهشهری، پساب تصفیهبیمارستانی و 

های زیرزمینی  های سطحی و همچنین آب و آب
از آنجایی که مقدار کمی از . )1-3(باشد می

شود، بخش قابل ها در بدن جذب میبیوتیک آنتی
توجهی از آنها از طریق ادرار و مدفوع دفع و از 

های آبی های شهری وارد محیط طریق فاضلاب
ها در ها و باکتریبیوتیکحضور آنتی .)4(گردد  می

کنار هم بعنوان یک خطر زیست محیطی و بهداشتی 
موجود در  یهازیرا باکتری ،شود شناخته می

   چکیده
ها برای ای در بیمارستانهای خانواده بتالاکتام، مصرف بسیار گستردهبیوتیکیکی از آنتیونکومایسین  :زمینه و هدف
عنوان یک آلاینده  هها بگیری دقیق آن در فاضلاب خروجی از بیمارستانبنابراین اندازه .های عفونی دارددرمان بیماری

  .باشدضروری می ،شودنوظهور که باعث مقاومت باکتریایی می
 میزان. برای جداسازی ونکومایسین از فاضلاب بیمارستانی استفاده شد این مطالعه از استخراج فاز جامد در :روش کار

میلی لیتر در دقیقه فاز  8/0های استخراج شده با نرخ جریان نمونه. بررسی شد 7و  3های pHدر درصد بازیابی 
مقدار . شد هعبور داد C18از میان ستون  C°20های متفاوت و در دمای استونیتریل با نسبت/ متحرک بافر استات

مجهز به آشکارساز ماوراء بنفش در ) HPLC( ها با استفاده از کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالادر نمونهونکومایسین 
  .نانومتر تعیین مقدار شدند 240طول موج 

گیری با فاز متحرک بافر  اندازه. درصد بازیابی بدست آمد 89و با   =7pHبهترین شرایط برای استخراج در  :هایافته
) R2(در شرایط بهینه، معیار خطی بودن . نتایج بهتری نشان داد =4pHدر  11به  89استونیتریل با نسبت حجمی / استات

. بدست آمد 96/0و  97/0میکروگرم در لیتر به ترتیب  50-120میکروگرم در لیتر و  1-45های غلظت در محدوده
 همچنین. میکروگرم در لیتر محاسبه گردید 10و  3ترتیب  هب) LOQ(و آستانه تعیین مقدار ) LOD( آستانه تشخیص

  .درصد نشان داد 10های استاندارد در فواصل ساعتی و روزانه هر دو کمتر از تغییرات دقت اندازه گیری بر روی نمونه
بیوتیک عنوان یک دستورالعمل اختصاصی برای استخراج و تعیین مقدار آنتی هتواند بنتایج این مطالعه می :گیرینتیجه

   .بیمارستانی مورد استفاده قرار گیردهای فاضلاب از نمونهونکومایسین 

 اتوگرافی مایع، استخراج فاز جامد، فاضلاب بیمارستانی، کرومونکومایسین :های کلیدیواژه
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ها با  گیری این روش بازیابی و محدوده اندازه
  .امکانات موجود در کشور تطبیق یابند

در این مطالعه سعی شده است که در ابتدا با استفاده 
های را از نمونه ونکومایسینبیوتیک آنتی SPEاز 

فاضلاب بیمارستانی استخراج نموده و سپس با 
، UV1همراه با آشکارساز  HPLCاستفاده از دستگاه 

ها برای روشی دقیق و صحیح با حداقل پیچیدگی
  .در فاضلاب ارائه نمود ونکومایسینتعیین مقدار 

  
  روش کار

کاربردی  -مطالعه انجام شده از نوع مطالعات پایه
ش استخراج و بود که برای تعریف یک رو

  . گیری برای ونکومایسین صورت گرفت اندازه
  مواد و استانداردها

ساخت شرکت سیگما %) 9/99( ونکومایسیناستاندارد 
گرم از  میلی 10محلول مادر آن با انحلال بود که 

آب . میلی لیتر آب مقطر تهیه شد 10استاندارد در 
 صورت هب Milli-Q systemمقطر با استفاده از دستگاه 

فورمیک استونیتریل، متانول، اسید. شدروزانه تهیه می
و اسید سولفوریک ساخت شرکت مرک آلمان با 

ها قبل از استفاده از تمامی محلول. بود HPLCدرجه 
 ,Cellulose acetate circles (OE 67), 0.45 µm(فیلتر 

100 mm (عبور داده شدند.  
  نمونه برداری

های روی نمونه یکی از مهمترین مراحل مطالعه بر
برداری محیطی انتخاب صحیح روش و نوع نمونه

های خروجی از بیمارستان غالباً به فاضلاب. باشدمی
های شویی و فاضلابهای رختدو بخش فاضلاب
برداری در این مکان نمونه. گردندعفونی مجزا می
ترین منهول حاوی جریان فاضلاب مطالعه نزدیک

برداری با توجه به ان نمونهعفونی به بیمارستان و زم
های مختلف به تعداد مراجعات بیماران در ساعت

بعد  3صبح الی  11های بهداشتی بین ساعات سرویس

                                                 
1 Ultra Violet Detector 

روزانه دو نمونه فاضلاب هر . از ظهر انتخاب شد
درجه  -4کدام به حجم یک لیتر برداشت و در دمای 

در . شدو در ظروف کهربایی به آزمایشگاه منتقل می
دقیقه با  40ها در آزمایشگاه به مدت نمونه ابتدا

دور در دقیقه سانتریفیوژ شده و سپس از  3500
در نهایت . شدندمیکرومتر عبور داده می 45/0فیلتر 

توسط فلزات  ونکومایسینبرای جلوگیری از جذب 
 Na2EDTAدرصد از محلول یک مولار  1/0سنگین 

 24تا  ها حداکثرنمونه. شدها افزوده میبه نمونه
برداری استخراج شده و در ساعت بعد از نمونه

  .شدنددرجه تا زمان آنالیز نگهداری می -18دمای 
  SPEروش استخراج با 

ها غالباً با دو انجام مراحل استخراج بر روی نمونه
کننده موجود  هدف تغلیظ و حذف اثرات مواد مداخله

که غلظت  از آنجایی. شود ها انجام میدر نمونه
شده در فاضلاب بسیار پایین  های دفعبیوتیک آنتی
باشد و همچنین محیط فاضلاب یکی از می

های آبی از لحاظ ترین محیطترین و غنی پیچیده
لذا برای تعیین مقدار  ،ستاوجود ترکیبات آلی 

ها بایستی مراحل استخراج و تغلیظ بر بیوتیک آنتی
. دهای فاضلاب بیمارستانی صورت گیرروی نمونه

استفاده شده در این مطالعه از جنس  SPEهای ستون
 2تکنوکروماکربنه ساخت شرکت  18اکتادسیل سیلیکا 

که به روش ذیل برای استخراج ) 2شکل (بود 
  :به کار گرفته شدند ونکومایسین

  ؛لیتر متانولمیلی 5شستشوی ستون با ) الف
  ؛لیتر آب مقطرمیلی 5شستشوی ستون با ) ب
لیتر نمونه از ستون با نرخ میلی 250دادن عبور) پ

  ؛لیتر در دقیقهمیلی 3جریان 
 - آبلیتر محلول میلی 6شستشوی ستون با ) ت

  درصد؛ 95به  5متانول با نسبت 
خشک کردن ستون توسط پمپ خلاء در مدت ) ث

  ؛دقیقه 10زمان 

                                                 
2 Teknokroma  
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  227و همکاران     سید نوید صفوی                              ...                                                        بیوتیک تعیین مقدار آنتی
 

استخراج ترکیبات جذب شده بر روی ستون با ) ج
  ؛لیتر متانولمیلی 5شستشو توسط 

مایع استخراج شده تحت جریان گاز نیتروژن در ) چ
لیتر از محلول درجه تبخیر شده و در یک میلی 45
درصد دوباره حل شده و  90به  10متانول  -آب

  .آماده گردید HPLCبرای تزریق به 
های همچنین برای بررسی درصد بازیابی نمونه

و  50، 10های متفاوت با غلظت ونکومایسینشاهد 
کروگرم در لیتر تهیه شده و تمامی مراحل می 100

در مراحل . استخراج بر روی آنها نیز صورت گرفت
گذار بر روی استخراج از فاکتورهای مهم و تاثیر

علاوه . )18(باشد نمونه می pHمقدار  ،درصد بازیابی
های کمتر pHهای جذب و واجذب در  بر این واکنش

یابد و در  میاز حالت خنثی و اسیدی راندمان افزایش 
های خنثی یا اسیدی  pHاکثر کارهای انجام شده از 

که برای این منظور تمامی  )17,21( شود استفاده می
مراحل استخراج برای دستیابی به بالاترین درصد 

تکرار و مورد  7و  3متفاوت  pHبازیابی در دو 
  .ارزیابی قرار گرفت 

  

  
  آن ستون فاز جامد  و نحوه  استفاده از .2شکل 

  

  HPLCگیری با دستگاه نحوه اندازه
ساخت  Cecil 1100مورد استفاده  HPLCدستگاه 

کشور انگلیس با پمپ چهارگانه و یک دستگاه گاززدا 
صورت هم حجم از  ههای استخراج شده بنمونه. بود

 C18 (ODS-3 250×4.6mm, 5µm)میان ستون 
استونیتریل همراه با / توسط فاز متحرک بافر استات

درجه  20درصد اسیدفورمیک در دمای  1/0
میلی لیتر در دقیقه عبور  8/0سانتیگراد با نرخ جریان 

نانومتر توسط  240داده شده و در طول موج 
 50حجم تزریق . گیری شدند اندازه UVآشکارساز 

دستگاه  میکرولیتر بود و جهت تعیین بهترین عملکرد
HPLC فاز متحرک در ،  pH4  مورد بررسی  7و

  .قرار گرفت
  اعتبار سنجی روش

ها در روزهای در این مطالعه علاوه بر تکرار نمونه
، برای HPLCها به دستگاه مختلف و تکرار تزریق

ها، بررسی اعتبار افزایش میزان دقت و صحت داده
، آستانه تشخیص 1بودن های خطیروش با معیار

)LOD(2  و آستانه تعیین مقدار)LOQ(3  از
سازی  المللی متناسب استانداردهای انجمن بین

های دستگاهی مربوط به ثبت داروهای انسانی  روش
)ICH (استفاده شده است .LOD   مقدار غلظتی از

ماده مورد سنجش است که توسط دستگاه 
شود و مقادیر کمتر از این غلظت گیری می اندازه
هرچند  ،های قابل اعتمادی باشندداده توانندنمی

های تواند غلظت روش سنجش مورد استفاده می
اما احتمال  ،را نیز نشان دهد LODکمتر از مقدار 

نیز   LOQ. ها زیاد خواهد بودخطا در این سنجش
باشد که با مقدار غلظتی از ماده مورد سنجش می

دقت و صحت مطلوب توسط دستگاه قابل 
با استفاده از  LOQو  LODمقدار  .تگیری اس اندازه

دست آوردن فاصله از  همنحنی کالیبراسیون و با ب
مقدار . شودمبداء و شیب خط رگراسیون محاسبه می

LOD  برابر فاصله از مبداء تقسیم بر شیب  3برابر با
برابر  10برابر با  LOQخط رگراسیون و مقدار 

                                                 
1 Linearity 
2 Limit of Detection 
3 Limit of Quantification 
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تقسیم بر شیب خط رگراسیون  فاصله از مبداء
  .)22( باشد می

  
  هایافته

  درصد بازیابی ونکومایسین
بـــا بررســـی شـــرایط اســـتخراج بـــرای جداســـازی 

از فاضـلاب بیمارسـتانی بهتـرین شـرایط      ونکومایسین
حاصل شد که در این حالـت   pH=7برای استخراج در 

 ـ 96تا  82میانگین درصد بازیابی بین  دسـت   هدرصد ب
  ).1جدول (آمد 

و  50، 10های های خروجی در غلظتپیک 3در شکل 
در  ونکومایسـین بیوتیک میکروگرم در لیتر آنتی 100
pHهای شاهد انجام شده  های متفاوت که برای نمونه

هـا در  زمان خروج پیـک . است نشان داده شده است
 10هـا بـرای غلظـت    ارتفـاع پیـک  . دباش می 10دقیقه 

کوتاهتر و بـرای غلظـت     pH=3میکروگرم در لیتر و 
بـا  . باشـد بلندتر می pH=7میکروگرم در لیتر و  100

هــا درصــد در نمونــه ونکومایســینافــزایش غلظــت 
.صورت محسوس افـزایش یافتـه اسـت    هبازیابی نیز ب

 pHهای متفاوت و با تغییرات غلظت در ونکومایسینبیوتیک درصدهای بازیابی بدست آمده برای آنتی .1جدول 

 ونکومایسینغلظت 
  100  50  10  )میکروگرم در لیتر(

pH 3 7 3 7 3  7 

  7±48  3±76  4±58  6±85  7±58  3±94  
  91±8  67±10  89±2 64±11 89±2 32±3  %)(تکرار نمونه ها 

    2±53 3±93  5±72  2±102  
  96  66  88 58 82 40  (%)بازیابی میانگین 

  7و  3های pHمیکروگرم در لیتر و در  100و  50، 10از محیط آبی در غلظت های  ونکومایسینهای بازیابی نمایش اختلاف سیگنال .3شکل 
  

  کروماتوگرافی و روش اعتبار سنجی
بعـد از انجـام آنالیزهــای مکـرر در شـرایط مختلــف،     

در  ونکومایســینبهتــرین نتــایج بــرای تعیــین مقــدار  
استونیتریل و در / بافر استات 11به  89درصد حجمی 

4pH=  حاصل شد که در این شرایط زمان خروج پیک
بـودن بـرای    معیار خطی 4در شکل . بود 10در دقیقه 

و  1-50هـای  بـین   دو منحنی کالیبراسیون در غلظت
میکروگرم در لیتـر رسـم شـده و جزئیـات      120-50
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آورده شـده   2مربوط به هر کدام از آنها در جدول 
 ـ  . است وط بـه  با استفاده از منحنـی کالیبراسـیون مرب

میکروگـرم در لیتـر، مقـادیر     50-1محدوده غلظـت  
LOD  وLOQ میکروگـرم در لیتـر    10و  3ترتیب  هب

ای از پیـک خروجـی مربـوط بـه     نمونـه . محاسبه شـد 

که دارای زمان خـروج   ونکومایسینمحلول استاندارد 
های خروجی مربوط دقیقه است در مقایسه با پیک 10

ونــه فاضــلاب اســتخراج شــده از نم ونکومایســینبــه 
  .نمایش داده شده است 5بیمارستانی در شکل 

y = 20599x + 57014
R² = 0.9708
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y = 16774x + 67946
R² = 0.955
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  میکروگرم در لیتر 120الی  50و  45الی  1های در محدوده غلظت ونکومایسینهای کالیبراسیون رسم شده برای آنالیز منحنی. 4شکل 
 

  LOQ و LODمشخصات منحنی کالیبراسیون ونکومایسین،  .2جدول

  محدوده  شیب SDintercept Intercept SDslope  (R2) ضریب همبستگی
)µg/l(  

9708/0 23400 57014+ 892 20599 45-1  
955/0  87523  67946+  1010  16774  120-50  

  intercept نقطه = bغلظت آنالیت و = mشیب، = xمساحت زیر منحنی، = yاست که   y=xm+bمعادله خط
SDslope =انحراف استاندارد شیب خط  

SDintercept = انحراف استانداردintercept  
  

گیـری   توانـد بـر روی نتـایج انـدازه     گذشت زمان می
بنابراین، جهـت تعیـین میـزان دقـت     . گذار باشد تأثیر

های مشخص از محلول غلظت) تغییرات ساعتی(اولیه 
صورت متـوالی تزریـق شـد و     همادر هر یک سه بار ب
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این ) تغییرات روزانه(همچنین برای تعیین دقت ثانویه 
. مجـدداً تزریـق شـدند   ها در سه روز متوالی غلظت

نتایج نشان دهنده این است که دقـت اولیـه و ثانویـه    

 ـ   درصـد  90و  درصـد  95ترتیـب   هبرای ایـن روش ب
 ).3جدول (باشد  می

  
  

  و استخراج شده از نمونه فاضلاب بیمارستانی ونکومایسینهای خروجی از محلول مادر پیک .5 شکل

های متفاوت از های استخراج شده در غلظتبر روی نمونه) دقت ثانویه(و روزانه ) دقت اولیه(خلاصه نتایج مربوط به تعیین تغییرات ساعتی  .3جدول
  ونکومایسین

  (%)درصد تغییرات   )میلی ولت(مقدار پاسخ  نوع دقت )میکروگرم در لیتر( ونکومایسینغلظت

1  
  %2/2 42357±953 اولیه
  %5/2 42890±1108 ثانویه

10  
  %25/4  149230±6341 اولیه
  %92/5  185433±10938 ثانویه

15  
  %93/2  410292±11936 اولیه
  %1/3  420590±13055 ثانویه

50  
  %91/2  993724±28934 اولیه
  %03/3  878368±26621 ثانویه

100  
  %19/2  1815309±39853 اولیه
  %45/5  1794881±97891 ثانویه

  

 بحث

تا حالت خنثی باعث افزایش راندمان  pHافزایش 
شود که علت این بازیابی و بهبود شرایط استخراج می

افزایش امر ماهیت شیمیایی ونکومایسین و 
نزدیک  pHپذیری آن با ستون استخراج در  واکنش

بودن راندمان نکته قابل توجه بالا. باشد می 7به 

بازیابی در این مطالعه نسبت به کارهای قبلی 
نکته مهم در روش شناسی استخراج . )21(باشد  می

ماده مورد سنجش، شاخص درصد بازیابی است که 
. باشدروش مینشان دهنده  میزان عملکرد مطلوب 

البته در برخی مواقع ممکن است میزان درصد 
باشد که علت این امر % 100بازیابی بیشتر از 
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این . تواند ناشی از خطای دستگاه و یا فرد باشد می
تواند بعنوان یک درصد می 89مطالعه با بازیابی 

 ونکومایسینبیوتیک روش مناسب برای استخراج آنتی
همچنین تعیین دقت و . اشداز فاضلاب بیمارستانی ب

های گیری یک ماده بعنوان شاخصمحدوده اندازه
در روش مورد مطالعه . اصلی ارزیابی مطرح هستند

معیار دقت از میزان بهینه و قابل قبول آن برای 
آزمایشات علوم تجربی بیشتر بوده و قادر به تعیین 

درصد  90با دقت بیش از  ونکومایسینمقدار 
های مهم مباحث مربوط  یگر از بحثیکی د .باشد می
شده بر  در مطالعات انجام. باشدمی LOQو  LODبه 

های آبی از جمله فاضلاب بیمارستانی روی محیط
هایی در محدوده میکروگرم در لیتر از غلظت

، که محدوده )4(وجود داشته است  ونکومایسین
 گیری این روش نیز در محدوده مطلوبیاندازه

)LOD=3 قرار دارد و بنابراین ) م در لیترمیکروگر
های موجود را با قابلیت اعتماد زیادی تواند غلظتمی

ای در مقایسه این روش با مطالعه. تعیین مقدار کند
که در آن سیستم طیف سنجی جرمی جفت شده با 

اند در ، محققان توانسته)23(پیرولیز به کار رفته بود 
میکروگرم در  LOD=1به  ونکومایسینگیری  اندازه

شده  لیتر برسند که نسبت به این روش، روش ارائه
های بیشتر و اجرای آن در گیآنها دارای پیچید
همچنین در روشی با . تر استآزمایشگاه سخت

استفاده از سیستم کروماتوگرافی مویین 
الکتروسنتتیک باردار که یک سیستم غیرمتعارف هست 

لیتر دست یابند  گرم در LOD=1اند به توانسته )24(
تر و با که نسبت به این مطالعه روشی نامطلوب

  .آیدحساسیت کمتر به شمار می
در روشی که در آن از سیستم کروماتوگرافی مایع  

با عملکرد بالا به همراه آرایه دیودی برای 
های بتالاکتام از جمله بیوتیکگیری آنتی اندازه

و  LODاند به ونکومایسین استفاده شده توانسته

LOQ  میکروگرم در لیتر برسند  200و  70بترتیب
که در مقایسه با روش استفاده شده در این مقاله، 

در نهایت، با .  )20(باشد روشی با حساسیت کمتر می
این که روش کروماتوگرافی مایع همراه با 

سنجی جرمی قدرتمندترین روش برای  طیف
است اما سیستم شناسایی و تعیین مقدار ونکومایسین 
همراه آشکارساز  کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا به

ترین و کم ترین، سادهماوراء بنفش متداول
های بیوتیکگیری آنتیترین روش برای اندازه هزینه

  .)25(های محیطی می باشد گروه بتالاکتام در نمونه
  

  نتیجه گیری
ها با بیوتیکاین مطالعه نشان داد که استخراج آنتی

د توان میفاز جامد و آنالیز با کروماتوگرافی مایع 
عنوان یک روش قابل اطمینان و ساده برای تعیین  هب

های با ترکیب پیچیده ها از محیطمقدار آنتی بیوتیک
همچنین . مانند فاضلاب مورد استفاده قرار گیرد

عنوان یک  هتواند بشده می شناسی ارائهنتایج و روش
دستورالعمل اختصاصی برای استخراج و تعیین مقدار 

های های بیمارستانی و محیطدر فاضلاب ونکومایسین
  .مشابه استفاده شود

  
  و قدردانی تشکر

بخشی از طرح تحقیقاتی با عنوان  حاصل این مقاله
 و ایمیپنم هایبیوتیکآنتی غلظت گیری اندازه

 فاضلاب و بیمارستانی فاضلاب در ونکومایسین
 تبریز شهر فاضلاب خانهتصفیه از خروجی و ورودی

 مصوب دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی
 شماره مصوببا  1391 در سالتبریز  درمانی

وسیله از معاونت  که بدین است 6856/53/5
های آن آوری دانشگاه در تأمین هزینهتحقیقات و فن

  .دگرد میتشکر و قدردانی 
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ABSTRACT 
  

Background & Objectives: Vancomycin, as β-lactam classes of antibiotics, is widely used for treating 
infectious diseases in hospitals. Therefore, it is necessary to establish a method for precise 
measurement of vancomycin in hospital sewage as an emerging pollutant that causes bacterial 
resistance.    
Methods: In this study, solid phase extraction was used for separation of vancomycin from hospital 
wastewater. Vancomycin recovery rate were investigated at pH 3 and 7. The extracted samples were 
passed through a C18 column at 20 °C using different ratios of mobile phase of acetate/acetonitrile 
buffer with flow rate of 0.8 ml min-1. The quantity of vancomycin in samples was detected by high 
performance liquid chromatography (HPLC) equipped with UV detector at 240 nm wave length. 
Results: The best condition for extraction was achieved at pH=7 with a recovery of 89%. Better 
results were obtained by mobile phase of acetate/acetonitrile buffer with volume ratio of 89:11 at 
pH=4. The linearity coefficients (R2) of 0.97 and 0.96 were obtained for vancomycin concentration 
ranges of 1-45 and 50-120 µg l-1 at optimum condition, respectively. Limit of Detection (LOD) and 
Limit of Quantification (LOQ) were calculated as 3 and 10 µg l-1 respectively. Also, variations in 
precision of both hourly and daily measurements of standard solution were less than 10%. 
Conclusion: The results of this study might be applied as a specific method for extraction and analysis 
of vancomycin antibiotic in hospital sewage samples. 
Keywords: Vancomycin; Hospital Wastewater; Liquid Chromatography; Solid Phase Extraction. 
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