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The effect of sodium nitrite poisoning on formation of methemoglobin and
hemolytic anemia in quinea-pigs

Summary: lnvestigation was carried out to determine the effect of sodium
nitrite induced methemoglobinemia on coU/ıts and hemolysis of erytrocytes and
also the values of hemoglobin and hematocrit.

In this study J 2 adult quinea-pigs weighing 300-450 gr were used. There
are equally divided into two groups as the control and experimental.

The quinea-pigs in the experimental group were subcutaneously injected by
sodium nitrite as a single dose of 60 mg/kg body weight. The values of erytro-
cyte, hemoglobin, methemoglobin, hematocrit and percent hemolysis of erytro-
cytes were measured in the hlood samples taken from the control and experi-
mental groups (after one hour of sodium nitrite injection).

In the experimental group, the leve! of methemoglobin and percent hemoly-
sis of erytrocytes were significantly higher than those in control group.
However, values of erytrocyte, hemoglobin and hematoerit were decrease by so-
dium nitrite injection and these differences were also found statisticaly sign~fi-
cant.

Özet: Araştırma sodyum nitritle oluşturulan methemoglobinemia 'nın erit-
rosit sayısı ve hemoliz oranına, ayrıca hemoglobin ve hematokrit değerlerine et-
ki.~'illintespit edilmesi amacıyla yapıldı.

Bu çalışmada 300-450 gr ağırlığında 12 adet kobay kullanıldı. Kobayların
yarısı kontrol, diğer yarısı da deney grubu olarak ayrıldı.

Deney grubundaki kobayıara 60 mg/kg canlı ağırlık dozunda sodyum nitrit
subcutan yolla verildi. Kontrol grubundan hemen ve deney grubundan bir saat-
lik bekleme sonrası alınan kan örneklerinde alyuvar, hemoglobin, hematokrit,
methemoglobin değerleri ile alyuvarların hemoliz oranları incelendi.

Deney grubunda methemoglobin miktarı ve alyuvar hemoliz oranları kon-
trol grubuna oranla yüksek ve istatiksel açıdan önemli bulundu. Buna karşın,
sodyum nitrit verilmesiyle alyuvarların sayıları, hemoglobin ve hematokrit de-
ğerleri azaldı ve bu farklılıklar da istatikselolarak önemli bulundu.

Giriş

Sindirim yoluyla alınan nİtratlar, hayvan-
larda vücut içinde değişik basamaklardan geçe-
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rek nitritIere dönüşebilmektedir (lO). Nitrat ve
nİtrit bileşiklerinin zehirliliği bileşiğin cinsine,
hayvanın türüne, alınma yoluna, yemlerle ve
sularla birlikte alınmasına göre önemli derecede
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değişir (21). Klinik semptomlar ve lezyonlar
belirsiz olup, aniden şekillenen bu durumun teş-
hisi zordur. Methemoglobinemia teşhis edici bir
karakteristik bulgu olarak şekillenmektedir
(12).

Vücutta kan dolaşımındaki eritrositlerdeki
hemoglobin (Hb), yavaş ve az oranda methe-
moglobine (MHb) okside olur (2,4, IS). Vücut-
ta dışardan alınan fazla miktarda nitrat ise, nit-
ritlere indirgenir (9, 23). Bu iyonlar ise ferro
durumundaki demirin ferri duruma geçirilme-
sinde ve hemoglobinin methemoglobine oksit-
lenmesinde rol oynayarak methemoglobinemia
tablosunun şekillenmesine yol açar (1, 9, 10,
23).

İnsanda akut veya kronik olarak oluşabilen
methemoglobinemia tablosu, eritrosit glukoz-6-
fosfat dehidrogenez enziminin genetiksel olarak
yokluğunda, hamile kadınlarda ve bebeklerde
daha sık gözlenebilmektedir (6). Hayvanlar
üzerinde yapılan çalışmalarda methemoglobine-
mia oluşturabilecek kimyasalların başında nitrat
ve nitritlerin geldiği bildirilmiştir (3, 7, 12,23).
Bu konuyla ilgili ilk çalışma LS97 yılında ger-
çekleştirilmiş fareler sodyum nitrit verilmesin-
den sonra methemoglobinemia oluşumu bildi-
rilmiştir (1). Asbury ve Rhode (1), sodyum
nitrit verdikleri buzağılarda nitrit zehirlenmesi-
ni takiben, hemoglobinin hızla methemoglobine
indirgendiğini bildirmiş ve ölmeye yakın %67-
90'a kadar yükseldiğini ifade etmişlerdir.

Daha önce de değinildiği gibi, nitrat ve nit-
ritlerin hemoglobini methemoglobine dönüştür-
mesi sonucu kanda yükselmiş methemoglobin
düzeyinin tespit edilmesi önemli bir veridir (l2,
23). Saha veterinederi methemoglobinemia tab-
losunu karun renginin kahverengileşmesi ile
teşhis etseler de, oda ısısında gözle teşhiste bu
gözlem bazı hatalara yol açmaktadır. Diğer yan-
dan birçok veteriner hekim methemoglobin dü-
zeyinin tespit edilmesi için kanı diagnostik
amaçlı olarak laboratuvarlara gönderse de, sağ-
lıklı sonuç alınamamaktadır. Çünkü, kanın alın-
masından itibaren 5-12 saat içinde, kandaki nor-
mal indirgeme mekanizmasına bağlı olarak
şekillenen methemoglobin hemoglobine dönü-
şebilmektedir. Bu yüzden kan numunesindeki
methemoglobin stabilizasyonunun sağlanması
önemli ve anlamlıdır (20).

Beutler ve Mikus (3), ratlar üzerinde yap-
tıkları bir çalışmada, methemoglobin şekillen-
mesi açısından sodyum nitritin oral veya subcu-
tan yolla verilmesi arasında fark bulunmadığını
ifade etmişlerdir.

Nitritlerin alınmasıyla methemoglobinemia
oluşmasına ait yeterli çalışmaların bulunmasına
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rağmen, yükseliş methemoglobin varlığında al-
yuvarların sayı ve dirençleri, hematokrit ve he-
moglobin değerlerinin durumundan söz eden
bildirimler sınırlı kalmaktadır. Bu kapsamda,
akut nitrit zehirlenmelerinde yukarıda bahsedi-
len parametrelerde olası değişikliklerle, sodyum
nitritin hemolitik anemi oluşumu üzerine etkisi-
nin belirlenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Bu araştırmada 300-450 gr ağırlığında 12
adet kobay kullanıldı. Kobaylann altısı kontrol
ve altısı da deney grubu olarak ayrıldı.

Deney grubundaki kobaylara 60 mglkg ola-
cak şekilde sodyum nitrit derialtı uygulandı
(20). Kontrol grubundan hemen ve deney gru-
bundan bir saatlik bekleme sonrası alınan kanlar
EDTA'lı (Etilendiamintetraasetikasit) tüplere
konuldu.

Alınan kan numunelerinde alyuvar sayısı
ve hematokrit değer belirlendi (24) ve hemoglo-
bin miktarı drapkin eriyiği kullanılarak spektro-
fotometrik yöntemle değerlendirildi (l5).

Alyuvar sayımı, hematokrit değer ve he-
moglobin miktarının değerlendirilmesinin yanı
sıra methemoglobin (ll), alyuvar ozmotik fraji-
litesi ve hemoliz oranının belirlenmesi spektro-
fotometrik yöntemle tayin edildi (17).

Methemoglobin tayini için EDTA'lı tüple-
re alınan kandan 75 ml alınarak, hemen hemoliz
edilebilmesi amacıyla içinde 5 ml fosfat buffer
bulunan tüplere alındı (1 1, 20).

Daha sonra bu hemolize solüsyon dört eşit
parçaya ayrılarak 1, 2, 3, 4 olmak üzere numa-
ralandırıldı. % 1O'lukKCN' den birer damla 2.-4.
nolu ıüplere, %20'lik K3Fe(CN)6'dan birer
damla ise 3.-4. tüplere konuldu. Vortekste karış-
tırıldıktan sonra 635 nm' de distile suya karşı
okundu.

% Methemoglobin= A 1- A2 x 100 formü-
A3 - A4

!üne göre hesaplandı (i 1).

Alyuvarların ozmotik frajilitesinin ve he-
moliz oranlarının belirlenmesi için % iO'luk
NaCl solüsyonu kullanıldı. Bu solüsyon 1SOgr
NaCl, 27.3 i gr Na2HP04 ve 3.74 gr NaHıP04
alınarak distile suyla iki litreye tamamlanarak
hazırlandı. Bu stok so!üsyondan 5 ml alınarak
distile suyla 50 ml'ye tamamlandı ve böylelikle
% l'lik tuzlu su solüsyonu hazırlandı. Lo ml ka-
pasiteli tüpler numaralanarak sırasıyla tablo
1'de bildirilen miktarlarda distile su ve % 1'lik
NaCl solüsyonlarından konuldu.



KüBA YAKUT NITRİT ZEHİRLENMESI

Bu solüsyonların üzerine 20 ml kan ilave
edildikten sonra vortekste karıştırıldı. Oda ISI-

sında 30 dakika beklendikten sonra 2000
rpm'de santrifüj edildi (Hettich).

Her bir tüpten alınan üstteki sıvıdan 3.5 ml
spektrofotometre küvetlerine aktarılarak 540
nm' de distile suya karşı okundu. i6. tüpteki
değer %100'lük hemoliz olarak kabul edildi ve
sonuçlar aşağıdaki formüle göre değerlendirile-
rek yüzde hemoliz oranları belirlendi (17).

%Hemoliz oranı = Tüp Optik Dansitesi x 100
16. Tüpün Optik Dansİlesi

Tablo i.Alyuvarların yüzde hemoliz onınlarının belirlenmesinde
!':ullanılan distile su ve % i'lik NaCl solüsyonlarının oranları

Table i.The concenlrations of i.0% NaCl and distilled water
uscd in measuıing pereent hemolysis of erylrocytes

Tüp No %l'lik NaCl Distile Su % NaCl Solüsyonu
(ml) (ml) ,(

i 4.25 0.75 0.R5
2 4.00 1.00 O.RO
3 3.75 1.25 0.75
4 3.50 1.50 0.70
5 3.25 1.75 0.65
6 3.00 2.(X) 0.60
7 2.75 2.25 0.55
8 2.50 2.50 0.50
9 2.25 2.75 0.45
LO 2.00 3.00 0.40
ii 1.75 3.25 0.35
12 1.50 3.50 0.30
13 1.25 3.75 0.25
14 1.00 4.00 0.20
LS 0.50 4.50 0.10
16 0.00 5.00 0.00

Kontrol ve deney grubu arası değer farklı-
lıklan student "t" testi kullanılarak belirlendi
(19).

Bulgular

Kontrol grubundaki hemotokrit değer orta-
lama %39.5 iken deney grubunda %30.5'e in-
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miştir (p<O.OOl). Çalışmada kontrol grubunun
hemoglobin değeri ortalama 14.3 gr/100 cc,
sodyumnitrit verilerek oluşturulan deney gru-
bunda bu değer ortalama 11.5 gr/100 cc'a düşüş
gösterirken (p<O.OI), methemoglobin değeri
kontrol grubunda %3.9'dan, deney grubunda or-
talama %85'e yükselmiştir (p<O.OOl) (Table 2).

Kontrol grubunda alyuvar sayısı ortalama
mm3'te 5.788.333 olarak bulunmuş, deney gru-
bunda ise bu değerin sodyum nitrit verImesin-
den sonra mm3'te 3.816-666 değerine düştüğü
saptanmıştır (p<O.Ol) (Tablo 2).

Her iki gruba ait 16. tüpte (% 100 distile
su) elde edilen hemoliz değerleri % i00 kabul
edilerek diğer tüplerden elde edilen değerlere
oranlandığında, kontrol ve deney grubunun or-
talama % hemoliz değerleri 1. -7. tüpler arasın-
da (%0.85-0.55 NaCl) benzer seyrettiği gözlem-
lendi. Deney grubunun 8. tüpünün hemoliz
oranı (%34), kontrol grubundakine (%8) oranla
oldukça yüksek tespit edildi. 8. tüpte gruplar
arasında hemoliz değerleri bakımından başla-
yan bu farklılık, 9. tüpte de devam etti. Bu tüpte
kontrol grubunda %26'lık hemoliz bulunurken,
deney grubunda %80'lik bir hemoliz gözlendi
(Şekil I).
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Şckil ı:Kobaylarda normal (kontrol) ve 60 mg/kg dozunda
sodyum nitril (deney grubu) verilmesinden sonra elde edilen

onalama yüzde hemoliz değerleri
Figure i:TIıe nıean values of percem hemolysis in quineapigs
hclöre (komrul) and after injecling sodium nitrite at the dos e of

60mg/kg subcutenously (expcriınental).

Tablo 2: Kobaylarda normal (kontrol ve 60 mglkg Sodyum nitrit verilmesinden sonra (deneyelde edilen hematokıit. he-
moglobin, methemoglobin ve alyuvar miktarları. Değerler ortalama standart hata olarak gösterilmiştir.

Table 2: The amounts of hematocril. hemoglobin. methemoglobin and erytrocytes before (control) and af ter injection of so-
dium nitrite (60mg/kg). Data are shown as the means SE.

Htc (%) Hb(grIlOOcc) MHb(%) Alyuvar (mm3'te)

Kontrol
(n=6) 39.5 1.2 14.3 0.6 3.9 0.8 5.788.333 536.3 LO

_._---_.- .-

Deney
85.0 3.816.666 207.036(n=6) 30.5 1.0 ı1.5 0.6 15.7

P <0.001 <0.01 <0.001 <0.01-- - ._ ..
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Deney grubuna ait hemoliz değeri LO.tüpte
(%0.40 NaCl) %100 olurken, kontrol grubuna
ait tüplerde % iOO'lükhemoliz oluşmadığı tespit
edildi. Bu olay her iki grup arasında 8. tüpte gö-
rülen farklılıktan sonraki önemli ikinci bulguy-
du (Şekil 1).

Tartışma ve Sonuç

Bu araştırmada kobaylara akut sodyum nit-
rit zehirlenmesinin şekillenmesi amacıyla uygu-
lanan 60 mglkg'lik doz (20), methemoglobine-
mia oluşması açısından yeterli bulunmuştur.
Literatürde verilene benzer uygulanan bu dozun
üzerindeki değerlerle hayvanlar üzerinde yapı-
lan ön çalışmalarda ani ölümler görülmüştür.

Deney grubundaki hayvanlardan sodyum
nitrit uygulanmasından bir saat sonra alınan kan
örneklerinde, kontrol grubuna oranla yüksek
d..eğerde methemoglobin miktarında yükselme
gö:z;eçarpmış (p<O.OOi), hemoglobin miktarın-
da ise düşüş gözlenmiştir (p<Ü.OOI). Bu bulgu-
lar, nitrit iyonlarının hemoglobini methemoglo-
bine oksitlemesinin sonucu olarak
değerlendirilmiştir. Kusumoto ve Nakajima
(I 4), hemoglobin methemoglobine oksitlenmesi
üzerine invitro olarak yaptıkları bir çalışmada
sodyum nitritin %95 oranında methemoglobin
oluşumunda roloynadığı bildirilmiştir. Araştır-
mada uygulanan kimyasal maddeye bağlı ola-
rak hayvanlarda uyku hali ve gözlerde çikola-
tam sı renk oluşumu çıplak gözle tespit
edilebilen ilk bulgu olarak değerlendirilirken,
deney grubundan alınan kan örneklerinde yük-
sek oranda methemoglobin şekillenmesine
bağlı olarak kanı n renginin koyulaşması dikkati
çeken diğer bir nokta olarak gözlenmiştir (7,
23).

Çalışmada, oksidant etkili maddeye bağlı
olarak şekillenen toksitite' nin belirtilerinden bi-
risi de hemoliz ve hemolitik anemi tablosu ol-
muştur (3,8). Eritrositlerin yüzey ve hacim de-
ğişikliklerinin belirlenmesi amacıyla yapılan
ozmotik frajilite deneyinin kontrol ve deney
grubuna ait sonuçlarına bakıldığında 8. tüpten
sonra şekillenen % hemoliz değerlerindeki fark-
lılık dikkati çekmiş, kontrol grubuna göre
deney grubunda çok daha erken % iOO'lük he-
moliz gözlenmiş ve bu değişiklik ise toksisitey-
le bağlantılı olarak şekillenen bir hemolitik
anemi tablosu olarak değerlendirilmiştir. Çalış-
mada kontrol grubundan elde edilen ozmotik
dirençle ilgili değerler Perk ve ark.'nın (16) bu
konu ile ilgili olarak verdikleri değerlere ben-
zerlik göstermektedir.

Diğer yandan, yine çalışmada sodyum nit-
rit verilerek oluşturulan deney grubundan alı-
nan kan örneklerinde, kontrol grubuna göre dik-
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kati çeker bir oranda mm3'deki alyuvar sayısı
açısından düşüş gözlenmiş (p<O.OI), bu bulgu
da ozmotik frajilite ile belirlenen hemolitik
anemi tablosunu destekleyici bir önemde bulun-
muştur. Yine bu düşüş, oksidant etkili sodyum
nitritin hemoglobindeki ferro demiri ferri demi-
re çevirerek methemoglobinemia şekillenmesi
ve alyuvarlann şekillerini bozarak sertleşmesi ne
yol açarak deforme alyuvarların retiküloendo-
telyal sisteme geri dönerek, periferal kanda sa-
yılarının azalması sonucu hemolitik anemi tab-
losu ile sonuçlandığı düşünülmektedir (5, iO).
Ünsüren ve ark. (22), potasyum nitrit vererek
oluşturdukları methemoglobin tablosunun yanı-
sıra otopside karaciğerdeki damar ve sinüsoidle-
rin eritrositlerle dolu olduğunu bildirmişlerdir. .
Bu çalışmadan elde edilen veriler, araştırmada
tespit ettiğimiz hemolitik anemi tablosunu des-
teklernekte, eritrositlerin şekil ve yapılarının bo-
wlarak retiküloendoteryal sisteme gittiklerini
göstermektedir (22). Yine bu konuda yapılan
diğer bir çalışmada nitrit zehirlenmesi sonucu
kan methemoglobin düzeyinde artışla birlikte

. , hemoglobin değerinde ve alyuvar sayısında da
.artış bildirilmiş (13), ancak literatürdeki bu ve-
riler, bu araştırmada methemoglobin oluşumuy-
la rölatif olarak ilişkili olan hemoglobin değe-
rindeki düşüşle çelişmektedir.

Sonuç olarak bu çalışmada 60 mg/kg sod-
. yum nitrit verilen grupta oksidant etkili sodyum
. njtritin, alyuvarlardaki hemoglobini methemog-
.lobine hızla çevrilmesine ve alyuvarlann yapısı-
nı ve dayanıklılığını bozarak dolaşım kanında
sayısalolarak azalmasına ve hemolitik anemiye
neden olduğu ortaya konulmuştur.
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