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KOYUNLARDA DENEYSEL NITRIT ZEHIRLENMELERININ LABORATUVAR
VE KLINIK BULGULARIYLA, SAGALTIMDA METILEN MAVISI'NIN
KULLANILMASI UZERINDE ARASTIRMALAR
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Investigations on the laboratory and clinical findings of experimental nitrite poisoning and
the usage of methylene blue in therapy

Summary: This investigation was carried out to determine the cor-
relation between clinical and haematological findings in acute nitrite
poisoning and also to determine the effectiveness of methylene blue in
the treatment of this intoxication.

In the present study, 15 sheep were used, three of these animals were
used as controls. Before the start of the experimental investigation, the
animals were examined generally. 10 %, solution of potassium nitrite
(KNO2) at 400 mg | kg was giver into the rumen via a cathe:er,

Blood samples were taken from the sheep before the experiment
and on the 2nd, 3rd and 25th hours after the beginning of the experiment.
Serum nitrite, sodium and potassium levels and blood methaeomoglobin
and bicarbonate values were determined in the samples.

Thus, treatment with methylene blue at a concentration of 4 ¥,
(4 mg | kg) was found to be an immediate and effective antidote for nit-
rite intoxications as it causes an improvement in the clinical symptoms
of poisoning and a rectification of laboratory tests.

Ozet: Arastirma, akut nitrit zehirlenmesi durumlarinda gozlenen
klinik bulgularin, hematolojik bulgular ile karsilagtirilmas: ve tedavide
metilen mavisinin etkinlidinin arastirilmast amaciyla yapild.
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Aragtirmada digii kontrol olmak iizere 15 adet koyun kullanild:.
Deneysel ¢alismaya baglamadan dnce hayvanlarin genel muayeneleri
yapildi, Koyunlara 400 mg | kg dozda %, 10’luk potasyum nitrit (KNO?2)
sondayla rumen i¢i verildi.

Koyunlardan deneme éncesi ve denemenin 2, 3. ve 24. saatlerinde
kan alinarak serum nitrit ile sodyum, potasyum diizeyleri, kan methe-
- moglobin ve bikarbonar miktarlar: belirlendi.

Metilen mavisinin verilmesi ile klinik zehirlenme belirtilerinde ve
laboratuvar muayeneleri sonuglarnda belirgin bir diizelmenin goriilme-
si (tablo), 5 & lik metilen mavisinin (4 mg | kg) nitrit toksikasyonla-
rinda acil ve etkili bir antidot oldugunu ortaya koymugtur.

Girig

Nitrit zehirlenmesi insan ve hayvanlarda fazla miktarda nitrat
ve nitrit iceren su ve gidalarin agiz yoluyla alinmasi, bazen de solunum
yolu ile nitrogen gazlarmin inhalasyonu sonucu ortaya ¢tkmaktadir
(10, 21, 28). Nitrat ve nitrit zehirlenmesi hakkinda ilk bilgiler 1793
yilinda bizmut-subnitrat verilen insanlara ve 19. yiizyilda sodyum nit-
rat ile giibrelenmis meralarda otlayan sigirlara ilgilidir (10). Daha son-
raki yillarda nitrat zehirlenmelerine sik olarak rastlandigt belirtil-
mekte ve konu lizerinde deneysel gahismalarin yapildig: gozlenmekte-
dir (8, 9, 18). Evcil hayvanlarin nitrat zehirlenmesine karsi duyarlilik-
lart farklidir. En duyarlt hayvan domuz olup bunu koyun, sifir ve
at izlemektedir (25, 32).

Nitritler nitratlardan 10-15 kat daha zehirlidirler (25, 32). Damar
i¢i nitrat verildiginde kanda methemoglobin ve nitrit iyonuna rastlan-
madif, klinik zehirlenme tablosunun gorilmedigi belirtilmektedir
(20). Nitritler rumen igi (26, 27, 34), damar igi (5, 26, 27), periton igi
(8, 17) ve deri alt1 (17) verildiginde verilis yolu, doz ve bireysel
faktorlere (25, 28, 36) bagh olarak farklt zehirlenme belirtilerinin
ortaya ¢iktigy bildirilmektedir.

Potasyum nitrit rumen igi 156 mgr/ kg (38) ve 166 mgr / kg (26)
dozda verildiginde akut zehirlenme belirtilerinin gorildiigi fakat 6li-
miin meydana gelmedigi, 400 mgr / kg dozda (34) verildiginde ise 2,5-3
saatte hayvanlarin 6ldiigi saptanmigtir.
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Tablo 1. KNO, verilen koyunlara ait methemoglobin (%) kan bikarbonat (Meq / 1) ile serum nitrit (u.g/ 100 ml) ve serum sodyum-potas-

yum (Meq/ 1) degerleri. n=12 e
- | . Denemeden 2 saat Dcnemeden 3 saat | Denemeden 24 saat c
* Decnemeden 6nce sonra (tedavi) sonra sonra Z;
Methemoglobin : ~
X F Sx | 6.23 F 0.84 90.99! =- 1.33 28.54* = 2.32 4.35* = 0.41 ;’;
Xmin — Xmax i 0.52 — 9.70 82.40 — 96.80 16.50 — 41.70 | 1.90 - 6.90 [
Kan Bikarbonat | ' i &
X F Sx | 23.85 ©  1.94 15.86' F 1.46 18.86 T 1.44 24.26* + 0.65 53
Xmin — Xmax 17 — 28 10,3 — 24.5 11.7 — 28.5 21.4 — 29.3 é
tr
Serum Nitrit i : , |
X T Sx ' 19.16 + 2.3 884.16' + 27.1 692.50° + 41.5 29.91* ¥ 56 ! ,
Xmin — Xmax 8 — 43 760 — 990 370 — 920 i 11 — 54 ! é
- ) ! h
Serum Sodyum ; : : C
X F Sx | 140.91 = 3.94 143.85° F 3.69 142.63° T 3.71 144.54° + 2.34 . t}’.
Xmin — Xmax 115.2 — 156.6 124.8 — 167.4 121.8 — 163.5 133.6 — 156.6 : 2
Serum Potasyum | ) i |
X T Sx 3.53F  0.24 3.7122 £ 0.29 3.13* ¥ 0.26 . 3.33 = 0.18 : >
Xmin — Xmax ) 230 — 480 243 = 4.96 b 1,92 - 4.48 2.56 — 4.25 7<
1. P < 0.001, deneme Oncesi ile 2. saat arasi farkhhk. c
2. P < 0.001, denemenin 2. saati ile tedavinin 1. saati arasi farklihk. :
3. P < 0.001, deneme oOncesi ile 3. saat arast farklihk g
4. P > 0.05, deneme oncesi ile 24. saat arasi farkhilik. 91
5. h

P . 0.05, deneme Oncesi ile 2., 3. ve 24. saat arasi farklihk.
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Nitratlar agiz yolu ile alindiginda sindirim kanalt mukozasinda
kostik etki olustururlar (29). Kendileri ¢ok az zehirli bir madde olan
nitratlar rumende fauna yardimiyla amonyaga indirgenirken ara me-
tabolizma triinii olarak sckillenen nitrit iyonu vasitasiyla zehirlenmeye
neden olurlar (9, 10, 26, 28). Rumen igeriginin pH’si infusoria sayisi
ve bazi iz elementlerin diizeyinin nitratin nitrite rediiksiyonunda 6nem-
li rol oynadi@i rapor edilmektedir (30, 36). Bu reaksiyon asagida gos-
terildigi gibi gelisir (9).

N03 ——>N02 d NZOSNOZNO _—> NHZOH > NH3
Nitrat Nitrit Nitrojen oksit Hidroksilamin ~ Amonyak

Mide barsak kanalindan emilen nitritler hemoglobinin yapisinda
bulunan ferro seklindeki demiri ferri sekline indirgeyerek hemoglobin
ile birlesir ve methemoglobin sekillenir (3, 32). Boylece eritrositler
oksijen baglama niteligini kaybederler. Olusan methemoglobin miktari
nitritin dozu, verilis yolu ve bireysel faktorlere gore degisiklik goster-
mektedir (16). Methemoglobin miktan ile kan serum nitrit diizeyi ara-
sinda pozitif bir iligki oldugu rapor edilmektedir (33, 34).

Kan methemoglobin diizeyindeki artis ile klinik belirtilerin orta-
ya ¢ikisi ve siddeti dogru orantihdir (32). Gozlenen klinik bulgular
durguniuk, istahsizlik, rumen hareketlerinde azalma, salivasyon, dis
gieirtisi, konjuktivalarda siyanoz, solunum ve nabiz sayisinda artis,
solunum gi¢ligl, midriasis, sanct, titreme, tonik ve klonik konvulsi-
yonlar, sendeleme, yere disme ve sonugta dlimdiir (10, 17, 27, 32, 34,
37). Nitrit zehirlenmelerinde 6liim nedeni olarak hipoksi gdosterilmek-
tedir (39).

Oksijen yetersizligi durumunda respiratorik alkalozis olustugun-
dan kan pH’s1 yiikselir, HCO;™ diizeyi diiser, Na* ve K* atilimt artar
(14, 31).

Olen hayvanlarn otopsilerinde kanin gukulata renginde, etin koyu
renkte oldugu, sindirim sistemi mukozasinda hiperemi, karaciger ve
bobreklerde konjesyon. akcigerlerde anfizem, perikard, endokard,
trakea ve seroz zarlarda petesiel kanamalar gdzlenir. Histopatolojik
olarak karacigerde sentrilobuler nekroz, bobrek tubuluslarinda deje-
nerasyon ve brons duvarlarinda lenfosit infiltrasyonu goriilir (21, 32,
34, 39).

Klinik bulgular ve kanin koyu kirmizidan kahverengine kadar
degisen renkte olmasi nitrit zehirlenmesini disiindiirlir. Kesin tam
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kan nitrit konsantrasyonu ve methemoglobin miktarimin belirlenmesi,
mide igerigi, gida drnekleri ve igme sularinin toksikolojik analizleriyle
ortaya konur (22, 23).

Akut nitrit zehirlenmesinde tedavi hipoksinin ortadan kaldinl-
mas! amacina yoneliktir (32, 39). Metilen mavisinin methemoglobinin
hemoglobine doniisiimiinde etkili bir antidot oldugu rapor edilmek-
tedir (3).

Buck ve arkadaslar (4), viiksek diizeyde methemoglobinemi (9]
75) belirlenen hayvanlarda 4 mgr / kg dozda metilen mavisinin bu du-
rumu ortadan kaldirdigina, daha h:zli bir diizelme i¢in dozun artiril-
mast gerektigini belirtmislerdir.

Burrow (6) siddetli methemoglobinemi durumlarinda metilen
mavisinin 15-22 mg/ kg dozda kullamilabilecegini bildirmistir.

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

Materyal ve Metot

Bu arastirmada 1 yash 15 adet koyun kullamildi. Deneme Oncesi
numaralandinlan koyunlardan 3°ii kontrol olarak ayrildi. Arastirmanin
baglamasindan 15 giin 6nce i¢ ve dis parazitlere karst ilaglama yapildi.
Hayvanlar koyun besi yemi ve kuru otla beslendi, Onlerinde ycterhi
miktarda devamli su bulunduruldu. Deneysel caltsmaya baslamadan
once hayvanlarin sistemik klinik muayencleri yapildi (1).

Potasyum nitrit (Merck) 400 mg / kg dozda %] 10 solusyon halin-
de sondayla rumen igine verildi. Klinik belirtilerin baglama zamani ve
nitelikleri kaydedildi. Kontrol olarak birakitan ii¢ koyun haric diger-
lerine belirtilerin en siddetli oldugu 2. saatte 9 4’liikk metilen mavisi
4 mg/ kg doza intravendz verildi. Bunun yanisira hayvanlara 2 ml
Kafein-Vet (Eczacibasi)) intramuskuler uygulandi.

Hematolojik galismalar i¢in kullamilan tiim araglar teknigine uy-
gun olarak temizlendi (24). Kan ornckleri deneme Oncesi, denemeden
iki saat sonra (kan alindiktan hemen sonra tedavi baslatildi), tedavi
uygulamasindan bir saat sonra ve denemenin 24. saatinde olmak lizerc
dort kez heparinli sigelere alindu.
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Nitrit diizeylerinin tesbitinde, civa klorir eriyigi ile proteinleri
¢oktiiriilen serum santrifiije edildi. Gerekli islemler yapildiktan sonra
olusan renk 10 dakika ile iki saat icersinde 520 nm'de spektrofotomet-
rede olgiildi. Standart egri, 1 ml serumda bilinen nitrit konsantrasyo-
nuna gore hazirlanarak, serumdaki nitrit dizeyleri saptand: (7).

Kan ornekleri, laboratuvarda methemoglobin tayini yapilincaya
kadar gegen sirede. eritrositlerdeki methemoglobini hemoglobine
indirgeyen mekanizmalari (35, 38) durdurmak amaciyla M / 60 phosp-
hate buffer’i ile muamele edildi. Bu amagla 0.2 ml kan alinarak M / 60
phosphate buffer ile 10 ml’'ye tamamlandi. Bu sekilde sulandirtlan
kan i¢inde bulunan methemoglobin diizeyleri 25°C’de 6 saat, 5°C’de
2 giine kadar sabit kalabiliyordu (35). Mcthemoglobin diizeyleri Evelyn
-Malloy metoduna gére spektrofotometrede (Shimadzu digital spec-
trophometer UV-150, KYOTO-JAPAN) (13), kan HCO™; degerleri
degerleri kan gazlart analiz aygiti (Radiometer BMS 3Mk2 Copenga-
gen DENMARK) ile, kan serumu Na*ve K* iyonu degerleri ise
flamcfotometre (12) ile yapildi.

Bulunan degerlerin istatistik hesaplarinda eslemeye dayali “t”
testi uygulandi (11).

Bulgular

Klinik bulgular: Arastirmada  kullanillan koyunlarda KNOy’
in rumen i¢ine verilmesinden yarun saat sonra durgunlagma, istahsiz-
Ik, solunum ve nabiz sayisinda artig, bir saat sonra agiz mukozasi ile
goz konjunktivasinda siyanoz, sendeleme, sanci, tutuk yiriime, yere
diisme, tonik ve klonik konviilziyonlar, dis gicirtis1 ve salyada artma
gdzlendi. Bu belirtiler denemenin ikinci saatinde siddetlendi ve tedavi-
ye baslandi. Tedaviden 15 dakika sonra hayvanlarin sakinlestigi yar-
dimsiz ayakta durabildikleri, zamanla siyanozun azalmaya basladig:
ve yaklagik alti saat sonra nabiz ve solunum sayilarinin normale yak-
lastig1, siyanozun hafifledigi kaydedildi. Tedaviden 7-8 saat sonra
hayvanlarin yeme ve suya karsi istahlt olduklart saptandi.

Laboratuvar bulgular: Denemeye alinan hayvanlarda kan seru-
munda belirlenen ortalama nitrit ve sodyum-potasyum degerleri ile
kan methemoglobin ve bikarbonat iyonu degerleri tablo’da gosterildi.

Otopsi Bulgulari: Kanin ¢ukulata renginde oldugu, rumen, abo-
mazum ve barsak mukozalarinda hiperemi karaciger ve bobreklerde
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konjesyon, seréz zarlarda, trachea mukozasinda ve perikartda petesi-
ler, akcigerlerde 6dem belirlendi. Histopatolojik olarak karacigerde
damarlar ve siniisoidler eritrositlerle dolu idi. Akcigerlerde damarlarin
dolgun ve alveollerin 6demli oldugu dikkati ¢ekiyordu. Bazi sahalar-
da alveol duvarlart kalinlasmisti. Bronsioller etrafinda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu vardi.

Tartisma ve Soauc

Bu galismada nitratlarin rumende nitrite doniisiimiinii etkileyen
faktorleri (19, 26) ortadan kaldirmak ve akut zehirlenme olusturmak
amaciyla KNO, rumen i¢i verildi.

Potasyum nitritin 156 mg/ kg (38) ve 166 mg/ kg dozda rumen
i¢i verildiginde akut zehirlenme olustugu fakat 6liime neden olmadig:
(26), 400 mg / kg dozda ayni yolla verildiginde 2.5-3 saat iginde 6liime
yol agtigi bildirilmektedir (34). Bu arastirmada literatiir bilgilerinin
isiginda 400 mg / kg dozda rumen i¢i KNO, verildi ve tedavisiz, kont-
rol olarak birakilan 3 koyun 2-2.5 saat iginde &ldii. Olen hayvanlar-
daki otopsi bulgular, gesitli aragtiricilarin bildirimlerine (14, 21, 32, 34)
uymaktadir,

Akut nitrit zehirlenmelerinde bildirilen klinik bulgular (2, 32),
bu arastirmanin yapildig: 15 koyunda KNO2’nin 9% 10 luk solusyon
halinde rumen igi verilmesinden yaklastk yarim saat sonra basladis,
1.5-2 saat sonra semptomlarin siddetlendigi ve hayvanlarin ayaga kal-
kamaz duruma geldikleri saptandi. Semptomlarin ortaya cikisinda en
onemli rolii oynayan methemoglobin miktarindaki artis ile kan nit-
rit diizeyindeki artis arasinda pozitif bir iliskt oldugu belirtilmektedir.
(5, 15, 40).

Rumen i¢i 400 mg / kg dozda KNO, verilen koyunlarda semptom-
larin siddetlendigi donemde belirlenen ortalama methemoglobin de-
gerinin (tablo) Sinclair ve Jones’un (34) ayni dozda ve ayni1 yolla KNO,
verdikleri koyunlardan elde ettikleri methemoglobin degerinden yiik-
sek oldugu saptandi. Bu arastiricilarin yaptifi ¢alismada methemoglo-
binin en yiiksek diizeye ¢iktigr anda (9 94) kan nitrit diizeyi 610 ugr/
100 ml oldugu halde, 15 koyunda yapilan bu ¢alismada methemoglo-
bin diizeyi % 90.99’a ¢iktiginda serum nitrit miktar: 884.16 ugr/ 100
ml olarak belirlendi. Ayni miktarda ve ayni yolla KNO, verilen bu iki
¢ahgmada kan nitrit diizeylerinin farkli bulunmasi, hayvanlarin bes-
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lenme sartlarina, kandaki bazi mineral madde diizeylerindeki degisik-
liklere ve nitritin viicutta ugradi§r metabolik reaksiyonlarin bireylere
gore farklihk gostermesine (28, 36) baglanabilir.

Dencmenin ikinci saatinde HCO,;™ degerinde belirlenen diists,
literatiir bilgilerine uymaktadir (14, 31). Na~ ve K* 0lgiimleri sonug-
lar1, Ishigami ve Inouenin (20) bu ivonlarda Snemli bir degisiklik
goriilmeyecegi, bildirimlerine uyarken, Dollahite ve ark. min (10)
potasyum iyonunda belirledikleri diisiise uymamaktadir., K™ daki
diisiisiin ¢cogunlukla uzun siircli olaylarda rastlanzca® bildirimi (31)
gozoniinde tutuldugunda, akut nitrit zehurlenmesinin olusturuldugu
bu denemede 2.5 saatlik bir siirede K* da bir distsiin gézlenmemesi
normal sayilabilir.

Akut nitrit zehirlenmesinde en etkin tedavinin metilen mavisi ile
yapilacagi bildirimlerine (5, 27, 37) uygun olarak bu cabsmada klinik
semptomlarin siddetlendigi 2. saatte 4 mg/ kg dozda ¥, 4’liik metilen
mavisi damar ici verildi. Uygulamadan sonra gozlenen iyilesme belir-
tileri arastiricilarin bildirimlerine (5, 23. 27) uymaktadir. Tedavinin
baslangicindan bir saat sonra alinan kan orneklerinde tabloda goriil-
diigii gibi methemoglobin diizeyinin ortalama % 28.54’¢ diigmesi
tedavinin etkinligini dogruladigi kanisindayiz.

Olus:urulan deneysel akut nitrit zehirlenmesinde mcthemoglobin
diizeyinin % 90.99’a ulastifi donemde tedavisiz birakilan lig koyunun
siddetli zehirlenme belirtileri gdstererek Olmesine karsmn, 12 koyuna
9¢ 4liik metilen mavisi 4 mg / kg dozda verilerek tedavi cdilmesi, me-
tilen mavisinin nitrit zehirlenmesinde acil ve etkili bir antidot oldugunu
ortaya koymustur. Metilen mavisinin kasaplik hayvanlarda etin kali-
tesi tizerine yaptigi olumsuz ctkilerin (38) gozoniinde tutuldugu durum-
larda, tedavide diger antidotlarin dencnmesinin yararh olacagr kanisi-
na varildi.
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