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Özet –Su ortamlarında, balıklar genellikle çevre kirliliğinin su ekosistemleri üzerindeki etkilerini 

değerlendirmek için tercih edilen organizmalar olarak kabul edilir. Histolojik inceleme; kirleticilere 

maruz kalmanın bir indikatörü olarak, özellikle subletal ve kronik etkiler için kirlilik derecesini 

değerlendirmede yararlı bir yöntemdir, çünkü pestisitlerin eser seviyeleri, verilen bir periyotta hayvanın 

ölümüne neden olmaz, fakat bu seviyeler, organlarda önemli zararlar meydana getirme etkisinde 

olabilirler. Fonksiyonlardaki değişiklikler hücresel seviye ve dokulardaki değişikliklerle başlatılır. Su 

ekosistemlerinde meydana gelen bir kirlenmeyi belirlemek için örnek canlılarda yapılacak histolojik 

incelemeler, o ekosistemin sağlığı açısından bize yararlı bilgiler sunabilir. Balık türlerinde dalak birincil 

lenfoid organlardan biridir ve ayrıca kan hücrelerinin oluşumu ve antijenlerin depolanması açısından en 

önemli organdır. Ayrıca balıklardaki hastalıklara ve kirleticilere karşı oluşan savunma mekanizmasıyla da 

bağlantılıdır. Bu çalışmada, ışık mikroskobu ile diazinon standardının subletal konsantrasyonuna maruz 

bırakılan Oreochromis niloticus'un dalak dokusunda maruziyet süresine bağlı olarak histopatolojik 

değişikliklerin belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmanın ilk aşamasında balıklar 21 gün süreyle 280 µg/L 

(LC50/10) diazinona maruz bırakılmıştır. Daha sonra 7., 14. ve 21. günlerde dalak dokusunda meydana 

gelen histopatolojik değişiklikler ışık mikroskobu ile incelenmiştir. Histopatolojik inceleme sonucunda 

dalak dokusunda melanomakrofaj merkezleri, piknoz, hipertrofi ve nekroz saptanmıştır. Bu 

değişikliklerin şiddeti, maruz kalma süresiyle birlikte artmıştır. Bu sonuçlara göre, diazinon'un 

Oreochromis niloticus'un dalak dokusunda çevresel kontaminasyonun immünotoksik biyobelirteçleri 

olarak kullanılabilecek histopatolojik değişikliklere neden olduğu varsayılabilir. 
  

Anahtar Kelimeler – Histopatoloji, Dalak, Oreochromis Niloticus, Diazinon, İmmünotoksik Değişiklikler

I. GİRİŞ 

Dünyada yaygın olarak kullanılan pestisitler, 

tarımsal verimliliğin arttırılmasında önemli rol 

oynamaktadır. Ancak bilinçsiz pestisit kullanımı 

sonucunda insan, hava, su, toprak ve yaban hayatı 

olumsuz etkilenmekte, hedef organizmalarda 

direnç oluşmakta, faydalı organizmalar öldürülerek 

doğal denge bozulmakta ve bitkilerde fitotoksisite 

görülmektedir [1]. Tarımsal alanlarda kullanılan 

pestisitler, pestisit uygulanmış toprak yüzeylerinin 

yağmur veya sulama suları ile yıkanması veya 

atmosferdeki kontamine katı ve sıvı partiküller 

yoluyla tatlı su kaynaklarına ulaşmaktadır [2]. Bu 

kirli su ortamlarında yaşayan organizmalar bu 

pestisitlere maruz kalmakta ve akut ya da kronik 

olarak etkilenmektedir [3]. Bu nedenle doğal 

ortamları kirleten bu kirleticilerin o ortamlarda 

yaşayan organizmalar üzerindeki olası etkilerini 

bilmeliyiz.  
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Organik fosforlu (OP) insektisitler, 1940'ların 

ortalarından beri kullanılan en önemli ve yaygın 

insektisit sınıfını oluşturmaktadır [4]. Bu insektisit 

grubunun organizmadaki birincil hedefi asetilkolin 

esteraz (AChE) enzimleridir [5], [6] ve AChE'yi 

geri dönüşümsüz olarak inhibe ederler [7]. 

Diazinon (DZN) [O,O-dietil-O-(2-izopropil-6-

metilpirimidin-4-pirimidinil) fosforotioat] en 

yaygın kullanılan OP insektisitlerinden biridir ve 

birçok ekini çok çeşitli hymenopteran ve 

hemipteran böceklerden korumak için kullanılır 

[8]. Tarımsal uygulamadan sonra, DZN kolayca 

yıkanıp yüzey suyu rezervuarlarına ulaşabilir, 

böylece omurgasızlar ve balıklar dahil olmak üzere 

çok çeşitli hedef dışı akuatik canlıyı etkileyebilir 

[9]. Oreochromis niloticus için DZN'nin 96 saatlik 

LC50 değeri, El-Sherif ve arkadaşları [10] 

tarafından 2800 µg/L olarak bildirilmiştir.  

Balıklar, besin ağında önemli rol oynamaları, 

toksik bileşikler biriktirmeleri ve düşük dozlarda 

bile mutajenlere yanıt vermeleri nedeniyle 

ekotoksikolojik çalışmalarda ilk tercih edilen 

organizmalardan biridir [11]. Oreochromis 

niloticus (Linnaeus 1758), kültür koşullarında 

bakıma uygunlukları, yüksek üreme kapasiteleri, 

kirliliğe ve çeşitli hastalıklara karşı güçlü dirençleri 

nedeniyle iyi biyolojik modeller olarak bilinen en 

önemli balık gruplarından birine aittir [12].  

Balıklarda bağışıklık sistemi organlar, hücresel 

yapılar ve hümoral (sıvı) faktörlerden oluşur. 

Bağışıklık sistemini oluşturan organlar lenfoid 

organlar olarak da bilinmektedir [13]. Balık 

türlerinde dalak birincil lenfoid organlardan biridir 

[14] ve ayrıca kan hücrelerinin oluşumu ve 

antijenlerin depolanması açısından en önemli 

organdır [15]. Ayrıca balıklardaki hastalıklara ve 

kirleticilere karşı oluşan savunma mekanizmasıyla 

da bağlantılıdır [16]. Literatürde pestisitlerin balık 

türlerinin dalaklarında toksikolojik değişikliklere 

neden olduğuna dair çalışmalar mevcuttur [17], 

[18], [19], [20]. 

Kirleticilere maruz kalmanın bir göstergesi 

olarak histolojik inceleme, özellikle subletal ve 

kronik etkiler açısından kirliliğin derecesini 

değerlendirmek için yararlı bir yöntemdir [21]. 

Ayrıca, bir organizmanın sağlık durumu hakkında 

bütünleştirici parametreler olarak, tek bir 

biyokimyasal tepkinin değerlendirilmesinden daha 

fazla bilgi sağlarlar [22].  

Bu çalışmada, ışık mikroskobu ile DZN 

standardının belirli konsantrasyonuna maruz 

bırakılan O. niloticus örneklerinin dalak 

yapısındaki subkronik olası histopatolojik ve 

değişikliklerin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 

II. MATERYAL VE YÖNTEM 

A. O. niloticus Örneklerinin Elde Edilmesi, Bakımı 

ve Deney Tasarımı 

Sağlıklı ergin O. niloticus örnekleri Çukurova 

Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi üreme 

havuzlarından temin edilmiştir. Balıklar 

fenoksietanol (200 mg/l) ile uyuşturulmuş ve Dicle 

Üniversitesi, Biyoloji Bölümü, Fen Fakültesi, 

Hidrobiyoloji ve Su Toksikolojisi Araştırma 

Laboratuvarına getirilmiştir. 

O. niloticus örnekleri, içinde klorsuz musluk 

suyu bulunan ve balıklar için özel olarak yapılmış 

iklimlendirme kabininde merkezi havalandırma 

sistemi ile havalandırılan 6 adet cam akvaryuma 

(40×35×40 cm) alınmıştır. Akvaryumlar her 

akvaryumda 25 adet O. niloticus örneği olacak 

şekilde ayarlanmıştır. Balıklar, deneylerden önce 

15 gün boyunca laboratuvar koşullarına 

alıştırılmıştır. İklimlendirme süresi ve deneyler 

boyunca balıklar 26±1 ⁰C sıcaklıkta suni ışık rejimi 

(14 saat aydınlık: 10 saat karanlık) altında tutulmuş 

ve günlük olarak ticari peletlerle beslenmiştir. Her 

akvaryum suyunun yaklaşık %50'si günlük olarak 

klorsuz musluk suyuyla değiştirilmiştir. 

Çalışma için DZN'nin analitik standardı 

(SIGMA-ALDRICH®'den PESTANAL®, CAS 

Numarası: 333-41-5) kullanılmıştır. Balık 

ölümlerini önlemek ve aynı zamanda patolojik 

lezyonlara neden olmak için, O. niloticus için daha 

önce bildirilen DZN'nin [10] LC50 değerinin 1/10'u 

sublethal konsantrasyon olarak seçilmiş, asetonda 

çözündükten sonra ve akvaryumdaki suyun 

litresine göre uygulanmıştır. Test tasarımı static-

renewal olarak seçilmiştir. Grup başına üç tekrarın 

her birinden her iki cinsiyetten 15 sağlıklı yetişkin 

O. niloticus örneği kullanılmıştır. Test süresi 21 

gündü. Test grupları kontrol (Grup I), aseton 

kontrol (Grup II) ve deney (280 µg/L DZN 

standardı) (Grup III) grupları olarak belirlenmiştir. 

Aseton kontrol grubu için, deney grubu 

çözeltisindeki aseton konsantrasyonu litre başına 

uygulanmıştır. Çalışmamız Dicle Üniversitesi 

Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu tarafından 

onaylanmış (Protokol numarası: 2013/43) ve 

deneyler sırasında Avrupa Birliği Hayvan 
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Deneyleri Direktifi 2010/63/EU yönergelerine 

uyulmuştur 

B. Histopatolojik Analiz 

Deneylerin 7., 14. ve 21. günlerinde 3 tekrarlı 

olarak her bir uygulama ve kontrol grubundan 

rastgele 5'er balık alınmıştır. Balıklar hemen 

dekapitasyon ile sakrifiye edilmiştir. Dalak 

örnekleri alınmış ve hemen +25 ºC'de 24 saat 

süreyle %10 formalin solüsyonunda fikse 

edilmiştir. Fiksasyon sonrası fiksatifin dokudan 

uzaklaştırılması için örnekler 1 gece boyunca akan 

musluk suyu altında yıkanmıştır. Daha sonra 

örnekler artan etanol konsantrasyonunda (%30, 50, 

70, 80, 90, 96 ve 100) dehidre edilmiştir. Daha 

sonra örnekler ksilen ile saydamlaştırılarak 

parafine gömüldü. Elde edilen parafin bloklardan 

mikrotom (LEICA) ile 5 µm kalınlığında kesitler 

alınmıştır. Kesitler alındıktan sonra preparatlar 

Hematoksilen-Eosin (Gurr 1972) ile boyanmış ve 

ışık mikroskobunda (Nikon NIS-Elements ECLIPS 

SE80i) incelenmiştir. Histopatolojik değişiklikler 

mikroskoba bağlı kamera (Nikon Digital SIGHT-

DS2MV) ile fotoğraflanmıştır. 

III. BULGULAR 

Çalışmalar süresince kontrol ve deney grubunda 

balık ölümleri olmamıştır. 21 gün boyunca kontrol 

ve aseton kontrol gruplarında bulunan (Grup I ve 

II) O. niloticus örneklerinin dalak dokusunda 

herhangi bir histopatolojik değişikliğe 

rastlanmamıştır (Şekil 1a ve 1b). Ayrıca balıkların 

cinsiyetinin çalışmanın sonuçları üzerinde herhangi 

bir etkisi olmamıştır. 280 µg/L DZN 

konsantrasyonuna 7 gün maruz bırakılan balıkların 

dalak dokusunda hafif bulutlu şişme, piknoz ve 

hipertrofi kaydedilmiştir. Dokularda birkaç 

melanomakrofaj merkezi (MMC) tespit edilmiştir 

(Şekil 1c). Maruziyetin 14. gününde histopatolojik 

değişikliklerin şiddeti paralel olarak artmıştır. Bu 

dönemde balığın dalak dokusunda nekrotik alanlar 

görülmeye başlamıştır. Aynı zamanda piknotik 

çekirdekli hücre sayısı artmış ve bulanık şişme 

belirginleşmiştir (Şekil 1d). Hipertrofinin şiddeti ve 

MMC sayısı da artmıştır. 21 gün sonunda dalak 

dokusunda en belirgin histopatolojik değişiklikler 

doku boyunca yayılan nekroz ve bulutlu şişme 

olarak kaydedilmiştir. Bugünde piknotik 

çekirdeklerin ve MMC'lerin sayısı en yüksek 

olarak belirlenmiştir (Şekil 1e).  

 

 

Şekil 1. O. nilotcus'un dalak dokusunda 280 µg/L DZN'nin 

21 gün süreyle oluşturduğu histopatolojik değişiklikler: a) 

Kontrol grubu (Grup I) 21. gün dalak dokusu: Beyaz pulpa 

(WP), Kırmızı pulpa (RP) , Melanomakrofaj merkezleri 

(MMC'ler); b) Aseton kontrol grubunun (Grup II) 21. gün 

dalak dokusu: Beyaz pulpa (WP), Kırmızı pulpa (RP), 

Melanomakrofaj merkezleri (MMC'ler); c) 280 µg/L DZN'ye 

7 gün maruz kalan O. niloticus'un dalak dokusundaki 

histopatolojik değişiklikler: Hipertrofi (Ht), Piknotik çekirdek 

(PN), Melanomakrofaj merkezleri (MMC'ler), Bulutlu şişme 

(CS); d) 280 µg/L DZN'ye 14 gün maruz kalan O. 

niloticus'un dalak dokusundaki histopatolojik değişiklikler: 

Hipertrofi (Ht), Piknotik çekirdek (PN), Melanomakrofaj 

merkezleri (MMC'ler), Bulutlu şişme (CS), Nekroz (N) e) 21. 

günde 280 µg/L DZN'ye maruz kalan O. niloticus'un dalak 

dokusundaki histopatolojik değişiklikler: Hipertrofi (Ht), 

Piknotik çekirdek (PN), Melanomakrofaj merkezleri 

(MMC'ler), Nekroz (N) , H&E, ×400 

IV. TARTIŞMA 

Çevre kirliliğinin etkisi altındaki balıklar, 

bağışıklık sistemi aktivitesi veya spesifik olmayan 

savunma sistemleri yoluyla bu kirliliğe uyum 

sağlamaya çalışır.  Balıklarda bağışıklık sistemi 

organlar, hücresel yapılar ve hümoral (sıvı) 

faktörlerden oluşur. Bağışıklık sistemini oluşturan 

organlara lenfoid organlar da denir. Balıklardaki 

lenfoid organlar birincil ve ikincil olmak üzere iki 

gruba ayrılır. Birincil lenfoid organlar timus, 

böbrekler ve dalak iken, ikincil lenfoid organlar 

bağırsaklar, fiziksel bariyerler (deri, solungaç) ve 

karaciğerdir [22], [14], [24]. Son çalışmalar, bu 



188 
 

organların histolojik bulgularının, su kalitesi 

değişikliklerinin balıklarda neden olduğu fizyolojik 

stresi belirlemek için biyobelirteç parametreler 

olarak kullanılabileceğini göstermiştir [25], [26].   

Balık dalağında beyaz pulpa proliferasyonu, 

lenfosit sayısında azalma, dalak boyutunda artış, 

hemosideroz ve melanomakrofaj merkezlerinde 

artış gibi patolojik değişikliklerin genellikle 

çevresel kontaminasyonun bir sonucu olduğu 

düşünülmektedir [27], [28]. Çalışmamızın 7. ve 14. 

Günlerinde DZN’ye maruz kalan dalak dokusunun 

boyutunun artmasına neden olabilecek bulutlu 

şişme ve hipertrofi (Şekil 1c ve 1d) görülmüştür. 

Balıklarda dalak hücrelerinin boyut-sayısındaki 

artış ve buna karşılık gelen dalak ağırlığındaki 

artış, genellikle bağışıklık sisteminde ksenobiyotik 

kaynaklı değişiklikleri ve ksenobiyotiklere 

proliferatif bir yanıtı yansıtır [29]. Akut hücre 

şişmesi, lipit peroksidasyonunun neden olduğu 

hücre zarı hasarına, ksenobiyotiklerin (pestisitler 

gibi) hücre zarına doğrudan bağlanmasına, iyon 

kanallarının hasar görmesine ve hücre zarına 

transmembran gözenek oluşturucu komplekslerin 

eklenmesine bir yanıt olarak kabul edilebilir [30]. 

Çalışmanın 21. gününde dalak dokusunda en 

belirgin histopatolojik değişiklik dokunun geneline 

yayılan nekroz olmuştur (Şekil 1e). Literatürde 

pestisitlerin balık türlerinin dalak dokularında 

nekrotik değişikliklere neden olduğuna dair 

çalışmalar bulunmaktadır [31], [32], [33]. Bu 

çalışmalar doğrultusunda çalışmamızın 21. 

gününde dalak dokusunda yaygın nekroz 

saptanmıştır. Çalışma süresine paralel olarak 

piknotik çekirdek sayısı da artış göstermiştir. 

Piknozis, hem apoptotik hem de nekrotik hücre 

ölümünde gözlenen kromatin ve çekirdeklerin geri 

dönüşümsüz yoğunlaşması olarak tanımlanabilir 

[34]. Bu bağlamda piknoz, pestisitler gibi çevresel 

toksik maddelere maruz kalan dokularda nekrotik 

hücre ölümünün erken bir belirtisi olarak 

değerlendirilebilir.  

Bağışıklık sisteminin hücresel faktörlerinden biri 

olan makrofajlar, balık ve diğer omurgalılarda 

doğuştan gelen bağışıklığın indikatör hücreleridir 

[14]. Poikilotherm organizmalarındaki makrofajlar, 

pigmentli makrofajlar veya melanomakrofaj 

merkezleri (MMC'ler) olarak adlandırılan hücreler 

ile kümeler oluşturur. Pigmentasyonları nedeniyle 

histolojik incelemelerde makrofajlardan ayırt 

edilebilen MMa, poikilotherm omurgalıların birçok 

organında da yaygın olarak gözlenebilir [35], [36].  

Balıkların kötü sağlık koşullarında, stres altında ve 

çevresel kirleticilere tepki olarak makrofajların 

sayısı, boyutu ve pigment içerikleri değişmektedir. 

MMC'lerin boyutu, sayısı ve histopatolojik 

görünümü ile kemotaksis, fagositoz, pinositoz ve 

kemilüminesans gibi makrofaj aktivitelerinin 

seviyeleri, özellikle çevresel kirleticilerin etkisinin 

belirlenmesinde ve bakteriyolojik enfeksiyonlarda 

immünolojik biyobelirteçler arasında önemli 

parametreler olarak kabul edilmektedir [37], [38], 

[39].   

V. SONUÇLAR 

Bu çalışmanın sonuçları, sub-letal DZN 

konsantrasyonunun O. niloticus'un dalak 

dokusunda histopatolojik değişikliklere neden 

olduğunu göstermiştir. Bu değişikliklerin şiddeti, 

maruz kalma süresiyle birlikte artmıştır. Balık 

dalağındaki değişikliklerin histopatolojik 

değerlendirmesi çevresel bir kirleticinin 

immünotoksikolojik etkisinin belirlenmesinde 

uygun biyobelirteç olarak önerilebilir. 
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