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١٩٥

  
  
  
  

لا جدا شده از يدروفين در آئروموناس هيکلي تتراسي مقاومت به اکسيبررس
  ي پرورش (Oncorhynchus mykiss)ن کماني رنگيآلا قزل

  
  ۱خليلي تاي بو۱ يم موسويمر، ۱ي نعمت الهي محمد عل،۱د فرحمنديحم، ۱*یميرواقفرضا يعل، ۱ي ضرغاميصغر

  ، ايرانهرانگروه شيلات دانشكده منابع طبيعي دانشگاه ت ۱
  )۳/۱۱/۱۳۹۰:  تاريخ تصويب، ۲۹/۱/۱۳۹۰: تاريخ دريافت(

  
  دهيچک

ط ي در محيکيوتي بيش مقاومت آنتي در سراسر جهان باعث افزاي و درمانيريشگي اهداف پيک ها برايوتي بيش از حد از آنتياستفاده ب
 است که ييک هايوتي بين از جمله آنتييمت پايو قت يع فعاليف وسين به خاطر طيکلي تتراسياکس.  شده استيکربي در معرض ميها

ها در ين باکتري متحرک معمول تريگر آئروموناس هايلا و ديدروفيآئروموناس ه.  شوديان استفاده مي در مزارع آزاد ماهياديزان زيبه م
ش ين آزمايدر ا.  شوندي ميان پرورشي در ماهي سميسپتها اغلب سبب ين باکترين در سراسر جهان هستند و ايري آب شيستگاههايز

لا يدروفي به عنوان آئروموناس هييايميوشي بين کمان با استفاده از تست هاي رنگي قز آلاي جدا شده از ماهيهاي درصد از باکتر۵۰
 يلا جدا شده در غلظت هايدروفي آئروموناس هيهايه باکترين عليکلي تتراسياکس )يحداقل غلظت بازدارندگ( MIC. شناخته شدند

 که از رشد آئروموناس ين غلظتي کمتر . شدنيي آگار تعيق سازي با استفاده از روش رقتري ليليبر مکروگرم ي م۱۰،۸،۴،۲،۱،۰
 يتر اکسي ليليکروگرم بر مي م۳۰لا به يدروفي مقاومت آئروموناس هيدر بررس. تر بودي ليليکروگرم بر مي م۲ کرد يريلا جلوگيدروفيه

  .ها مقاوم بودنديکتر از باد درص۴۰ ،نيکليتتراس
  

 لايدروفين کمان، آئروموناس هي رنگي، قزل آلايکيوتي بيمقاومت آنت: يدي کلواژه هاي
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١٩٦

  مقدمه
ردار  برخوييد بالاي و قزل الا در جهان از تولانيآزاد ماه
 Miranda)  استيد پرورشين تولي درصد ا۶۰ که هستند

and Zemelman, 2002) . ران ي فائو ا۲۰۰۸بر اساس آمار
د ي کشور تول از بزرگترین تن۷۶۱ هزار و ۵۸د يبا تول

 احتمال يابين ارزيبنابر ا .کننده قزل آلا در جهان است
 ين کمان براي رنگيان قزل آلاي ماهييايمقاومت باکتر

جاد ي ايبه پرورش دهندگان و دامپزشکان براکمک 
  . مناسب استييايميت بهتر و موثرتر مواد شيريمد

 متحرک يگر آئروموناس هايلا و ديدروفيآئروموناس ه
ن در يري آب شيستگاههايها در زين باکتريمعمول تر

 يسپتها اغلب سبب ين باکتريسراسر جهان هستند و ا
. (Cipriano, 2000) شوندي ميان پرورشي در ماهيسم

 است و از ين انسان و ماهيبقابل انتقال  ين باکتريا
 انسان جدا شده يا عمومي ي موضعيعفونت ها

 و يريشگي پيبرا (Janda and Abbott, 1996).است
 يها از آنتين باکتريتوسط اجاد شده ي ايهايماريدرمان ب

 ياکس.  شودي استفاده مي مختلفيک هايوتيب
ن ييمت پايت و قيع فعاليف وسيطن به خاطر يکليتتراس

  شوديان استفاده مي در مزارع آزاد ماهياديبه مقدار ز

(Miranda and Zemelman, 2002) .ن مسئله خود يهم
مزارع آزاد ن در يکلي تتراسيش مقاومت به اکسيسبب افزا

و همکارانش در سال Akinbowale  . شوديان ميماه
 جدا يهاي باکترن را دريکلي تتراسي مقاومت به اکس۲۰۰۷

  کردندين کمان در دانمارک بررسي رنگيشده از قزل آلا
(Akinbowale et al., 2007). ياستفاده از اکس 

 در درمان ي اثرات منفي داراي پرورين در آبزيکليتتراس
ر يا غيم يجه انتقال مستقي انسان در نتيعفونت ها

 ,.Smith et al)  مقاوم به انسان استيم پاتوژن هايمستق

1994) .MICک است که يوتي بين غلظت از آنتي کمتر
 ۴۸‐ ۲۴ت بعد از ي پل۳ت از ي پل۲ در يمانع از رشد باکتر

 به .(Miranda and Zemelman, 2002)  شوديساعت م
 شود که ي باعث ميدست آوردن حداقل غلظت بازدارندگ

 از دارو مانع از رشد يما با استفاده از غلظت مناسب
 از غلظت مناسب دارو يعدم آگه.ميو مورد نظر شيباکتر

 مورد نظر ين رفتن باکتري نه تنها باعث از بيه باکتريعل
 و يجاد مقاومت در آن باکتري شود بلکه باعث اينم

 يها مير باکتري مقاومت به ساين انتقال ژن هايهمجن
 ي درمان موثر در آبزي از جمله موارد مهم برا.شود
 يکربي مت ضدي، دانش مربوط به حساسيپرور
 Uhland and) شوند درمان  است که قرار استييهايباکتر

Higgins, 2006) . پس به دست آوردنMICي برا 
هدف از  . مناسب درمان موثر استيين کارايتخم/نييتع
ه ين عليکلي تتراسياکس MICن يين مطالعه تعيا

 قزل يلا جدا شده از ماهيدروفي آئروموناس هيهايباکتر
  . استين باکتري مقاومت اي بررسن کمان وي رنگيآلا
  

  مواد و روشها
  ينمونه بردار

 ياز فروشگاهها يز و اندازه بازاريدر سا ي عدد ماه۳۰
 به صورت زنده در استان البرز، شهر کرج يع ماهيتوز
شگاه يخ به آزماي يسه هاي شد و نمونه ها در کيداريخر
ط يدر شرا. افتي انتقال يعيلات دانشکده منابع طبيش

ها  ر هود و با استفاده از دستکش نمونهيل در زيلا استرکام
 شدند و با استفاده از ي ضد عفون درصد۷۰د ي سفبا الکل

ح شدند و روده يل نمونه ها تشريح استريل تشريوسا
ل قرار داده شد، سپس يت استري جدا شد و در پليماه

  .ه شدي تخلي روده ماهيمحتوا
  

  لايدروفي آئروموناس هيجداساز

ط کشت يل به محيه روده با استفاده از سرنگ استرنمون
ن پپتون واتر انتقال داده شدند ودر انکوباتور در يآلکال
 ي ساعت برا۱۸گراد به مدت ي درجه سانت۳۷ يدما
 لايدروفي آئروموناس هيها ي باکتريساز يغن

(Vivekanandhan et al., 2002)قرار داده شد  .  
 رشد کردند و با يها به خوبين مدت باکتريبعد از ا

ر هود و در کنار شعله از يل، در زياستفاده از آنس استر
ط يح در مي باکترين پپتون واتر مقداريط آلکاليمح

 ۳۷ ي کشت داده شد، و در انکوباتور در دما1TSAکشت 
                                                 

1 Trypticase Soy Agar 
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١٩٧

از .  ساعت قرار داده شد۲۴گراد به مدت يدرجه سانت
ته  بر داشيک کلوني ي به طور تصادفيياي باکتريکشت ها

 TSAط يل در محيط استرين بار در شرايشد و چند

 .دياي خالص به دست بي هايزوله داده شد تا کلنيکشت ا
 ,Urea, Catalasيصي تشخين مدت از تست هايبعد از ا

Oxides, MR-VP, Nitrate, MIS, Glocuze, Simmon 
citrate, TSI, OF لا يدروفي آئروموناس هيي جهت شناسا

  .استفاده شد
سه آن با نمونه ي و مقاييايميوشي بيز انجام تست هابعد ا

 ه شده از موسسهيلا تهيدروفيآئروموناس ه(شاهد 
سه آن با يز مقايو ن) ي رازيقات واکسن و سرم سازيتحق

  . شديي شناساين باکتريجدول راهنما ا
  
   :٢(MIC)ين حداقل غلظت بازدارندگييتع

 ي برا جدا شدهيلايدروفي آئروموناس هيهايهمه باکتر
  . استفاده شدنديکيوتي بيت آنتيتست حساس

MICجدا شده به ي هايه باکترين عليکلي تتراساي اکس 
ته ي کمي آگار طبق استانداردهايق سازيله روش رقيوس

 National Committee for Clinical] ين الملليب

Laboratory Standards(NCCLS), 1997] شدانجام  .
زان ين به ميکلي تتراساي محلول اکسيابتدا استوک اصل

زان ي و به مه شديتر تهي ليليکروگرم بر ميم۱۰۰۰
ط مولر يتر به محي ليليکروگرم بر ميم۰،۱،۲،۴،۸،۱۰،۳۰

 به منظور .هر کدام در دو تکرار اضافه شدنتون آگاريه
نمونه ،ييايون متوسط باکتريک سوسپانسي به يابيدست

 کشت نتون براثيط کشت مولر هي در محيياي باکتريها
 ساعت ۲ ‐۶کر دار به مدت يدر انکوباتور شداده شدند و 

  .  شدند درجه قرار داده۳۷ يدر دما
م يد کدروت به حد محلول استاندارد نين مدت بايبعد از ا

 ۵/۰ه محلول استاندارد مقدار يبه منظور ته(مک فارلند
تر ي ليلي م۵/۹۹ک درصد به يم يد باريتر از کلري ليليم

در . برسد)  شودي نرمال اضافه م۳۶/۰ک يد سولفورياس
 يلي در مي کلون۱۰۸ها به ين صورت غلظت باکتريا
ط مولر ي کشت در محيبرارسد که ي م) (cfu/mlتريل

                                                 
2 Minimum inhibitory concenteration 

با استفاده از روش ن يکلي تتراسي اکسينتون حاويه
بعد از . ق شديرق cfu/ml۱۰۴ن غلظت به ي ايق سازيرق

کوباتور در  در انط نمونه هاين محيها در ايکشت باکتر
 ساعت قرار ۲۴‐۴۸گراد به مدت ي درجه سانت۲۲ يدما

  . (NCCLS, 1997)  ندداده شد

ن مطالعه سوش خالص آئروموناس ينمونه شاهد در ا
قات واکسن و سرم يموسسه تحقلا بود که از يدروفيه

  . شديداريدر استان البرز خر ي رازيساز
  

  جينتا
  يياي باکترييشناسا

 يل برايش استري آزماير لوله ها دييايميوشي بيتست ها
 ۳۷ ي ساعت در انکوباتور در  دما۲۴‐۴۸مدت زمان 

ج به دست آمده به شرح يگراد انجام شد ونتايدرجه سانت
  .ر بوديز

 را ييايميوشي بيج حاصل از تست هاينتا،۱،۳،۲ولاجد
 يج تست هايج با نتاين نتايسه ايبا مقا.  دهندينشان م

 يداريلا خريدروفيموناس ه سوش خالص آئرويائيميوشيب
، ي رازيقات واکسن و سرم سازيشده از موسسه تحق

ج با جدول استاندارد مربوط به يسه نتاين با مقايهمچن
 ,Whitman and Mac Nair)لا يدروفيآئروموناس ه

از .  دي گردييلا را شناسايدروفي گونه آئروموناس ه(2004
 ينه هانمو( درصد نمونه ها۵۰ مورد نظر يکل نمونه ها

۱ ،۵ ،۱۱ ،۱۲ ،۱۴ ،۱۶ ،۱۸ ،۲۰ ،۲۱ ،۲۲ ،۲۵ ،۲۶ ،۲۷ ،
چون مطابق با جدول استاندارد و مشابه تست ) ۳۰، ۲۸
لا بودند يدروفي مربوط به سوش خالص آئروموناس هيها

 .لا شناخته شدنديدروفيبه عنوان آئروموناس ه
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  ن کماني رنگي جدا شده از روده قزل آلايهاي باکتريئايميوسيات بي خصوص‐۱جدول
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  ن کماني رنگي جدا شده از روده قزل آلايهاي باکتريئايميوسيات بي خصوص‐۲جدول 
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  ن کماني رنگي جدا شده از روده قزل آلايهاي باکتريئايميوسيات بي خصوص‐۳جدول
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  ‐  +  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  دياس/دياس  +  +  ۱۴نمونه
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  ن کماني رنگي جدا شده از روده قزل آلايهاي باکتريئايميوسيات بي خصوص‐۴جدول
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  ن کماني رنگي جدا شده از روده قزل آلايهاي باکتريئايميوسيات بي خصوص‐۵جدول
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  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  دياس/دياس    +  ۲۵نمونه

  
  

  ن کماني رنگيان قزل آلاي جدا شده از روده ماهيهاي باکتريئايميوشيات بي خصوص‐۶جدول
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  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  باز/دياس  +  +  ۲۶نمونه 
  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  ‐  دياس/دياس  +  +  ۲۷،۲۸نمونه

  ‐                ‐  ‐  ‐  دياس/دياس  +  +  ۲۹نمونه
  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  دياس/دياس  +  +  ۳۰نمونه

  
  
  



  ...ن در آئروموناس هيدروفيلا بررسي مقاومت به اکسي تتراسيکلي                                                                                                          

 

 

٢٠٠

  
  لايدروفي سوش خالص آئروموناس هيئايميوشيات بي خصوص‐۷جدول
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  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  ‐  دياس/ دياس  +  +  سوش خالص

  
  يحداقل غلظت بازدارندگ
ن در يکلي تتراسي اکسي بازدارندگيدامنه حداقل غلظت ها

 که قبلا ذکر شد يهمان طور . نشان داده شده است۱نمودار
ن  يکلي تتراسي مورد استفاده اکسيغلظت ها

در نمونه . تر بودي ليليکرو گرم بر مي م۰،۱،۲،۴،۸،۱۰،۳۰
ن استفاده نشده بود همه يکلي تتراسيشاهد که از اکس

چ گونه ي ساعت رشد کردند و ه۲۴ها ظرف يباکتر
 يليکروگرم بر مي م۱در غلظت .  نشان ندادنديتيحساس

 يعني ساعت رشد کردند ۲۴‐۴۸درصد ظرف ۸۰ز يتر نيل
ش غلظت ين غلظت حساس بودند ، با افزاي درصد به ا۲۰
ت يدا و حساسين مقاومت کاهش پيکلي تتراسياکس
 يلي بر مکروگرمي م۳۰مثلا در غلظت . کنديدا ميش پيافزا

 درصد مقاوم ۴۰( ها حساس هستندي درصد باکتر۶۰تر يل
  ).هستند

  

نمودار  1 - غلظت های حداقل بازدارندگی اکسی تتراسيکلين عليѧه باکتريهѧѧای  
آئروموناس هيدروفيلا جدا شده از مѧاهی قѧزل آلا  
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  يريجه گيبحث و نت
  لايدروفي آئروموناس هييشناسا

لا معمول يروفدي آئروموناس هينکه باکتريبا توجه به ا
ن در سراسر يري آب شيستگاههايها در زين باکتريتر

ش که ين آزمايجه اي نت،(Cipriano, 2000) جهان هستند
 ي با استفاده از تست هايياي باکتري درصد از نمونه ها۵۰

لا شناخته شدند کاملا يدروفي  آئروموناس هييايميوشيب
 حاصل از مطالعه يافته هايجه با ين نتيا.  استيعيطب

Hatha (2005) يهاي درصد از باکتر۶۱ مطابقت دارد که 
به ن يري آب شيان پرورشيجدا شده از مزارع ماه

گر ي ديدر مطالعه ا.  شديلا مربوط ميدروفياس هآئرومون
انجام شد  Miranda and Zemelman (2002) که توسط



  ۲۰۳ تا ۱۹۵، از صفحه ۱۳۹۱، تابستان ۲، شماره ۶۵نشريه شيلات، مجله منابع طبيعي ايران، دوره 
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 ي جدا شده از مزارع پرورشيهاين درصد باکتريشتريب
 سودوموناس فلورسنس و آئروموناس يلي در شانيآزاد ماه

 از حضور يج به دست آمده حاکينتا .لا بودنديدروفيه
 قزل آلا در يلا در مزارع پرورشيدروفي آئروموناس هيبالا

 يجاد نگرانين مسئله باعث اياطراف استان البرز است که ا
م ي به انسان به صورت مستقين باکترينه انتقال ايدر زم

  .م استير مستقيا غي
  

  يحداقل غلظت بازدارندگ

، ي پروري درمان موثر در آبزياز جمله موارد مهم برا
 يکربيضد مت و مقاومت يدانش مربوط به حساس

 ,Uhland and Higgins) درمان شده استيهايباکتر

ن يتخم/نيي تعي براMIC پس به دست آوردن .(2006
  . مناسب درمان موثر استييکارا

کروگرم ي م۲ش ين آزماي به دست آمده در اMICزان يم
 و همکارانش Spangaardکه با مطالعه . تر بودي ليليبر م

 ي اکسMICند که مطابقت داشت که ثابت کرد) ۱۹۹۳(
تر ي ليليکروگرم بر مي م۶.۲۵ تا ۰.۳۹۱ن از يکليتتراس
 .است
MICين در مطالعات مختلف رنج هايکلي تتراسي اکس 
ست که احتمالا ي ني دهد و عدد ثابتي را نشان ميمختلف
 ي مورد بررسي ماهن گونهي و همچنيطيط محيبه شرا
  . دراديبستگ

،  حاضريدر بررسلا جدا شده يدروفياز کل آئروموناس ه
 MIC ۳۰,ن با يکلي تتراساي درصد از آنها به اکس۴۰

 که يدر مطالعه ا. تر مقاوم بودندي ليليکروگرم بر ميم
در مورد ) ۲۰۰۷( و همکارانش Akinbowal توسط
ن کمان در ي رنگي جدا شده از مزارع قزل آلاي هايباکتر
  جدا شده ازيهاي درصد از باکتر۹/۳۰ا انجام شد ياسترال

ج با ين نتاين مقاوم بودند که ايکلي تتراسيان به اکسيماه
با توجه به .  حاصل از مطالعه ما مطابقت داشتيافته هاي
ع يف وسيک با طيوتي بيک آنتين يکلي تتراسينکه اکسيا

ک يوتي بين آنتيز دارد، از اي نينييمت پايت است و قيفعال
 که  شود،ي استفاده مي در مزارع پرورشياديزان زيبه م

ن يهم] ستين قاعده مستثنا نيز از ايران نيکشور ا

ش ين منجر به افزايکلي تتراسياد از اکسياستفاده ز
 شود، که باعث يک ميوتي بين آنتيها به ايمقاومت باکتر

 ي عفونيهايمارينه درمان بي در زميجاد مشکلات بزرگيا
 تواند به صورت ين مقاومت ميبعلاوه ا.  شوديان ميدر آبز
ز منتقل شود، که در يم به انسان نير مستقيا غيم يمستق

  . افتدي به خطر مين صورت سلامت عموميا
 ي باشد براي تواند زنگ خطريج به دست آمده مينتا

 ير آنتيا از ساي، که  و دامپزشکانپرورش دهندگان
 به آنها دارند يشتريت بيها حساسيکها که باکتريوتيب

 ي آنتي براينيگزيکر جا به فيا به طور کلياستفاده شود ، 
ک باشد تا احتمال انتقال مقاومت به انسان کاهش يوتيب
  .دا کنديپ

ط يز در مورد موارد جدا شده از محي نييهايالبته بررس
 يک انجام شده که درصدهايوتي بير آلوده به آنتي غيها

 يک ها نشان ميوتي بي از مقاومت را نسبت به آنتيمختلف
 و ي مقاومت ذاتيسم هاي مکاندهد، که ممکن است در اثر

  .(Miranda and Zemelman,2002) ر قابل انتقال باشديغ

، يگرم منف bacilli ياهي اکثر باکترياساس مقاومت ذات
سم ي است، همراه با مکانين غشا خارجيي پايرينفوذ پذ

 از يعيف وسيکه ط، efflux ي مقاومت مثل پمپ هايها
، دترجنت ها و ک هايوتي بي مثل آنتيکربيمواد ضد م

 Miranda and) کنديرون پمپ مي را به بي آليحلال ها
Zemelman,2002) .  

 يوع مقاومت آنتيک ها، شيوتي بيدر عدم حضور آنت
 مواد يل سطوح نسبتا بالاي ممکن است به دليکيوتيب

 مقاوم در يهايش تعداد باکتري باشد که باعث افزايمغذ
 يتفاده از آنتط عدم اسي در شراي پروري آبزيط هايمح

 رسد که در اثر يها به نظر مين باکتريک باشد، ايوتيب
 ي غشا خارجين هاير در پروتئيي که باعث تغييجهش ها

 Miranda and)ک مقاوم شونديوتي بي شود به آنتيم

Zemelman,2002) .Kerry با  (1995) و همکارانش
 مقاوم ي گرم منفيک هايوتي بي آنتيمشاهده تعداد بالا

 يت شده با اکسي پلين در غذاهايکلي تتراسيبه اکس
کروفلور مقاوم ين و بدون آن ثابت کرد که ميکليتتراس

ش ين منابع افزايوارد شده به غذا ممکن است از مهمتر
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 يحضور بالا .ستم ها باشدين سيشدت مقاومت در ا
 جدا شده از يهاين در باکتريکلي تتراسيمقاومت به اکس

ما به ي که مستقيان بازارن کمي رنگيان قزل آلايماه
 بر ي اثرات منفي تواند داراي رسد ميمصرف انسان م

 ،ندازدي را به خطر بيسلامت انسان باشد و سلامت عموم

ن ي که اييشتر در ارتباط با ژن هاياز به مطالعه بيپس ن
ن ي کند و همچني مختلف کد ميهايمقاومت را در باکتر

ت انسان از يعن ژن ها به جمي احتمال انتقال ايبررس
 . دارديق مصرف ماهيطر
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Abstract 
The intensive use of antimicrobial agents worldwide for prophylactic and therapeutic purposes has 
been associated with increase of bacterial resistance in the exposed microbial environment. 
Oxytetracycline is the most frequently used antibacterial in the cold water fish industry because of 
its broad spectrum of activity and low cost. Aeromonas hydrophila and other motile aeromonads are 
among the most common bacteria in freshwater habitats throughout the world, and these bacteria 
frequently cause disease among cultured fishes. In this study, 50% of isolates from intestine of 
rainbow trout were identified as Aeromonas hydrophila by using biochemical technique. 
Oxytetracycline MICs were determined using agar dilution method at dosage 0,1,2,4,8,10 µl/ml. ٤٠%  
of Aeromonas hydrophila was resistant to 30 µg/ml of oxytetracycline. The use of oxytetracycline 
in aquaculture might produce some negative impact on the treatment of human infections as a 
consequence of either direct transmission of resistant pathogens to humans, or indirectly through the 
transfer of resistance genes from environmental bacteria to human pathogens which is major risk for 
public health. 
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