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AGAR-JEL DIFFUSYON YONTEMI iLE
ET NEV’ILERININ AYIRDEDILMESI
UZERINE CALISMALAR

Yildiz AYAZ (*)

GiRIS

Gidalarin hijiyenik yonden kontrolleri Gida Kontrol Hizmetleri
icinde halk sagligi yéniinden énemli bir yer tutmaktadir. Ancak «Tak-
lit veya Tagsis» adi altinda toplanan, lretici tarafindan daha fazla
kdr amaciyla, bilerek yapilan eksikliklerin, hilelerin tesbiti de hem
saghk hem de ekonomik olarak tiiketiciyi etkilemektedir. Degisik eti-

ketler altinda baska nev’i etlerin satiimasi direkt olarak tiiketiciyi al-
datmak kapsamindadir.

Etlerin ayirdedilmesi konusu yurt diginda |. Diinya Savasindan
sonra piyasadaki hilelerle 6nem kazanmistir. Federal Almanya’da at
etinin, et Uriinlerine katilmasi, daha ileri tarihlerde kanguru etinin
kullanilmasi ile konu giincelligini strdirmustir.

Ulkemizde zaman zaman yapilan taramalarda az da olsa tek tir-
nakll hayvan etinin et mamdllerinde kullanildigi gézlenmektedir. Ya-
kin tarihlerde belediye ekipleri tarafindan copliiklerde kdépek artik-
larinin tespit edilmesi lzerine piyasada kopek eti yoéniinden tarama-
lar istenmistir. Ayni sekilde zaman zaman yabani domuz eti yaka-
iwanmakta ve bu yénde kontroller siklagsmaktadir.

Et neV'ilerinin ayirimi Laboratuvarlarimizda Uhlenhuth metodu
ile (TUpte Presipitasyon reaksiyonu) yapilmaktadir. Bu y3ntem du-
yarli bir metod olup, uygulamada bazi zorluklar getirmektedir. Ma-

(*) Hayvan Hastaliklar Arastirma Enstitlisii, Gida Kontrol Lab. $efi
Uzm. Vet. Hekim,
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serasyon sivisi ile presipitan serumun konsantrasyonlarinin uygun
olmasi, olusan presipitasyon halkasinin 20-30 dakika sonunda dagi-
lim gostermesi, cok sayidaki kontrollerde fazla miktarda presipitan
serumu gerektirmesi bellibash sakincalar olarak sayilabilir.

Agar-gell diffusion metodunda ise homolog antijen ve antikor-
larin agar iginde difflize olmalari ve karsilastiklari yerde presipitas-
yon bandi olusturmalari esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon 24-36
saat icinde gerceklesmekte, olusan presipitasyon bandi uzun siire
kaybolmamaktadir. Bu metod ile cok sayidaki kontrollerde fazla mik-
tarda presipitan serum harcanmasinin 6niine gecilebilmektedir. An-
cak her iki metotta da hi¢ isi islemi gérmemis et ve et mamdillerinde
ve 60°C'ye kadar isitilmig et ve mamdillerinde bir sonuca varilabil-
mekte, yuksek isi islemi gérmus et, et Uriinleri ve kan serumlari ile
calisiiamamaktadir.

LITERATUR OZzETI

Et nev'ilerin ayirdedilmesi bashdi altinda hicbir 1si1 islemi gor-
memis ¢ig etlerin ayirdedilmesi ve 1si islemi uygulanmis et ve et ma-
mullerinin ayirdedilmesi konulari yer almaktadir. Bizim laboratuvar-
da uygulamakta oldugumuz gerek Uhlenhuth ve gerekse Agar-Gell
Difflision (AGD) metodlariyla maximum 60°C kadar isitilmis ornek-
lerde ve hig Isi islemis uygulanmamis 6rneklerde olumlu sonuclar
alabilmekteyiz. Daha ylksek 1si dereceleri uygulanmig Orneklerde
serolojik yoklama yapamamaktayiz. ’

Yurt ici taramalarimizda, Demirel (1) tarafindan «Koyun ve Kegi
Etlerinin Presipitasyon Metodu ile Ayirdedilmesi» konulu doktora te-
zinde arastirici tlipte presipitasyon ve AGD testleriyle koyun ve ke-
ci etlerinin ancak sature edilerek spesifitesi saglanmis antiserumlar
kullanilarak ayirdedilebilecegini ortaya koymaktadir. AGD ve tiipte
presipitasyon testlerinin ikisinde de birbirine yakin akraba Orn: ko-
yun - Kegi, at-esek, hayvan etlerini ve kan serumlarini birbirinden
ayirdetmek mimkin olmamaktadir. Bunu bertaraf etmek icin elde
edilen presipitan serumun elimine edilmek istenen hayvan kani ile
sature edilmesi gerekmektedir. Arastirici elde ettigi presipitan se-
rumlarda 64-66°C’ye kadar isitiimis et ve 71-72°C'ye kadar isitilmis
kan serumlarinin bu metodlarla ayird edilebilecegdini vurgulamakta-
dir.
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Manz (3) 80°C’de 60 dakika isitilmis sigir ve domuz etlerinde de-
natlire olmayan ve elektroferezde wa,-globulin bdlgesinde tespit edi-
iebilen kas proteinlerinin varolmasindan hareket ederek isitilmis ve
tre ile extrakte edilmis sidir ve domuz etlerinden elde edilen antijen
ile tavsanlarda hyperimmunizasyonla, spesifik antiserumlar elde et-
mis, bu antiserumlari kullanarak ELISA testiyle 80°C isitilmis sigir ve
domuz etini ayirdedebilmistir. Ancak arastirict 115'C” ye isitiimis si-
gir ve domuz etlerinden elektroforezde denatlire olmayan proteine
rastlamadidi i¢in bu is1 derecelerinde bir antiserum elde edememis-
tir. Sidir ve domuz etlerinden yaptigi ve 80°C'ye isittigi et karisimla-
rindan olumlu sonuglar aldigini bildirmektedir.

Robert ve arkadaslari (4) ise ¢i§ etlerin ayirimi icin ELISA uy-
gulamis, sigir, koyun, kanguru, at, deve, domuz etlerini birbirinden
ayirdetmege calismiglardir. Test icin microtitre plaklar pH’si 5.5 olan
at eti extrakti ile kaplanarak tavsaniardan elde edilen antiserumlarla
reaksiyona sokulmus ve sonugclarin 3 saat icinde alindigi bildirilmek-
tedir. Burada Cross reaksiyonlari énlemek amaciyla hassas kromo-
tografide cross reaksiyon veren antikorlar uzaklastirilarak spesifik
antiserumlarin elde edildigi bildiriimektedir.

Gleeson ve Warlker (2) yaptiklart calismalarda AGD testinde
kullanillan serolojik reagentlerin spesifite kontrollerini yapmis ve bu
testin mezbahalarda kullanilabilirligini kontrol etmislerdir. Arastirici-
iar Agar-gell reaksiyonunun 18 saatlik inkubasyon sonunda gercek-
lestigini, reaksiyonun 24 saat sonra daha gi¢lendigini bildirmektedir.
Yaptiklar taramada anti sigir serumu ile pozitif reaksiyon veren or-
neklerde Wellcome anti koyun, anti keci, serumlariyla da pozitif so-
nuc¢ aldiklarini bildirmektedirler. Bu durumun eliminasyon testlerinde
zorluk yarattigini vurgulamaktadirlar.

MATERYAL VE METOT

a — MATERYAL : Sigir, at, domuz, koépek presipitan serumlari,
sigir, at, domuz, kdpek kan serumlari ve etleri, Ankara piyasasindan
toplanan hazir kiymalar, pargca et, salam, sosis, sucuk ornekleri.

b — METOT : Presipitasyon reaksiyonu icin gerekli ulan presi-
pitan serumlarin eldesi i¢in 3 -3.5 Kg. agirhdinda saghikh erkek tav-
sanlara beserli gruplar halinde steril, inaktif sigir, at, domuz, kopek,
kan serumlari artan dozlar halinde ve periyodik araliklarla stibcuton
olarak verildi. Enjectionlarin bitiminden bir hafta sonra tavsanlar
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birglin énceden ac¢ birakilarak, boyun damarlari kesilmek suretiyle
kanlari alindi. Kan serumlari ayrilarak santriflije edildi. Sterilize edi-
lip; sterilite spesifite ve titre kontrolleri yapildi. Uygun antiserumlar
(en az 1/8000 titreli olanlar) kullaniimak lizere deep-freezde saklandi.

Agar-gell denemeleri icin %08,5 tuzlu suya % 1 oraninda
agar katilarak pH 7'ye ayarlandi. 121°C'de 15 dk. sterilize edildi.
Petri kutularina 5-8 mm. kalinhdinda dokiilerek donmalarini takiben
delme islemleri yapildi. Delikler capi 5 mm olacak sekilde birbirlerine
ve ortadaki delige uzakliklart 1 cm. mesafede acildi. Deliklerin dibi
erimis agarla kapatildi. Vasatlarin hazirlanmasindan sonra kan se-
rumlari, et maserasyon sivilari ile denemelere basglandl. Kan serum-
lan ile yapilan denemelerde, kan serumlari cevredeki deliklere, pre-
sipitan serum ortadaki delige konarak 37°C’lik etlivde bekletildi. 24
saatlik stire iginde pozitif oldugu bilinen kan serumlari ile presipitan
serum arasinda beyaz renkli presipitasyon bandi olustu. Negatif ol-
dugu bilinen serum ve fizyolojik tuziu su ile yapilan denemelerde
herhangi bir band olusmadi. Ayni serumlar Uhlenhuth metodu ile de
kontrol edildi. At, domuz, koépek, kan serumlari ile ayri ayri cahlisildi,

Et orneklerinden, deneme ic¢in 30 gr. et numunesine 50 ml. fiz-
yolojik tuzilu su konarak ezildi, maserasyona birakildi. Maserasyon
buzdolabinda 1 gecede, 37°C'de 3-4 saatte olusmaktadir. Maserasyon
sivisi bu slire sonunda siizilerek, plaktaki hazirlanmis deliklere uy-
gulandi. Ortadaki delije denenmek istenen presipitan serum kondu.
Her deneyde pozitif oldugu bilinen maserasyon sivisi, negatif olarak
bilinen maserasyon sivisi, kullanildi. 24 saatlik siirede 37°C’de bek-
letilen plaklarda pozitif oldugu bilinen et maserasyonu ile o ete ait
presipitan serum arasinda beyaz, presipitasyon bandi olustu. Bu de-
nemeler her et nev'i igcin tekrarlandi. Cig et ve kiymalardan yapi-
lan maserasyon sivilart  kendilerine ait presipitan serumlarla hem
agar-gell diffusion metodunda hem de Uhlenhuth metodunda olumlu
sonuc verdi.

Denemeler bu etlerin 1sitilmasi, isitilmis etlerin maserasyon si-
vilariyla tekrarlandi. 60°C’de 30 dk. isitilmis etlerin maserasyon Sivi-
lart Agar-gell’de olumiu sonug¢ verdi. Fakat 70-80-90°C’lerde 1sitilan
parca et ve kiymalardan agar-gell’de ve Uhlenhuth metodlarinda bir
sonu¢ alinamadi.

Kokusmus et ve kiyma érneklerinden yapilan agar-gell deneme-
lerinde olumiu sonu¢ alindi.
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Et cesitlerinden cesitli kombinasyonlar yapilarak bunlardan elde
edilen maserasyon sivilari ile deneyler yapildi. Her iki metodla da
karisik et nev'ilerini tespit etmek miimkiin olmaktadir.

Denemelerin son asamasi olan et mamiillerinde deney icin pi-
yasadan toplanan hazir kiyma, salam, sucuk, sosis 6rneklerinden ya-
piian maserasyon sivilari her iki metodla denendi.

BULGULAR TARTISMA VE SONUC

Laboratuvarda sidir, at, kdpek, domuz etleri ve serumlari ile ya-
pilan ¢ok sayidaki deneyler disinda piyasadan toplanan parca et,
kiyma, salam, sosis, sucuk olmak lizere 125 6érnek hem Uhlenhuth
yontemi ile tlipte presipitasyon hem de Agal-gell diffusyon meto-
duyla analize alinmis, her iki metod arasinda % 100 oraninda bir
uyum gozienmistir. 125 6rnekte sigir eti misbet sonuc vermis, bu-
riun diginda 2 salam ve sosis 6rnedinde hem sigir hem de domuz eti
miisbet bulunmustur. Bu durum etiketlerinde belirtildiginden olumlu
bir sonuctur. Diger orneklerde her iki metotta da sadece sidir pre-
sipitan serumu ile pozitif sonuc¢ alindi.
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Uhlenhuth metodunda deney sonucu 30 dk. icinde alindidi halde
Agar-gell diffusion metodunda 24 saatten daha uzun slire beklemek
gerekmektedir. Her iki metotta da presipitan serum titresi ne kadar
yiiksekse sonuc daha kisa siirede alinabilmektedir. iki metotta bir-
birleriyle yakin akraba hayvan etlerini  Ornek: at-esek, koyun-keci
birbirinden ayirdedebilmek muimkin olmamaktadir. Bunun igin pre-
sipitan serumun o hayvan cinsine ait kan serumu ile saturasyonu
gerekmektedir. Arastiricilarin bildirdigi gibi (1, 3, 4) renksiz, berrak,
ylksek titreli antiserum muayenenin basari oranini direkt olarak
etkilemektedir. Presipitan halka metodunda pipeti disari ¢ekerken
serum damlatmamada, sarsinti yapmamaga azami gayret gerekmek-
tedir. Serumlarin mutlaka iki tabaka olusturmalari gereklidir. Agar-
gell diffusyon metodunda ise deliklerin dibinin kapatiimasi, antijen ve
antiserumlarin deliklerinden tasmayacak sekilde ve tam olarak dol-
durulmasi gereklidir. Tilipte presipitasyon metodunda her numune
icin presipitan serum koyarken ayri bir pastér pipeti kullanilirken,
Agar-gell diffusyon metodunda sayisiz 6rnek icin presipitan serumu
koymak lizere tek bir pastdr pipeti kullanilabilir. Ayni plak (izerinde
ornek maserasyon sivisinin hangi nev’i ete ait oldugunu gérmek AGD
metodu ile mimkiindr.

Ancak; her iki metot hi¢ 1s1 islemi uygulanmamis veya 60°C’ye
kadar 1s1 iglemi gérmis et, et mamulleri ve kan serumlari hangi nev’i
hayvana ait oldugunu belirten, bu amagcla kullanilabilecek cabuk so-
nuc¢ veren pratik metotlardir.

Yiksek 1s1 islemi uygulanmis etlerin ayirdedilmesi bu metotlarla
mumkin olmayip, baska metotlar gerektirmektedir.

OZET

Cahsmaya baslarken gerek Uhlenhuth gerekse Agar-gell diffus-
yon metodu icin gerekli olan presipitan serumlar hazirlandi. Sigir, at,
domuz ve kopek presipitan serumlari elde edilerek spesifite ve titre
kontrolleri yapildi. Uygun antiserumlar denemelerde kullanildi. Ca-
lismalar dnce presipitan serumlarin ait oldugu et maserasyonlari ve
kan serumlari ile baslatildi. Sigir, at, domuz, képek kan serumlari ve
et maserasyon sivilari ile Uhlenhuth ve agar-gell yontemleri ile et
nev'ileri tespit edildi. Uhlenhuth metodunda tiipte her iki sivi arasin-
da presipitasyon halkasi, agar-gell metodunda ise agar-gell plagin-
da presipitan serumu ve deney sivisi arasinda presipitasyon bandi
gozlendi.
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Her iki metotta da % 100 uyum saglandigi tespit edildi. Sonu-
cun hizli ve givenilir olarak alinabilmesi icin her iki metotda presi-
pitan serum titresinin ylksek olmasi gerekmektedir. Bizin® ¢alisma-
larimizda 1/8000'den daha dustik titreleri kullanmadik. Genellikle el-
de edilen titreler 1/10.000 ve 1/12.000 idi.

Numune etlere farkli isilar uygulanarak ve etler kokusturularak
1s1 islemi uygulanmis ve kokusmus etlerde durum tespiti yapildi. Bu-
na gbre 60°C’nin Ustlinde isitilmis etlerde her iki metotla da sonuc
alinamamigtir. Kokugmus etlerde ise her iki metotla olumiu sonug

alindl.

Etler cesitli kombinasyonlar haline getirilerek karisik etlerin
ayirdedilmesi denemelerinden de olumlu sonug¢ alindi. Laboratuvar
denemelerinden sonra piyasadan toplanan salam, sosis, sucuk, Kiy-
ma, parca et olmak lizere toplam 125 -6rnekte Agar-gell diffusyon
yontemi ve Uhlenhuth ydntemi uygulandi. 125 érnekte sidir eti miis-
bet olarak tespit edildi. Etiketlerinde «Sigir ve domuz etlerinden ya-
piimistir.» ifadesi bulunan 2 ‘adet salam ve sosis 6rneklerinde hem
sigir hem de domuz eti misbet sonu¢ verdi. Bu durum etiketleriyle
uyum saglamistir. o

Sigir Presipitan Serumu

60°C Isml-_ Kokusmus | At, Domuz | At, Domuz, 4

Sigir Kan | Sigir eti mis Et Ma- | Sigir Eti Képek Kan | Képek Eti

Serumu Maserasyon | serasyon ‘Muayenesi | Serumu Maserasyon
+ <+ + + — _—

At Presipitan Serumu

Sigir, Do- | Sidir, Do-
At Kan At Eti 60°C Isitil- | Kokusmus | muz, Ko- muz, Koé-
Serumu Maserasyon | mis Et Ma- | At Eti pek Kan pek Et Ma-
serasyon Muayenesi | Serumu serasyon
+ + + & — =
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Domuz Presipitan Serumu
Domuz 60°C Isitil- | Kokusmus | Sigir, At, |Sigir, At,
Kan Domuz Eti mis Et Ma- | Domuz Eti Kopek Kan | Képek Et
Serumu Maserasyon | serasyon Muayenesi | Serumu Maserasyonu
- + + + — —
Kopek Presipitan Serumu
Sigir, Do- Sigir, Do-
Kopsek 60°C Isitil- | Kokugmusg | muz, At muz, At
Kan Kopek Eti mis Et Ma- | Kopek Eti Kan Et Mase-
Serumu Maserasyon | serasyon Muayenesi | Serumu rasyonu
+ + + + — —

SUMMARY

Studes on differentiation of meat species by using agar-gell dif-
fusion method. :

The precipitant sera of cattle horse, pig and dog were prepared
and checked. Meat species were determinated by using Agar-gell
giffusion and Uhlenhuth’s methods. Both of methods were found
fitting 100 %.

The experiments were repeated by heating the meat specimens.
It is impossible to determinate the meat species which are heated
to 60°C with these two methods. The putrid meats are given positive
result and mix meat can be differentrated by using these methods.
After the laboratuary experiments, 125 spesimens including salami,
sausage, savary sausage, mince and beef were taken from markets.
Of these, beef was positive «prepared from pork» written on the
labei, in two salami and sausage specimens beef and pork were
positive. This situation was appropirate for their labels.
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AMFETAMIN VE METILAMFETANHN
ENJEKSIYONUNDAN SONRA BU MADDELERIN,
ATLARIN KANINDA CIKIS VE KAYBOLUS

ZAMANLARININ SAPTANMASI

Ayman ONAL (*) Sebahattin KALAYCI (**) Metin KERMAN (*#*)

GiRisS

Canlinin normalin altinda veya Ustiinde gtli¢, slirat ve cesaret
gostermesi, distan alinacak maddelerle bir dereceye kadar saglana-
bilmektedir. Diger spor alanlarinda oldugu gibi, at yariglarinda da
bir atin kosudaki slr’'at, kuvvet ve cesaretini veya bunlardan birini
degdistirmek amaciyla, normal gidalar disinda herhangi bir yolla at-
lara verilen maddelere Doping maddeleri denir (3).

Doping kelimesi CROISIER’e gére, Flamanca karisim anlamina
geien «Doop» kelimesinden alinmistir (5).

Amfetamin ve Metilamfetamin, yaris atlarina doping amaciyla
kullanilmaktadir. Biz bu maddeleri, yaris atlarnin idrar ve salyala-
rinda aramaktayiz. Bilindigi gibi viicuda giren yabanci maddeler, et-
kisini tamamlayip, idrar ve diger yollarla vicuttan uzaklastirilirlar.
Ancak etkileri, kandaki seviyelerinin ylkseldigi zamana rastlar. Bu
baknadan bu maddelerin  kanda gorilis ve kaybolus zamanlarini
saptayarak, kontrol edilecek kan numunesinin ne zaman alinmasi
gerektigi konusuna 1sik tutmasi amaciyla bu ¢calismayi yaptik,

( *) Etlik Hay. Hast. Arst. Enst. Biyokimya Lab. Sefi
(. **) » oy » » » Doping Lab. Sefi
(***) » oy » » » Madiri
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LITERATUR BILGiSi

Arastiricilar, doping maddelerini, etki 6zelliklérine gore degisik
sekillerde gruplandirmiglardir. ' '

Clarke (5) bu maddeleri 4 grup icinde toplamistir.
1 — Stimulan maddeler

2 — Depresan maddeler

3 — Vitaminler

4 — Hormonlar

Amfetamin ve Amfetamin benzeri maddeler kuvvetli stimuiar et-
kiye sahip maddeler olup bunlar tedavi alaninda kullanildidi gibi,
bu etkilerinden dolayi doping alaninda da genis o6l¢tide kullaniimak-
tadirlar (2, 4). 5-20 mg.’hk dozlariyla yorgunluk duyusunu, bilhassa
yetersiz dinlenmeden ve uykusuzluktan meydana gelen yorgunluk
duyusunu hafifletir, hatta kaldirir. Buna daha dogrusu maskeler de-
mek yerinde olur. Bundan dolayi sporculardan baska, imtihana ha-
zirlanan Ogrenciler, gece mesaisi yapan sahislar tarafindan buydk
bir istekle kullaniimaktadir. Hatta 1l. Diinya Savasi’nda cephede uya-
nik kalabilmek igin Alman ordusu tarafindan kullaniimigtir. Ancak
Amfetamin normal sahislar icin toksik bir madde olup devamh Kul-
lanilmasinda uykusuzluk, hipertansiyon, dolasim kollapsi meydana
getirebilir, karaciger ve bobrekleri tahris eder (1, 11).

Amfetamin ve Metilamfetamin baz karakterli maddelerdir. Ayni
etkiyi gosterdikieri halde kimyasal yapilart farkhdir.

NH, CH;
C¢H;CH.,.CH.CH; C¢H;CH,C.H.N.H.CH;
Amfetamin Metilamfetamin

Amfetamin, barsaklardan iyi absorbe edilir. Alindiktan sonra ilk
24 saat icinde codu olmak Ulzere, 48 saat icinde % 30-40 oraninda,
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genellikle degismeden idraria atilir, 7 glin sireyle idrarda tespit edi-
iebilir. Feceste bulunmaz. Metilamfetamin de normal sartlar altinda
dedismeden atilir, yalnizca kiglik bir miktari dimetilasyona ugrar (6).

MATERYAL VE METOT

Cahsmamizda iki deneme ati-kullanildi. Bunlardan birine Amfe-
tamin silfat digerine Metilamfetamin hidrokiorid subkutan ve intra-
muskuler olarak 400 mg. miktarlarinda verildi. Atlardan glic sarfet-
tiriimeden ve glic sarfettirildikten 10 dakika, 15 daokika, 30 dakika,
1 saat, 2 saat, 3,5 saat, 5 saat ve 8 saat sonra alinan kan érnekleri
T.C.C. metoduyla analiz edildi (7, 10).

Alet ve Kimyasal Maddeler :
1 — T.L. Kromatografi seti (Desaga)
2 — Ayirma hunileri

3 — Biretler
4

— Erlenmayerler

o1

— Porselen kapstiller

6 — Silicagel HF;, (Merck)

7 — Amonyum siulfat (Merck)

8 — Amonyum Hidroksit (Merck)

9 — Kloroform (Merck)

10 — Amfetamin stlfat standardi (suda % 1°lik)

11 — Metilamfetamin Hidroklorid standardi (suda % 1’lik)
12 — Metanol (Merck)

13 — Potasyum Permanganat ¢ozeltisi (suda % 1°lik)

Metod uygulamasinda 50 cc. kan, 50 cc. suyla karistirilarak he-
moliz edildi, sonra dilie HCI ile asitlendirildi ve 60°C’de 100 gr.
(HN,),SO, ile doyuruldu ve suzlldi. Filtrat- NH,OH ile alkali yapildi
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ve 100 cc. kloroform ile ekstrakte edildi. Kloroform uguruldu, eritici
kahntist alkolle karistirilarak silicagel HFs4 ile hazirlanip aktive edil-
mis cam kromatogramiara tatbik edildi. Ayni kromatogramiar yakia-
sik 20-25 ug. miktarinda Amfetamin sulfat ve Metilamfetamin stan-
dartlant da tatbik edildi. Plakalar amonyumhidroksit + Metanol
(1,5 + 100) solventinde develope edildi.

Cam kromatogramlar ultraviole lambasi altinda tetkik edildikien
sonra, Uzerlerine % 1'lik Potasyum permanganat ¢ozeltisi plskirtil-
di. Amfetamin sulfat (Rf: 0,56) ve Metil amfetaminhidroklorid (Rf:
0,48) pembe zemin Uzerinde kirli sari lekeler halinde belirlendi.

BULGULAR

Calismalarimizin birinci boéliminde etken maddeler, atlara sub-
kutan ve intramuskular olarak verildi ve gli¢c sarfettiriimeden 10 da-
kika, 15 dakika, 30 dokika, 1 saat, 2 saat ve 3,5 saat sonra alinan
kan 6rnekleri incelendi. (2 x 4 x 6 = 48 adet). Ancak 10 dakika sonra
alinan kan o6rneginin disinda hepsinin olumlu tepkime vermesi (ze-
rine, ikinci bolimde bunlara ilaveten enjeksiyondan 5 saat ve 8 saat
sonra ayni zamanda atlara giic sarfettirildikten sonra alinmak tzere
(2x2x2x4x2%x8 =512 adet) topiam 560 adet kan 6rnegi analiz
edildi.

Buna gore: Tablo 1,

1 — Subkutan enjeksiyondan sonra glic sarfetmemis atlardan
alinan kan 6rneklerinin incelenmesinde;

Enjeksiyondan 10 dakika sonra alinan kan érneklerinin hi¢ bi-
rinde etken maddeler bulunamamistir.

Enjeksiyondan 15 dakika sonra alinan kan Orneklerinde gerek
Amfetamin, gerekse Metilamfetamin maddesi zayif tepkime goster-
mistir.

Enjeksiyondan 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3,5 saat, 5 saat sonra
alinan kan oérneklerinin hepsinde olumlu tepkime saptanmistir.

Enjeksiyondan 8 saat sonra alinan kan &rneklerinin hepsinde
zayif tepkiye saptanmistir.
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2 — Subkutan enjeksiyondan sonra, glic sarfetmis atlardan al-
nan kan orneklerinin incelenmesinde;

Enjeksiyondan 10 dakika sonra alinan kan o6rneklerinde etken
inaddeler bulunamamistir.

Enjeksiyondan 15 dakika, 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3,5 saat ve
5 saat sonra alinan kan &rneklerinin hepsinde olumiu tepkime sap-
tanmistir.

Enjeksiyondan 8 saat sonra alinan kan o6rneklerinde, Metilam-
fetamin maddesi, ikisinde oiumiu fakat zayif, ikisinde olumsuz tep-
Kime gobstermis, Amfetami nmaddesi, hepsinde olumlu fakat zayif
tepkime gdstermistir.

3 — intramuskuler enjeksiyondan sonra, glc sarfetmemis at-
lardan alinan kan &rneklerinin incelenmesinde;

Enjeksiyondan 10 dakika sonra alinan kan &rneklerinin hic¢birin-
de etken madde saptanamamistir.

Enjeksiyondan 15 dakika sonra alnan kan o&rneklerinde zayif
tepkimeler saptanmistir.

Enjeksiyondan 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3,5 saat ve 5 saat son-
ra alinan kan orneklerinin hepsinde olumiu tepkime saptanmistir.

Enjeksiyondan 8 saat sonra alinan kan &rneklerinin hepsinde
olumlu fakat zayif tepkime saptanmistir.

4 — intramuskuler enjeksiyondan sonra giic sarfetmis atlardan
clinan kan oérneklerinin incelenmesinde;

Enjeksiyondan 10 dakika sonra alinan kan &rneklerinde etken
maddeler bulunamamistir.

Enjeksiyondan 15 dakika sonra alinan kan &érneklerinde olumiu
fakat zayif tepkimeler saptanmistir.

Enjeksiyondan 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 3,5 saat ve 5 saat son-
ra alinan kan &érneklerinin hepsinde olumlu tepkime saptanmistir.

Enjeksiyondan 8 saat sonra alinan kan érneklerinde 2 Amfeta-
min ve 2 Metilamfetamin olumlu fakat zayif tepkime géstermis, di-
gerlerinde etken maddeler bulunamamistir.
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TARTISMA

Deneme atlarinda yaptigimiz bu c¢alismanin sonucunda, Amfeta-
min ve Metilamfetamin’in 400 mg. miktarlarinin, subkutan ve intra-
muskuler enjeksiyonlarindan 15 dakika sonra kanda goriimeye bas-
landigi, 8 saatin sonunda da kayboldugu saptanmistir. Kalayci ve
Kerman (9) Amfetamin grubu maddelerin 400 mg. miktarlarini deri
alti ve kas i¢i yolla kisraklara vermisler, idrar ve salya érneklerinde
bu maddelerin cikis ve kaybolmus zamanlarini saptamiglardir. Buna
gore idrar orneklerinde ¢ikis zamani siringadan sonraki 30-40-45.
dakikalar, kaybolus zamani 29,5-31-33. saatlerdir. Salya érneklerinde

ise cikis zamani siringadan sonraki 40. dakika, kaybolus zamani ise
24. saattir.

Debackere ve Massart-Leen (8) 6 kisraga, tedavi dozlarinda D-
amfetamin tartarat enjekte etmisler, salya, idrar ve kan érneklerinde
T.L.C. metoduyla calismislardir.

Enjeksiyondan sonra 1 ve 3. saatlerde kanda amfetamin bulmus-
lar, daha sonra saptayamamislardir.  Arastirmacilar burada etken
maddeleri tedavi dozunda siringa etmisler ve analiz igcin 20 ml. kan
kullanmiglardir. Biz 50 ml. kandan ekstraksiyon yaptik ve enjeksi-
yondan sonra 8. saate kadar amfetaminin kanda bulunabildigini gor-
dik.

SONUC

Sonucta gerek intramuskuler, gerekse subkutan enjeksiyondan
sonra, her iki maddenin de atlarin kaninda gorilis zamaninin 15.
dakikanin sonu, kaybolus zamaninin ise 8. saatin sonu oldugu ka-
nisina varilmistir. Bu arada en siddetli tepkimenin yarim saat ile 1
saat arasinda olustugu gdézlenmistir (Tablo: 2).

OZET

Yaris atlarina doping amaciyla kullanilan Amfetamin ve Metil-
amfetamin’in ylksek dozlarinin enjeksiyonundan sonra bu madde-
lerin kanda goriliis ve kaybolus zamanlarini saptamak icin bu ¢a-
lisma yapildi.
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Bunun icin bu maddelerin suda eriyen tuzlari olan Amfetamin
sulfat ve Metilamfetamin hidroklorid kullanildi.

iki deneme atindan belli saatlerde aldigimiz kan érnekleriyle ca-
lisiidu.

Calismalarimizda T.L.C. metodu uygulandi.
Toplam 560 adet kan Ornegdi analiz edildi.

Sonucta etken maddelerin deri alti ve kas i¢i siringadan sonraq,
glc sarfetmis ve giic sarfetmemis atlardan alinan kan érneklerinde,
cikis zamaninin 15. dakikanin sonu, kaybolus zamaninin ise 8. saatin
sonu oldugu kanisina varildi.

SUMMARY

We studied on the determination of appearance and disappea-
rance time of the amphetamine and methylamphetamine in the
biood after injection of high doses. Those agents are commenly
used as doping material for race horses.

For this purpose we used amphetamine siilphat and methyl-
amphetamine hydrochloride which are the water soluble salts of
those agents

We have taken bloods from two horses at limited hours.

In these study we have used thinlayer Chromatographic Tech-
nique.

We analyzed 560 samples of bloods totally.

As a result we found that appearance time of the agents inocu-
lated to the forced and nonforced horses both intradermal and in-
tramuscular was after 15 minites and disappearence time was 8
hours.
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TABLO : |
Deri alti ve kas ici enjeksiyondan sonra, Amfetamin ve
Metilamfetamin’in, kanda tespit edilebildigi zamanlar :
S. Kutan S. Kutan intra Musk. intra Musk.
GuUc . GuUg . GUC . GU¢g )
SARFETMEMIS$ SARFETMIS SARFETMEMIS SARFETMIS
AS. MA. AS. MA. AS. MA. AS. MA.
10 d.akiku. — — —_ —_ — — = —
15 dokika  + + + + + ca + +
30 dakika + + + - + + + +
1 saat + -+ + -+ + + + -+
2 saat i 4 + + + + + +
3,5 saat =+ + -+ + + + + +
5 saat + + + + + + + +
8 saat + + + ba i + =y = o
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