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Investigations on the laboratory and clinical findings of experimenıal nitrile poisoning and
the usage of methylene blue in therapy

Summal1': This inveSli[?alion l\'GScarried oııl LO delermine tlıe cor-
relatian between clinical and Iıaematological findings in acute nilrite
poisoning and alsa to deıermine ılıe effectil'eness of metlıylene hlue in
the treatment of tlıis intoxication.

In the present sıudy, ı5 sheep were used, ılıree of tlıese animals wel'e
med as controls. BefOl'e tlıe start of ılıe experimental inVeSli[?ation, ılıe
animals were examined geııerally. ıo % solution ot' potassium nilrile
(KN02) at 400 mg! kg was given inlo ıhe rumeli via a caıhe:er.

Blood sanıples were tak en froııı the slıeep before ılıe experiment
and on the 2nd, 3rd and 25tlı hours af ter the beginning of ıhe experiment.
Serum nitrite, sodium and potassium levels and blood meıhaeomoglobin
and bicarbonate values were determined in ıhe samples.

Thus, treatmenI with methylene blue at o coııcenlration of 4 %
(4 mg / kg) was found to be an immediate and effective anıidoıefor nil-
rite intoxications as it causes an imptovemenı in ıhe clinical sympıoms
of poisoning and a rectijicatioJl of laboraıory ıests.

Özet: Araştırma, akut nilrit zelıirlenmesi durumlarında gözleilen
klinik bulgu/ann, hematalajik bulgular ile karşT!aşttrllmG5t ve tedavide
metilen mavisinin etkiııli.!!.inin araştınıması amacıyla yapıld/.
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Araştırmada ÜÇÜ kontrololmak üzere 15 adet koyun kullalll/dl.
Deneysel çalrşmaya başlamadan önce hayvanlarm genel muayeneleri
yapıldı. Koyunlara 400 mg / kg dozda % lO'luk potasyum nitrif (KN02)
sondayla rumen içi verildi.

Koyunlardan deneme öncesi ve denemenin 2, 3. ve 24. saatlerinde
kan almarak serum nitrit ile sodyum, potasyum düzeyleri, kan methe-
. moglobin ve bikarbonat miktar/an belirlendi.

Metilen mavisinin verilmesi ile klinik zehirlenme belirtilerinde ve
laboratuvar muayeneleri sonuçlam/da belirgin bir düzeYmenin görülme-
si (tahlo), % 4' lük metilen mavisinin (4 mg / kg) nitrit toksik asyon la-
1"Indaacil re etkili hir antidot olduğunu ortaya koymuştur.

Giriş

Nitrit zehirlenmesi insan ve hayvanlarda fazla miktarda nitrat
ve nitrit içeren su ve gıdaların ağız yoluyla alınması, bazen de solunum
yolu ile nitrogen gazlarının' inhalasyonu sonucu ortaya çıkmaktadır
(lO, 21, 28). Nitrat ve nitrit zehirlenmesi hakkında ilk bilgiler 1793
yılında bizmut-subnitrat verilen insanlara ve 19. yüzyılda sodyum nit-
rat ile gübrelenmİş meralarda otlayan sığırlara ilgilidir (10). Daha son-
raki yıllarda nitrat zehirlenmelerine sık olarak rastlandığı belirtil-
mekte ve konu üzerinde deneysel çalışmaların yapıldığı gözlenmekte-
dir (8, 9, 18). Evcil hayvanların nitrat zehirlenmesine karşı duyarlılık-
ları farklıdır. En duyarlı hayvan domuz olup bunu koyun, sığır ve
at izlemektedir (25, 32).

Nitritler nitratlardan 10-15 kat daha zehirlidirler (25,32). Damar
içi nitrat verildiğinde kanda mcthemoglobin ve nitrit iyonuna rastlan-
madığı, klinik zehirlenme tablosunun görülmediği belirtilmektedir
(20). Nitritler rumen İçi (26, 27, 34), damar içi (5, 26, 27), peritan içi
(8, 17) ve deri altı (17) verildiğinde veriliş yolu, doz ve bireysel
faktörlere (25, 28, 36) bağlı olarak farklı zehirlenme belirtilerinin
ortaya çıktığı bildirilmektedir.

Potasyum nitrit rumen içi 156 ıngr / kg (38) ve 166 mgr / kg (26)
dozda verildiğinde akut zehirlenme belirtilerinin görüldüğü fakat ölü-
mün meydana gelmediği, 400 mgr / kg dozda (34) verildiğinde ise 2,5-3
saatte hayvanların öldüğü saptanmıştır.
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Tablo ı. KN02 verilen koyunlara ait methemoglobin (%) kan bikarbonat (Meql i) ile serum nitrit (ıLgI 100 ml) ve serum sodyum-potas-

yum (Meq I i) degerleri. n= 12

i. P < 0.001, deneme öncesi ile 2. saat arası farklılık.
2. P < 0.001, denemenin 2. saati ile tedavinin ı. saati arası farklılık.
3. P < 0.001, deneme öncesi ile 3. saat arası farklılık
4. P > 0.05, deneme öncesi ile 24. saat arası farklılık.
5. P > 0.05, deneme öncesi ile 2., 3. ve 24. saat arası farklılık.
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Nitratlar ağız yolu ile alındığında sindirim kanalı mukozasında
kostik etki oluştururlar (29). Kendileri çok az zehirli bir madde olan
nitratlar rumende fauna yardımıyla amonyağa indirgenirken ara me-
tabolizma ürünü olarak şekiııenen nitrit iyonu vasıtasıyla zehirlenmeye
neden olurlar (9, ıo, 26, 28). Rumen içeriğinin pH'sı infusoria sayısı
ve bazı iz elementlerin düzeyinin nitratın nitrite redüksiyonunda önem-
li roloynadığı rapor edilmektedir (30, 36). Bu reaksiyon aşağıda gös-
terildiği gibi gelişir (9).

N03 ----+NOı ----'" NıOsNOıNO ---+ NHıOH -----} NH3

Nitmt Nitrit Nitrojen oksit Hidroksilamin Amonyak

Mide barsak kanalından emilen nitritler hemoglobinin yapısında
bulunan ferro şeklindeki demiri ferri şekline indirgeyerek hemoglobin
ile birleşir ve methemoglobin şekiııenir (3, 32). Böylece eritrositler
oksijen bağlama niteliğini kaybederler. Oluşan methemoglobin miktarı
nitritin dozu, veriliş yolu ve bireysel faktörlere göre değişiklik göster-
mektedir (16). Methemoglobinmiktarı ile kan serum nitrit düzeyi ara-
sında pozitif bir ilişki olduğu rapor edilmektedir (33, 34).

Kan methemoglobin düzeyindeki artış ile klinik belirtilerin orta-
ya çıkışı ve şiddeti doğru orantılıdır (32). Gözlenen klinik bulgular
durgunluk, iştahsızlık, rumen hareketlt>rinde azalma, salivasyon, diş
gıcırtısı, konjuktivalarda siyanoz, solunum ve nabız sayısında artış,
solunum güçlüğü, midriasis, sancı, titreme, tonik ve klonik konvulsi-
yonlar, sendeleme, yere düşme v(, sonuçta ölümdür (ıo, 17, 27, 32, 34,
37). Nitrit zehirlenmelerinde ölüm nedeni olarak hipoksi gösterilmek-
tedir (39).

Oksijen yetersizliği durumunda respiratorik alkalozis oluştuğun-
dan kan pH'sı yükselir, HC03 - düzeyi düşer, Na+ ve Ki- atılımı artar
(14, 31).

Ölen hayvanların otopsilerinde kanın çukulata renginde, etin koyu
renkte olduğu, sindirim sistemi mukozasında hiperemi, karaciğer ve
böbreklerde konjesyon. akciğerlerde anfizem, perikard, endokard,
trakea ve seroz zarlarda peteşiel kanamalar gözlenir. Histopatolojik
olarak karaciğerde sentrilobuler nekroz, böbrek tubuluslarında deje-
nerasyon ve bronş duvarlarında lenfosit infiltrasyonu görülür (21, 32,
34, 39).

Klinik bulgular ve kan ın koyu kırmızıdan kahverengine kadar
değişen renkte olması nitrit zehirlenmesini düşündürür. Kesin tanı
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kan nitrit konsantrasyonu ve methemog!obin miktarının belirlenmesi,
mide içeriği, gıda örnekleri ve içme sularının toksikolojik analizleriyle
ortaya konur (22, 23).

Akut nitrit zehirlenmesinde tedavi hipoksinin ortadan kaldırıl-
ması amacına yöneliktir (32, 39). Metikn mavisinin methemoglobinin
hemoglobine dönüşümünde etkili bir antidot olduğu rapor edilmek-
tedir (3).

Buck vc arkadaşları (4), yüksek düzeyde methemoglobinemi (j~
75) belirlenen hayvanlarda 4 mgr i kg dozda metilen mavisinin bu du-
rumu ortadan kaldırdığına, daha hızlı bir düzelmc için dozun artırıl-
ması gerekıiğini belirtmişlerdir.

Burrü\\' (I'i) şiddetli methemoglobinemi durumlarında mctilen
mavisinin 15 -22 mg / kg dozda kullanılabileceğini bildirmi~tir.

Tedavide tolonyum klorür (5), menadion, askorbik asit (39) ve
toluidin mavisi (23) metilen mavisine alternatif olarak sunulmaktadır.

Materyal ve Metot

Bu araştırmada i yaşlı 15 adet koyun kullanıldı. Deneme öncesi
numaralandırılan koyunlardan 3'ü kontrololarak ayrıldı. Araştırmanın
başlamasından i5 gün önce iç ve dış parazitlere karşı ilaçlama yapıldı.
Hayvanlar koyun besi yemi ve kuru ot la beslendi, önlerinde yeterli
miktarda devamlı su bulunduruldu. Deneysel çalışmaya başlamadan
önce hayvanların sistemik klinik muayeneleri yapıldı (I).

Potasyum nitrit (Merek) 400 mg / kg dozda ~<;10 solusyon halin-
de sondayla rumen içine v~riıdi. Klinik belirtilerin ha~lama zamanı ve
nitelikleri kaydedildi. Kontrololarak bırakılan üç koyun hariç diğer-
ıcrine belirtilerin en şiddetli olduğu 2. saatte % 4'lük metilen mavisi
4 mg / kg doza intravenöz verildi. Bunun yanısıra hayvanlara 2 ml
Kafein-Vet (Eczacıbaşı) intramuskuler uygulandı.

Hematolojik çalışmalar için kullanılan tüm araçlar tekniğine uy-
gun olarak temizlendi (24). Kan örnekleri deneme öncesi, denemeden
iki saat sonra (kan alındıktan hemen sonra tedavi başlatıldı), tedavi
uygulamasından bir saat sonra ve denemenin 24. saatinde olmak üzere
dört kez heparinli şişelere alındı.
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Nitrit düzeylerinin tesbitinde, cıva klorür eriyiği ile proteinleri
çöktürülen serum santrifüje edildi. Gerekli işlemler yapıldıktan sonra
oluşan renk LO dakika ile iki saat içersinde 520 nm'de spektrofotomet-
rede ölçüldü. Standart eğri, 1 ml serumda bilinen nitrit konsantrasyo-
nuna göre hazırlanarak, serumdaki nitrit düzeyleri saptandı (7).

Kan örnekleri, laboratuvarda methemoglobin tayini yapılıncaya
kadar geçen sürede, eritrositlerdeki mcthemoglobini hemoglobine
indirgeyen mekanizmaları (35, 38) durdurmak amacıyla M / 60 phosp-
hate buffer'i ilc muamele edildi. Bu amaçla 0.2 ml kan alınarak M! 60
phosphatc buffer ilc iO ml'ye tamamlandı. Bu şekilde sulandırılan
kan içinde bulunan methemoglobin düzeyleri 25 cC'de 6 saat, 5°C'de
2 güne kadar sabit kalabiliyordu (35). Methemoglobin düzeyleri Evelyn
-Malloy metoduna göre spektrofotometrede (Shimadzu digital spec-
trophometer UV-150, KYOTO-JAPAN) (13), kan HCO-3 değerleri
değerleri kan gazları analiz aygıtı (Radiometer BMS 3Mk2 Copenga-
gen DEN MAR K) ile, kan serumu Na+ ve K'. iyonu değerleri ise
f1amefotometre (I 2) ile yapıldı.

Bulunan değerlerin istatistik hesaplarında eşlemeye dayalı "t"
testi uygulandı (ll).

Bulgular

Klinik bulgular: Araştırmada _kullanılan koyunlarda KNOı'
İn rumen içine verilmesinden yarıın saat sonra durgunlaşma, iştahsız-
lık, solunum ve nabız sayısında artış, bir saat sonra ağız mukozası ile
göz konj unk tivasında siyanoz, sendeleme, sancı, tutuk yürüme, yere
düşme, tonik ve klonik konvülziyonlar, diş gıcırtısı ve salyada artma
gözlendi. Bu belirtiler denemenin ikinci saatinde şiddetlendi ve tedavi-
ye başlandı. Tedaviden 15 dakika sonra hayvanların sakinleştiği yar-
dımsız ayakta durabildikleri, zamanla siyanozun azalmaya başladığı
ve yaklaşık altı saat sonra nabız ve solunum sayılarının normale yak-
laştığı, siyanozun hafiflediği kaydedildi. Tedaviden 7-8 saat sonra
hayvanların yeme ve suya karşı iştahlı oldukları saptandı.

Laboratuvar bulgular: Deneıneye alınan hayvanlarda kan seru-
munda belirlenen ortalama nitrit ve sodyum-potasyum değerleri ile
kan methemoglobin ve bikarbonat iyonu değerleri tablo'da gösterildi.

Otopsi Bulguları: Kanın çukulata renginde olduğu, rumen, abo-
mazum ve barsak mukozalarında hiperemi karaciğer ve böbreklerde
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konjesyon, seröz zarIarda, trachea mukozasında ve perikartda peteşi-
ler, akciğerlerde ödem belirlendi. Histopatolojik olarak karaciğerde
damarlar ve sinüsoidler eritrositlerle dolu idi. Akciğerlerde damarların
dolgun ve alveollerin ödemli olduğu dikkati çekiyordu. Bazı sahalar-
da alveol duvarları kalınlaşmıştı. Bronşioller etrafında mononükleer
hücre infiltrasyon u vardı.

Tartışma Ye Sonuç

Bu çalışmada nitratların rumende nitrite dönüşümünü etkileyen
faktörleri (19, 26) ortadan kaldırmak ve akut zehirlenme oluşturmak
amacıyla KNOı rumen içi verildi.

Potasyum nitritin i56 mg / kg (38) ve i66 mg / kg dozda rumen
içi verildiğinde akut zehirlenme oluştuğu fakat ölüme neden olmadığı
(26), 400 mg / kg dozda aynı yolla verildiğinde 2.5-3 saat içinde ölüme
yol açtığı bildirilmektedir (34). Bu araştırmada literatür bilgilerinin
ışığında 400 mg / kg dozda rumen içi KNOı verildi ve tedavisiz, kont-
rololarak bırakılan 3 koyun 2-2.5 saat içinde öldü. Ölen hayvanlar-
daki otopsi bulguları, çeşitli araştırıcıların bildirimlerine (14,21, 32, 34)
uymaktadır.

Akut nitrit zehirlenmelerinde bildirilen klinik bulgular (2, 32),
bu araştırmanın yapıldığı 15 koyunda KN02'nin % Lo luk solusyon
halinde rumen içi verilmesinden yaklaşık yarım saat sonra başladığı,
1.5-2 saat sonra semptomların şiddetlendiği ve hayvanların ayağa kal-
kamaz duruma geldikleri saptandı. Semptomların ortaya çıkışında en
önemli rolü oynayan methemoglobin miktarındaki artış ile kan nit-
rit düzeyindeki artış arasında pozitif bir ilişki olduğu belirtilmektedir.
(5, 15, 40).

Rumen içi 400 mg / kg dozda KNOı verilen koyunlarda semptom-
ların şiddetlendi ği dönemde belirlenen ortalama methemoglobin de-
ğerinin (tablo) Sinclair ve Jones'un (34) aynı dozda ve aynı yolla KNOı
verdikleri koyunlardan elde ettikleri methemoglobin değerinden yük-
sek olduğu saptandı. Bu araştırıcıların yaptığı çalışmada mcthemoglo-
binin en yüksek düzeye çıktığı anda (% 94) kan nitrit düzeyi 6 Lo fLgr/
100 ml olduğu halde, 15 koyunda yapılan bu çalışmada methemoglo-
bin düzeyi % 90.99'a çıktığında serum nitrit miktarı 884.16 !-Lgr!100
ml olarak belirlendi. Aynı miktarda ve aynı yoııa KNOı verilen bu iki
çalışmada kan nitrit düzeylerinin farklı bulunması, hayvanların bes-
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lenme şartlarına, kandaki bazı mineral madde düzeylerindeki değişik-
liklere ve nitritin vücutta uğradığı metabolik reaksiyonların bireylere
göre farklılık göstermesine (28, 36) bağlanabilir.

Denemenin ikinci saatinde HCO,- değerinde belirlenen düşüş,
literatür bilgilerine uymaktadır (14, 31). Na- ve K+ ölçümleri sonuç-
ları, Jshigami ve lnoue'nin (20) bu iyonlarda önemli bir değişiklik
görülmeyeceği, bildirimlerine uyarken, Dollahite ve ak. nın (10)
potasyum iyonunda belirledikleri düşüşe uymamaktadır. K +'daki
düşüşün çoğunlukla uzun süreli obylarda LıstlalEcağl hıdİrimi (31)
gözönünde tutulduğunda, akut nitrit zehurlenmesinin oluşturulduğu
bu denemede 2.5 saatlik bir sürede K' da bir düşüşün gözlenınemesi
normal sayılabilir.

Akut nitrit zehirlenmesinde en etkin tedavinin metilen mavisi ile
yapılacağı bildirimlerine (5, 27, 37) uygun olarak bu çalışmada klinik
semptomların şiddetlendiği 2. saatte 4 mg i kg dozda % 4'lük metilen
mavisi damar içi verildi. Uygulamadan sonra gözlenen iyileşme belir-
tileri araştırıcıların bildirimlerine (5, 23, 27) uymaktadır. Tedavinin
başlangıcından bir saat sonra alınan kan örneklerinde tabloda görül-
düğü gibi methemoglobin düzeyinin ortalama % 28.54'e düşmesi
tedavinin etkinliğini doğruladığı kanısındayız.

Oluş~urulan deneysel akut nitrit zehirlenmesinde methemoglobin
düzeyinin % 90.99'a ulaştığı dönemde tedavisiz bırakılan üç koyunun
şiddetli zehirlenme belirtileri göstererek ölmesine karşın, 12 koyun"
%4'lük metilen mavisi 4 mg / kg dozda verilerek tedavi edilmesi, me-
tilen mavisinin nitrit zehirlenmesinde acil ve etkili bir antidot olduğunu
ortaya koymuştur. Metilen mavisinin kasaplık hayvanlarda etin kali-
tesi üzerine yaptığı olumsuz etkilerin (38) gözönünde tutulduğu durum-
larda, tedavide diğer antidotların denenınesinin yararlı olacağı kanısı-
na varıldı.
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