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Ozet: Bu calisma, Marmara Bélgesi’ ndeki bir isletmede kiiltiirli yapilan Karadeniz alabaliklarinda (Salmo trutta labrax)
gorilen olimlerin nedenini belirlemek, etkenin dokularda meydana getirdigi patolojik degisikliklerin tespiti yani sira
etkene karsi uygun olan tedaviyi belirlemek amaci ile yuritilmastir. Bu amagla alti adet hasta Karadeniz alabaligi (400
-500 g) bakteriyolojik, parazitolojik ve histopatolojik metotlar kullanilarak incelenmistir. Hasta alabaliklarda dis bakida
sirt bolgesinde renkte koyulagsma, adipoz yiizgeg ve kuyruk yiizgeglerinde erime yani sira kaudal ylzgeg etrafinda
kaslara kadar inen derin deri lezyonlari; i¢c bakida ise splenomegali, karacigerde solgunluk, sindirim kanali etrafindaki
damarlarda hiperemi gibi klinik bulgular tespit edilmistir. incelenen hasta baliklarda ekstern veya intern herhangi bir
parazitin varligina rastlanilmamistir. Hasta baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi i¢ organlarindan Tryptic Soy Agar
(TSA) besiyerine yapilan ekimlerin inkiibasyonu sonucunda besiyerinde Ureyen bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri incelendiginde izole edilen bakteriler Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus sp. olarak
identifiye edilmis ayrica izole edilen bu bakterilerin en gok flumekuine karsi duyarl oldugu tespit edilmistir. Histopatolo-
jik olarak, pilorik sekalar arasinda hemoraji, bagirsak Iimenini 6rten epitel hiicrelerinde nekroz ve limene dokilme,
bdbrek tubdlerinin parankim epitelyum hiicrelerinde dejenerasyon, periglomerular 6dem, hemapoietik dokuda bosalma,
karacigerin parankim hucrelerinde dejenerasyon ve nekroz, dalak dokusunda kirmizi pulpada bosalma ve melanomak-
rofaj odaklari yani sira solungag filamentlerinde nekroz goézlenmistir. Bu ¢alisma ile kiltir galismalari yapilan hasta
Karadeniz alabaliklarinda ilk kez hastalik etkeni olarak Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus sp. izole ve iden-
tifiye edilmis ayrica bu patojen bakterilerin dokularda meydana getirdigi patolojik degisiklikler detayh bir sekilde veril-
migtir.

Anahtar kelimeler: Flumekuin, histopatoloji, Karadeniz alabali§i, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus sp.

Mix Infection in the Cultured Black Sea Trout (Salmo trutta labrax)

Summary: This study was carried out for the investigation of the mortalities observed in Black Sea trout (Salmo trutta
labrax) reared in a fish farm in Marmara Region, detection of pathological changes in tissues caused by agents and
also for determination of proper treatment against isolated pathogens. For this purpose, six moribund Black Sea trout
(400-500 g) were examined by using bacteriological, parasitological and histopathological methods. Externally, affected
fish showed darkening of skin, deep skin lesions with exposure of muscle around the caudal fin as well as adipose and
caudal fin erosions also the lesions down into the skeletal muscles around the caudal fin; internally pale liver, hypere-
mia around the gastrointestinal tract. Both external and internal parasites were not found on the affected fish samples.
Bacterial inoculations were made from the visceral organs such as liver, spleen and kidney. Depending on the morpho-
logic, physiologic and biochemical properties, bacterial isolates recovered from the fish samples were identified as
Pseudomonas fluorescens and Staphylococcus sp. It was also determined that these isolates are the most sensitive to
flumequine. Histopathologically, hemorrhages between the pyloric ceca; sloughing of the epitelial cells of mucosa to
the lumen; degeneration of the parenchyma epithelial cells of the kidney tubules, periglomerular oedema and depletion
of the haemopoietic tissue; degeneration of the liver parenchyma cells; depletion of red pulp and melanomacrophages
center in the spleen and also necrosis in the gill flaments were observed. In this study, Pseudomonas fluorescens and
Staphylococcus sp. were isolated and identified from cultured Black Sea trout for the first time as a disease agents as
well as detailed pathological changes caused by these pathogenic bacteria in tissues.

Key words: Black Sea trout, flumequine, histopathology, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus sp.

Giris da yer almaktadir (30). Ancak son yillarda artan tale-
. bin karsilanmamasi nedeniyle gokkusag alabaligina
Ulkemizde 1970’ li yillarda dretimine baslanilan gok- alternatif olarak dogal ortamdan yakalanarak kiiltiire
kusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) 2016 yil alinan Karadeniz alabaligi( Salmo trutta labrax) yetis-
TUIK verilerine gére 99712 tonluk Gretim ile i¢ sular- tiriciliginde biiyiik ilerlemeler saglanmistir. Giiniimiiz-
da gerceklestirilen yetistiricilik faaliyetinde birinci sira- de ekonomik degerinin ve biylime hizinin yiiksek

olmasi gibi nedenlerle Karadeniz alabahginin yetistiri-
Gelis Tarihi/Submission Date :20.03.2018 cilik galismalari hiz kazanmistir (5,17,27). Bu nedenle
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alternatif olan bu tirtn Gretimini olumsuz yonde etki-
leyebilecek balik hastaliklari konusunda da arastir-
malarin yapilmasi gerekmektedir. Ulkemizde Karade-
niz alabaliginin bakteriyel hastaliklari ile ilgili calisma-
lar kisithidir. Bugune kadar yapilan ¢alismalarda Ka-
radeniz alabaliklarinda bakteriyel bébrek hastalig
(26) yani sira streptokok enfeksiyonunun gérildigu-
ne dair raporlar mevcuttur (31).

Pseudomonas genusuna mensup olan bakteriler;
suyun mikrobiyal florasinda, deniz ve tatli su baliklari-
nin bagirsak floralarinda ve solungaglarinda normal
olarak bulunabilen ancak baliklarin bagirsak florasin-
da stres aninda Pseudomonas enfeksiyona neden
olan firsat¢i patojenlerini icermektedir (7, 28). Balik-
larda goérilen Pseudomonas enfeksiyonlarina neden
olan etkenler arasinda Pseudomonas fluorescens, P.
anguilliseptica, P.chlorapsis P.stutzeri, P.putida ve
P.pseudoalcaligenes gibi farkli Pseudomonas turleri
bildiriimesine ragmen en yaygin olan tiriin P. fluores-
cens oldugu bilinmektedir (7,11,28).

Septisemi ile karakterize edilen Pseudomonas enfek-
siyonunun etkenlerinden P. fluorescens’ in gimis
sazan baliginda (Hypophthalmichthys molitrix) (14),
altin baliginda (Carassius auratus) (12), kadife bali-
ginda (Tinca tinca) (1), gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) (2,9,25) ve Hint sazaninda
(Catla catla) (16) Pseudomonas enfeksiyonuna ne-
den oldugu rapor edilmistir.

Dogada olduk¢ca genis bir alana yayllmis olan
Staphylococcus genusu Uyelerinden Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, S. warneri, S. hominis subsp.
hominis ve S. cohnii subsp cohnii’ nin yurdumuzda
kiltur alabaliklarinda hastalik olusturduguna dair
bircok calisma bulunmaktadir. Enfekte baliklarda
renkte koyulagsma, gbézde ekzoftalmus ve/veya g6z
kaybi yani sira hemoraji bildirilen en belirgin klinik
tabloyu olusturmaktadir (3,20,29,30).

Bu galisma, Marmara Bdlgesi’ nde kiiltiir galismalari
yapilan Karadeniz alabaliklarinda yiksek oranda
mortaliteye neden olan hastalik etkeninin tespiti yani
sira hastalik etkenin dokularda meydana getirdigi
hasari ortaya ¢ikarmak ve etkenlere kargi uygun te-
davi ydnteminin belilenmesi amaciyla yuratulmustur.

Gereg ve Yontem
Hasta baliklarin temini

Bu calismada Marmara Bolgesi’ ndeki bir isletmeden
temin edilen 400-500 g agirligindaki alti adet hasta
Karadeniz alabalidi materyal olarak kullaniimistir.
Hasta baliklara parazitolojik, bakteriyolojik ve histopa-
tolojik muayene yontemleri uygulanmigtir. Ornekle-
menin yapildigi bahar dénemde (Nisan ayi) hasta
baliklarin temin edildigi isletmedeki havuzlarda su
sicakhginin 18-20°C, oksijen seviyesinin 6-8 mg/ml
arasinda degiskenlik gosterdigi ve pH’ nin 8 oldugu
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tespit edilmigtir.
Parazitolojik muayene

Hasta alabaliklarin solungag ve derisinden hazirlanan
yas preparatlar 1g1k mikrobu altinda incelenerek eks-
ternal parazitlerin varligi arastirilmistir. Ayrica otopsi
sonrasinda bagirsak, mide ve safra kesesinden ali-
nan orneklere internal parazit muayenesi uygulan-
mistir (13,28).

Bakteriyolojik muayene

Hasta alabaliklarin karaciger, bdbrek ve dalak gibi i¢
organlarindan Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine
aseptik kosullarda bakteriyolojik ekimler yapilmisgtir.
Ekim yapilan petri kutulari 21-22 °C’ de 24-48 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
izole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyo-
kimyasal 6zelliklerini belirlemek igin ¢esitli biyokimya-
sal testler yani sira izole edilen Gram negatif bakteri-
lerin identifiasyonunda ticari olan APl 20E hizli tani
kiti kullanilmistir (7,11).

Histopatolojik muayene

Otopsi isleminden sonra incelenen hasta alabaliklarin
karaciger, bébrek, dalak ve bagirsak gibi i¢c organlari
yani sira solungag dokusundan alinan doku érnekleri
% 10’ luk tamponlanmis formalin sollisyonunda fikse
edilmistir. Doku isleme prosediiri sonrasinda 4-5 pm
kalinliginda kesilen doku kesitleri hematoksilen-eozin
(H&E) ile boyanarak mikroskop altinda incelenmistir
(15).

Antibiyogram testi

Hastaligin tedavisinde kullanilabilecek uygun antibi-
yotigi belilemek amaciyla hasta alabaliklarindan
izole edilen bakterilere disk diffiizyon yéntemi ile anti-
biyogram testi uygulanmigtir (10). Hasta alabaliklar-
dan izole edilen bakteriler Nutrient Broth (NB) besiye-
rinde bir glin sire ile inklibe edildikten sonra, bu kil-
tirden 0.1 ml alinarak, Mueller-Hinton Agar (MHA)
besiyerlerine yayillmistir. Ticari olarak satilan siprof-
loksasin (CIP4), flumekuin (UBj3p), oksitetrasiklin
(OTap), eritromisin (Es), furazolidon (FX1q0), kanamisin
(Cs0), enrofloksasin (ENRs), florfenikol (FFCg) ve
sulfametoksazol (SXTgs) gibi dokuz farkli kemotera-
potik madde emdirilmis diskler, bakteri ile inokile
edilen besiyerlerine steril bir pens yardimi ile yerlegti-
rilerek pertri kutulan 21-22 °C’de 24 saat inklbe edil-
mistir. Elde edilen sonuglar her bir antibakteriyel
madde i¢in NCCLS (23) tarafindan belirlenen zon
caplarina goére duyarli veya direncli olarak degerlen-
dirilmistir.

Bulgular
Klinik ve otopsi bulgulari

Hasta alabaliklarda dis bakida sirt bélgesinde renkte
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koyulagsma, adipoz ylizge¢ ve kuyruk ylizgeclerinde
erime yani sira kuyruk ylizgeci etrafinda kaslara ka-
dar inen lezyonlar (Sekil 1a); ic bakida splenomegali,
sindirim kanali etrafindaki damarlarda hiperemi (Sekil
1b) ve hemoraji, karacigerde solgunluk (Sekil 1c) gibi
klinik bulgular tespit edilmistir.

5N

Sekil 1: Renkte koyulasma, adipoz yiizgeg ve kuyruk yiiz-
geglerinde erime, kaslara kadar inen kuyruk lezyonu (okla
gosterilmis) (a), sindirim kanal etrafindaki damarlarda hipe-
remi (b), karacigerde solgunluk ve i¢ organlarda diffiz he-
moraji ve splenomegali (okla gosterilmis) (c)

Parazitolojik bulgular

incelenen hasta baliklarda internal veya eksternal
herhangi bir parazitin varligina rastlaniimamistir.

Cigdem URKU

tinde pozitif reaksiyon verdigi ayrica oksidatif 6zellik
gOsterdigi icin Pseudomonas genusuna mensup ol-
dugu tespit edilmistir. izole edilen bakterilerin indol,
sitrat, Ure ve nisasta testlerinde pozitif reaksiyon ver-
digi; nitrati nitrite indirgemedikleri; arabinoz, maltoz,
trehaloz, sorbitol ve siikroz gibi sekerlerden asit Ure-
tirken inositol, laktoz ve salisinden asit tretemedigi;
lizin dekarboksilaz Gretmedikleri, ancak arjinin dihid-
rolaz ve ornitinden dekarboksilazi Urettikleri tespit
edilmistir. Ayrica Pseudomonas Agar (PA) besiyerine
yapilan ekimler sonrasinda UV isik altinda incelenen
kolonilerin floresan sk olusturdugu gozlenmistir.
Tum bu biyokimyasal testlerin yani sira izole edilen
bakteriler jelatini hidrolize ettigi icin floresan 6zellik
gOsteren ve ayni genusa mensup olan P. putida’ dan
ayrilmis ve Pseudomonas fluorescens olarak identifi-
ye edilmistir (Tablo 1). Bu sonu¢ Api web' te
220000443 profil numarasi ile konfirme edilmistir.

ilk izolasyonda az tremenin gdzlendigi bakterilerin
(n=5) ise hareketsiz, kime olusturan Gram pozitif kok
sekilli bakteriler oldugu; sitokrom oksidaz testinde
negatif ve katalaz testinde pozitif reaksiyon verdigi ve
fermentatif 6zellik gésterdigi icin izole edilen bu bak-
teriler Staphylococcus sp. olarak genus seviyesinde
identifiye edilebilmigtir.

Histopatolojik bulgular

Histopatolojik olarak, pilorik sekalar arasinda hemo-
raji (Sekil 2a); nekrotik badirsak epitel hiicrelerinde
dokllme (Sekil 2b); bobrek tiibul epitel hiicrelerinde

Tablo 1. Yogun olarak izole edilen P.fluorescens izolatlarinin morfolojik fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Karakterler Izolatlar (n=9)

Karakterler I1zolatlar (n=9)

Gram Boyama -
Hareket
Sitokrom oksidaz
Katalaz

O/F

MCA'’ da Greme
PA’ da Greme
Arjinin dihidrolaz
Lizin dekarboksilaz -
Ornitin dekarboksilaz
indol

Metil Red
Voges-Proskauer -

+ + + 0O+ + +

+ + +

Nitrat indirgeme -
Ureaz (iretimi
Jelatinaz tretimi
Nisasta hidrolizi
Sitrat

Arabinoz

Maltoz

Trehaloz
Sorbitol

Sukroz

inositol

Salisin

Laktoz -

+ 4+ + + + + + + +

O/F: Oksidasyon/Fermentasyon; MCA: Mac Conkey Agar -: negatif reaksiyon; +: pozitif reaksiyon; PA: Pseudomonas Agar

Bakteriyolojik bulgular

inkiibasyon sonrasinda besiyerinde 2 farkli koloni
morfolojisine sahip bakterilerin tredigi tespit edilmis-
tir. Ilk izolasyonda yogun liremenin gérildigi koloni-
lerin sari-yesil pigment igerdigi; az Ureyen kolonilerin
ise krem renkli oldugu gézlenmistir. Yogun Gremenin
tespit edildigi bakterilerin (n=9) Gram negatif, hare-
ketli basiller oldugu, sitokrom oksidaz ve katalaz tes-

dejenerasyon, periglomerular 6dem, interrenal hae-
mopoietik dokuda bosalma (Sekil 2c); karaciger hic-
relerinde dejenerasyon ve multifokal liquefactive nek-
roz odaklar (Sekil 2d); dalak dokusunda kirmizi pul-
pada bosalma, hiperemi ve melanomakrofaj odaklari
(Sekil 2e); sekonder lamellalarda dékilme ve solun-
gag filamentlerinin uglarinda hafif hiperplazi (Sekil 2f)
gOzlenmistir.

105



Karadeniz Alabaliklarinda Karma Enfeksiyon...

Sekil 2: Pilorik sekalar arasinda hemoraiji (okla gosterilmis)
(a), nekrotik bagirsak epitel hicrelerinde dokilme (okla
gosterilmis) (b), periglomerular 6dem (okla gosterilmis),
interrenal hemapoietik dokuda bosalma () (c), karaciger
hicrelerinde dejenerasyon ve yaygin multifokal liquefactive
nekroz (okla gosteriimis) (d), dalak dokusunda kirmizi pul-
pada bosalma, hiperemi (okla gosterilmis) ve melanomakro-
faj odaklari (%) (e), sekonder lamellalarda dokilme (),
solungag filamentlerinin uglarinda hafif hiperplazi (okla gos-
terilmis) (f)

Antibiyogram testine ait bulgular

Disk diffizyon yontemine gére uygulanan antibiyog-
ram testine gore dokuz adet kemoterapétik emdirilmis
ticari disklerin etrafinda NCCLS tarafindan belirlenen
zon c¢aplarina gore izole ve identifiye edilen her iki
bakteri izolatlarinin flumekuin, oksitetrasiklin ve siilfa-
metoksazole daha duyarli oldugu tespit edilirken;
calismada kullanilan diger kemoterapétik maddelere
karsi izole edilen bakterilerin direncli olduklari gériil-
mustir. Ayrica izole edilen bu bakterilerin en duyarl
oldugu kemoterapétik maddenin flumekuin oldugu
tespit edilmigtir.

Tartisma ve Sonug

Son yillarda yurdumuzda alternatif bir tir olarak bildi-
rilen ve Uretim calismalari hiz kazanmis olan Karade-
niz alabaliginin bakteriyel hastaliklari ile ilgili calisma-
lar kisithidir (26, 31). Bu galismada enfekte Karadeniz
alabaliklarindan ilk defa hastalik etkeni olarak P. fluo-
rescens ve Staphylococcus sp’ nin neden oldugu
karma enfeksiyon tanimlanmis ve bu patojen bakteri-
lerin balik dokularinda sebep oldugu hasar histopato-
lojik olarak tespit edilmistir.

Kultir baliklarinda hemorajik septisemi ile karakterize
edilen Pseudomonas enfeksiyonuna neden olan P.
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fluorescens ile enfekte baliklarda bildirilen renkte
kararma, yuzgeclerde erime, deri ve ylzge¢ kaidele-
rinde lezyonlar yani sira i¢ organlarda hiperemi veya
hemoraiji, karacigerde solgunluk ve splenomegali gibi
klinik bulgular (2,19,24,25) bu calismada incelenen
hasta Karadeniz alabaliklarinda da tespit edilmistir.
Bu calismalarda bildirilen viicut ylizeyindeki hemora-
jik lezyonlardan farkh olarak bu ¢alismada incelenen
tim hasta alabaliklarda lezyonlarin daha g¢ok kuyruk
ve adipdz yluzgeclerde oldudu goézlenmistir. Ayrica
Stafilokok enfeksiyonlarinda siklikla bildirilen renkte
kararma incelenen hasta baliklarda tespit edilmigken,
g6zde ekzoftalmus ve/ veya goz kaybi yani sira goz
etrafinda hemoraiji gibi klinik bulgular bu galismada
incelenen hasta baliklarda tespit edilmemistir
(3,20,29,30).

Bu c¢alismada hasta baliklarin i¢ organlarindan izole
ve identifiye edilen P. fluorescens izolatlarinin biyo-
kimyasal 6zelliklerinin daha 6nceki ¢calismalarda bildi-
rilen (7,11) bu bakteriye ait biyokimyasal 6zellikler ile
benzer oldugu tespit edilmistir. Ayrica Api 20E hizli
tani kiti kullanilarak biyokimyasal sonuclar konfirme
edilmigtir.

Ulkemizde bugiine kadar vyapilan galismalarda
Staphylococcus genusuna mensup olan bakterilerin
alabaliklarda nadiren hastaliga neden oldugu rapor
edilmistir (3,4,20). Bu calismada incelenen hasta
baliklarda firsatgi bir patojen olan P. fluorescens ile
birlikte Staphylococcus sp. izole ve identifiye edilmis-
tir.

Histopatolojik olarak daha énceki yillarda hasta yavru
gOkkusagi alabaliklarda bildirilen bébrek tiibul epitel-
lerinde dejenereasyon, interrenal haemopoietik doku-
da nekroz, karaciger parankim hicrelerinde nekroz,
solungaglarin sekonder lamellalarinin epitel hicrele-
rinde nekroz ve dékilme gibi histopatolojik degisiklik-
ler (2) bu calismada incelenen hasta baliklar da tespit
edilmistir. Bu histopatolojik bulgulara ilaveten hasta
alabaliklarinda pilorik sekalar arasinda hemorajik
odaklar, nekrotik bagirsak epitel hiicrelerinde dokiil-
me, dalak dokusunda kirmizi pulpada bosalma, hipe-
remi ve melanomakrofaj odaklari da gozlenmistir.

Daha onceki yillarda yapilan calismalarda, hasta
alabaliklardan (25) ve yayin baliklarindan (21) izole
edilen P. fluorescens’ in kanamisin ve oksitetrasiklin’e
karsi duyarli oldugu rapor edilmesine ragmen son
yillarda yapilan galismalarda bu patojen bakterinin
duyarli oldugu oksitetrasikline kargi direng gelistirdigi
bildirilmistir (16,19). Bu ¢alismada hasta alabaliklarin-
dan izole edilen P. fluorescens bakterisinin diger
arastirmacilardan farkli olarak (16,19) oksistetrasikli-
ne karsi duyarli oldugu ayrica bu galismada P. fluo-
rescens’ e en duyarl olan kemoterapétik maddenin
Akayli ve Timur (2)’ un bildirdigi gibi flumekuin oldugu
tespit edilmistir.



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2019; 16(2): 103-108

Metin ve ark. (20) hasta alabaliklardan izole ettikleri
S. warneri’ nin siilfametoksazole duyarli ve oksitetra-
siklin karg! direncli oldugunu bildirmistir. Bu galisma-
da ise hasta Karadeniz alabaliklarindan izole edilen
Staphylococcus sp’ nin oksitetrasiklin ve stlfametok-
sazole duyarli oldugu tespit edilmistir. Turgay ve ark.
(30) hasta alabaliklardan izole ettikleri S. hominis
subsp. hominis’ in flumekuin’ e kargi direngli oldugu-
nu bildirmesine ragmen; Akayli ve ark. (3) hasta sina-
rit baliklarindan izole ettikleri S. cohnii subsp. cohnii’
nin en duyarl oldugu kemoterapétik maddenin flume-
kuin oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada da benzer
sekilde hasta baliklardan izole edilen Stapylococcus
sp.” nin en duyarl oldugu kemoterapdtik maddenin
flumekuin oldugunu tespit edilmigtir.

Sonug olarak; Marmara Bélgesi’ nde bulunan bir iglet-
mede kultlr caligmalari yapilan Karadeniz alabalikla-
rinda ilk kez hastalik etkeni olarak P. fluorescens ve
Staphylococcus sp.’ nin eslik ettigi karma enfeksiyon
tanimlanmig, izole edilen bu bakterilerin dokularda
meydana getirdigi hasar detayl bir sekilde verilmistir.
Ayrica bu ¢alismadan elde edilen veriler dogrultusun-
da hasta baliklarin tedavisinde 7-8 giin sure ile 5 g/kg
yem dozunda flumekuin kullanilarak basarili sonug
alinmigtir. Yakin zamanda yurdumuzda Karadeniz
alabaliklarinda yapilan kiltir ¢alismalarina paralel
olarak, alternatif tiir olan bu balikta risk teskil eden
hastaliklarin da Onceden calisiimis olmasi ileride
olasi ekonomik kayiplarin azaltilabilmesi bakimindan
Onemli oldugunu disunmekteyiz.
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