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KOBAYLARDA AKUT NITRIT ZEHIRLENMESININ
METHEMOGLOBIN VE HEMOLITIK ANEMI OLUSUMU
UZERINE ETKISI

Meltem SIRELI* S Vedat SAGMANLIGIL*
Bahri EMRE** Mehmet IRIADAM***

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

Summary: Investigation was carried out to determine the effect of sodium
nitrite induced methemoglobinemia on counts and hemolysis of erytrocytes and
also the values of hemoglobin and hematocrit.

In this study 12 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 blood samples taken from the control and experi-
mental groups (after one hour of sodium nitrite injection).

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

Ozet: Arastirma sodyum nitritle olusturulan methemoglobinemia’nin erit-
rosit sayist ve hemoliz oramina, ayrica hemoglobin ve hematokrit degerlerine et-
kisinin tespit edilmesi amaciyla yapudi.

Bu ¢alismada 300-450 gr agurlifinda 12 adet kobay kullanildi. Kobaylarin
varisi kontrol, diger yarisi da deney grubu olarak ayrildi.

Deney grubundaki kobaylara 60 mg/kg canly agirlik dozunda sodyum nitrit
subcutan yolla verildi. Kontrol grubundan hemen ve deney grubundan bir saat-
lik bekleme sonrast alinan kan drneklerinde alvuvar, hemoglobin, hematokrit,
methemoglobin degerleri ile alyuvarlarin hemoliz oranlart incelendi.

Deney grubunda methemoglobin miktary ve alyuvar hemoliz oranlar kon-
trol grubuna oranla yiiksek ve istatiksel agidan onemli bulundu. Buna karsin,
sodyum nitrit verilmesiyle alyuvarlarin saydari, hemoglobin ve hematokrit de-
gerleri azaldy ve bu farkliliklar da istatiksel olarak onemli bulundu.

Giris rek nitritlere doniisebilmektedir (10). Nitrat ve

nitrit bilesiklerinin zehirliligi bilesigin cinsine,

Sindirim yoluyla alinan nitratlar, hayvan- hayvamn tiiriine, alinma yoluna, yemlerle ve
larda viicut iginde degisik basamaklardan gece- sularla birlikte alinmasina gore onemli derecede
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degisir (21). Klinik semptomlar ve lezyonlar
belirsiz olup, aniden sekillenen bu durumun teg-
hisi zordur. Methemoglobinemia teshis edici bir
karakteristik bulgu olarak sekillenmektedir
(12).

Viicutta kan dolagimindaki eritrositlerdeki
hemoglobin (Hb), yavag ve az oranda methe-
moglobine (MHb) okside olur (2, 4, 18). Viicut-
ta digardan alinan fazla miktarda nitrat ise, nit-
ritlere indirgenir (9, 23). Bu iyonlar ise ferro
durumundaki demirin ferri duruma gegirilme-
sinde ve hemoglobinin methemoglobine oksit-
lenmesinde rol oynayarak methemoglobinemia
tablosunun gekillenmesine yol agar (1, 9, 10,
23).

Insanda akut veya kronik olarak olugabilen
methemoglobinemia tablosu, eritrosit glukoz-6-
fosfat dehidrogenez enziminin genetiksel olarak
yoklugunda, hamile kadinlarda ve bebeklerde
daha sik gozlenebilmektedir (6). Hayvanlar
lizerinde yapilan ¢calismalarda methemoglobine-
mia olugturabilecek kimyasallarin baginda nitrat
ve nitritlerin geldigi bildirilmistir (3, 7, 12, 23).
Bu konuyla ilgili ilk ¢alisma 1897 yilinda ger-
¢eklestirilmiy fareler sodyum nitrit verilmesin-
den sonra methemoglobinemia olusumu bildi-
rilmigtir (1). Asbury ve Rhode (1), sodyum
nitrit verdikleri buzagilarda nitrit zehirlenmesi-
ni takiben, hemoglobinin hizla methemoglobine
indirgendigini bildirmig ve olmeye yakin %67-
90'a kadar yiikseldigini ifade etmislerdir.

Daha 6nce de deginildigi gibi, nitrat ve nit-
ritlerin hemoglobini methemoglobine doniistiir-
mesi sonucu kanda yiikselmis methemoglobin
diizeyinin tespit edilmesi énemli bir veridir (12,
23). Saha veterinerleri methemoglobinemia tab-
losunu kanin renginin kahverengilesmesi ile
teshis etseler de, oda 1s151nda gozle teghiste bu
gozlem bazi hatalara yol agmaktadir. Diger yan-
dan birgok veteriner hekim methemoglobin dii-
zeyinin tespit edilmesi i¢in kami diagnostik
amagl olarak laboratuvarlara gonderse de, sag-
likl sonug alinamamaktadir. Ciinkii, kanin alin-
masindan itibaren 5-12 saat i¢inde, kandaki nor-
mal indirgeme mekanizmasina bagli olarak
sekillenen methemoglobin hemoglobine dénii-
sebilmektedir. Bu ylizden kan numunesindeki
methemoglobin stabilizasyonunun saglanmasi
onemli ve anlamhidir (20).

Beutler ve Mikus (3), ratlar lizerinde yap-
tiklarr bir ¢alismada, methemoglobin sekillen-
mesi agisindan sodyum nitritin oral veya subcu-
tan yolla verilmesi arasinda fark bulunmadigini
ifade etmislerdir.

Nitritlerin alinmasiyla methemoglobinemia
olugmasina ait yeterli ¢aligsmalarin bulunmasina
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ragmen, yiikselis methemoglobin varli§inda al-
yuvarlarin say1 ve direngleri, hematokrit ve he-
moglobin degerlerinin durumundan s6z eden
bildirimler simrli kalmaktadir. Bu kapsamda,
akut nitrit zehirlenmelerinde yukarida bahsedi-
len parametrelerde olas1 degisikliklerle, sodyum
nitritin hemolitik anemi olusumu iizerine etkisi-
nin belirlenmesi amaglanmagtir.

Materyal ve Metot

Bu aragtirmada 300-450 gr agirhginda 12
adet kobay kullanildi. Kobaylarn altis1 kontrol
ve altist da deney grubu olarak ayrildi.

Deney grubundaki kobaylara 60 mg/kg ola-
cak sekilde sodyum nitrit derialti uyguland:
(20). Kontrol grubundan hemen ve deney gru-
bundan bir saatlik bekleme sonrasi alinan kanlar
EDTA’L (Etilendiamintetraasetikasit) tiiplere
konuldu.

Alnan kan numunelerinde alyuvar sayisi
ve hematoknt deger belirlendi (24) ve hemoglo-
bin miktan drapkin eriyigi kullamlarak spektro-
fotometrik yontemle degerlendirildi (15).

Alyuvar sayimi, hematokrit deger ve he-
moglobin miktarinin degerlendirilmesinin yani
sira methemoglobin (11), alyuvar ozmotik fraji-
litesi ve hemoliz oraninin belirlenmesi spektro-
fotometrik yontemle tayin edildi (17).

Methemoglobin tayini i¢in EDTA’] tiiple-
re alinan kandan 75 ml alinarak, hemen hemoliz
edilebilmesi amaciyla iginde 5 ml fosfat buffer
bulunan tiiplere alindi (11, 20).

Daha sonra bu hemolize soliisyon dort egit
pargaya ayrilarak 1, 2, 3, 4 olmak lizere numa-
ralandirildi. %10'luk KCN'den birer damla 2.-4.
nolu tiiplere. %201k Kj3Fe(CN)¢'dan birer
damla ise 3.-4. tiiplere konuldu. Vortekste kars-
tinldiktan sonra 635 nm’de distile suya kars
okundu.

% Methemoglobin= _Al- A2 x100 formii-
A3 - A4
liine gore hesapland: (11).

Alyuvarlann ozmotik frajilitesinin ve he-
moliz oranlannin belirlenmesi i¢in  %10'luk
NaCl soliisyonu kullanildi. Bu soliisyon 180gr
NaCl, 27.31 gr Na,HPO,4 ve 3.74 gr NaH,PO,
alinarak distile suyla iki litreye tamamlanarak
hazirlandi. Bu stok soliisyondan 5 ml alinarak
distile suyla 50 ml’ye tamamland: ve béylelikle
%1'lik tuzlu su soliisyonu hazirlandi. 10 ml ka-
pasiteli tiipler numaralanarak sirasiyla tablo
l'de bildirilen miktarlarda distile su ve %1'lik
NaCl soliisyonlarindan konuldu.
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Bu soliisyonlarin iizerine 20 ml kan ilave
edildikten sonra vortekste kanstinldi. Oda 1s1-
sinda 30 dakika beklendikten sonra 2000
rpm’de santrifiij edildi (Hettich).

Her bir tiipten alinan istteki sividan 3.5 ml
spektrofotometre kiivetlerine aktanlarak 540
nm’'de distile suya karsi okundu. 16. tiipteki
deger %100'lik hemoliz olarak kabul edildi ve
sonuglar agsagidaki formiile gore degerliendirile-
rek yiizde hemoliz oranlan belirlendi (17).

%Hemoliz oram = _Tiip Optik Dansitesi x 100
16. Tiiptin Optik Dansitesi

Tablo 1. Alyuvarlann yiizde hemoliz oranlanmn belirlenmesinde
kullamian distile su ve %1'lik NaCl soliisyonlanmn oranlan

Table 1. The concentrations of 1.0% NaCl and distilled water
used in measuring percent hemolysis of erytrocytes

TipNo  %l'lik NaCl Distile Su % NaCl Soliisyonu
(ml) (ml) /
1 425 0.75 0.85
2 4.00 1.00 0.80
3 3.75 1.25 0.75
4 3.50 1.50 0.70
5 325 1.75 0.65
6 3.00 2.00 0.60
7 2.7s 2.25 0.55
8 2.50 2.50 0.50
9 2.25 2.75 0.45
10 2.00 3.00 0.40
11 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
15 0.50 4.50 0.10
16 0.00 5.00 0.00

Kontrol ve deney grubu arasi deger farkh-
liklan student “t” testi kullanilarak belirlendi
(19).

Bulgular

Kontrol grubundaki hemotokrit deger orta-
lama %39.5 iken deney grubunda %30.5'e in-
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mistir (p<0.001). Calismada kontrol grubunun
hemoglobin degeri ortalama 14.3 gr/100 cc,
sodyum -nitrit verilerek olusturulan deney gru-
bunda bu deger ortalama 11.5 gr/100 cc’a diigiis
gosterirken (p<0.01), methemoglobin degeri
kontrol grubunda %3.9'dan, deney grubunda or-
talama %85'e yiikselmistir (p<0.001) (Table 2).

Kontrol grubunda alyuvar sayis: ortalama
mm3'te 5.788.333 olarak bulunmus, deney gru-
bunda ise bu degerin sodyum nitrit verlmesin-
den sonra mm3'te 3.816-666 degerine diistiigii
saptanmistir (p<0.01) (Tablo 2).

Her iki gruba ait 16. tipte (%100 distile
su) elde edilen hemoliz degerleri %100 kabul
edilerck diger tiiplerden elde edilen degerlere
oranlandiginda, kontrol ve deney grubunun or-
talama % hemoliz degerleri 1. -7. tiipler arasin-
da (%0.85-0.55 NaCl) benzer seyrettigi gozlem-
lendi. Deney grubunun 8. tiipiiniin hemoliz
oram (%?34), kontrol grubundakine (%38) oranla
olduk¢a yiiksek tespit edildi. 8. tiipte gruplar
arasinda hemoliz dederleri bakimindan basla-
yan bu farklilik, 9. tiipte de devam etti. Bu tiipte
kontrol grubunda %?26'lik hemoliz bulunurken,
deney grubunda %80'lik bir hemoliz gézlendi
(Sekil 1).
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Sekil 1: Kobaylarda normal (kontrol) ve 60 mg/kg dozunda
sodyum nitrit (dency grubu) verilmesinden sonra elde cdilen
ortalama yiizde hemoliz degerleri
Figure 1: The mean valucs of percent hemolysis in quineapigs
before (kontrol) and after injecting sodium nitrite at the dose of
60mg/kg subcutenously (experimental).

Tablo 2: Kobaylarda normal (kontrol ve 60 mg/kg Sodyum nitrit verilmesinden sonra (deney elde edilen hematokrit. he-
moglobin, methemoglobin ve alyuvar miktarlar.. Degerler ortalama  standart hata olarak gosterilmigtir.
Table 2: The amounts of hematocrit, hemoglobin, methemoglobin and erytrocytes before (control) and after injection of so-
dium nitrite (60mg/kg). Data are shown as the means  SE.

Htc (%) Hb(gr/100cc) MHb(%) Alyuvar (mm3'te)
Kontrol )
(n=6) 395 1.2 14.3 0.6 39 0.8 5.788.333 536.310
Dcnéy o ) - B o
(n=6) 30.5 1.0 11.5 0.6 85.0 15.7 3.816.666 207.036
p <0.001 <0.01 <0.001 <0.01
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Deney grubuna ait hemoliz degeri 10. tiipte
(%0.40 NaCl) %100 olurken, kontrol grubuna
ait tiiplerde %100'liik hemoliz olugmadig: tespit
edildi. Bu olay her iki grup arasinda 8. tiipte go-
rillen farkhiliktan sonraki 6nemli ikinci bulguy-
du (Sekil 1).

Tartisma ve Sonug

Bu aragtirmada kobaylara akut sodyum nit-
rit zehirlenmesinin sekillenmesi amaciyla uygu-
lanan 60 mg/kg’lik doz (20), methemoglobine-
mia olugmas! agisindan yeterli bulunmugtur.
Literatiirde verilene benzer uygulanan bu dozun
tizerindeki degerlerle hayvanlar iizerinde yapi-
lan 6n ¢aligmalarda ani 6liimler goriilmistiir,

Deney grubundaki hayvanlardan sodyum
nitrit uygulanmasindan bir saat sonra alinan kan
orneklerinde, kontrol grubuna oranla yiiksek
degerde methemoglobin miktarinda yitkselme
goze ¢arpmis (p<0.001), hemoglobin miktarin-
da ise diigiis gozlenmistir (p<0.001). Bu bulgu-
lar, nitrit iyonlarinin hemoglobini methemoglo-
bine oksitlemesinin sonucu olarak
degerlendirilmigtir. Kusumoto ve Nakajima
(14), hemoglobin methemoglobine oksitlenmesi
izerine invitro olarak yaptiklan bir ¢alismada
sodyum nitritin %95 oraninda methemoglobin
olusumunda rol oynadig: bildirilmigtir. Aragtir-
mada uygulanan kimyasal maddeye bagh ola-
rak hayvanlarda uyku hali ve gozlerde ¢ikola-
tams1 renk olusumu ¢iplak gozle tespit
edilebilen ilk bulgu olarak degerlendirilirken,
deney grubundan alinan kan 6meklerinde yiik-
sek oranda methemoglobin gekillenmesine
bagh olarak kanin renginin koyulagmasi dikkati
¢eken diger bir nokta olarak gozlenmistir (7,
23).

Caligmada, oksidant etkili maddeye bagh
olarak sekillenen toksitite’nin belirtilerinden bi-
risi de hemoliz ve hemolitik anemi tablosu ol-
mugtur (3,8). Eritrositlerin yiizey ve hacim de-
gisikliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
ozmotik frajilite deneyinin kontrol ve deney
grubuna ait sonuglarina bakildiginda 8. tiipten
sonra gekillenen % hemoliz degerlerindeki fark-
Iihk dikkati ¢ekmis, kontrol grubuna gore
deney grubunda ¢ok daha erken %100'liik he-
moliz gézlenmis ve bu degisiklik ise toksisitey-
le baglantili olarak sekillenen bir hemolitik
anemi tablosu olarak degerlendirilmigtir. Cahs-
mada kontrol grubundan elde edilen ozmotik
direncle ilgili degerler Perk ve ark.’min (16) bu
konu ile ilgili olarak verdikleri degerlere ben-
zerlik gostermektedir.

Diger yandan, yine ¢aligmada sodyum nit-
rit verilerek olusturulan deney grubundan ah-
nan kan oérneklerinde, kontrol grubuna gore dik-
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kati ¢eker bir oranda mm3'deki alyuvar sayisi
acisindan diigiis gozlenmisg (p<0.01), bu bulgu
da ozmotik frajilite ile belirlenen hemolitik
anemi tablosunu destekleyici bir 6nemde bulun-
mugtur. Yine bu diisiis, oksidant etkili sodyum
nitritin hemoglobindeki ferro demiri ferri demi-
re c¢evirerek methemoglobinemia gekillenmesi
ve alyuvarlarin gekillerini bozarak sertlesmesine
yol acarak deforme alyuvarlarin retikiilloendo-
telyal sisteme geri donerek, periferal kanda sa-
yilarinin azalmas: sonucu hemolitik anemi tab-
losu ile sonuglandig1 diigiiniilmektedir (5, 10).
Unsiiren' ve ark. (22), potasyum nitrit vererek

~olusturduklar1 methemoglobin tablosunun yani-

sira otopside karacigerdeki damar ve siniisoidle-
rin eritrositlerle dolu oldugunu bildirmislerdir.
Bu ¢alismadan elde edilen veriler, arastirmada
tespit ettigimiz hemolitik anemi tablosunu des-

. teklemekte, eritrositlerin sekil ve yapilarinin bo-
‘zularak retikiiloendoteryal sisteme gittiklerini
‘gostermektedir (22). Yine bu konuda yapilan

diger bir ¢aligmada nitrit zehirlenmesi sonucu

- kan methemoglobin diizeyinde artisla birlikte
- hemoglobin degerinde ve alyuvar sayisinda da

artig bildirilmig (13), ancak literatiirdeki bu ve-
riler, bu aragtirmada methemoglobin olugumuy-

la rolatif olarak iligkili olan hemoglobin dege-

rindeki diigiisle geligmektedir.
) .Sonug olarak bu ¢aligmada 60 mg/kg sod-

. yum nitrit verilen grupta oksidant etkili sodyum
- nitritin, alyuvarlardaki hemoglobini methemog-
_.-lobine hizla ¢evrilmesine ve alyuvarlann yapisi-
. m ve dayamklihgini bozarak dolasim kaninda

sayisal olarak azalmasina ve hemolitik anemiye
neden oldugu ortaya konulmustur.
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