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ATLARDA DOPING GRUBU MADDELERIN DETEKSIYON
LIMITLERININ ELISA ILE TESBITI*
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y Determination of doping agents in racing horses by the ELISA

Summary: Serum samples from postrace and non-racing horses were
collected and the analyses of 11 doping agents (Phenylbutazone, Furosemide,
Rezerpine, Morphine, Procaine, Etorphine, Butorphanol, Clenbuterol, Pentazo-
cine, Dexamethasone, Fentanly) were carried out using ELISA and the detec-
tion limits of these substances were determined. A total of 26 post-race serum
samples of racing horses collected from various races in the 1993 season were
analysed for the presence of doping agent. The rate of doping detection was be-
tween 4% and 27%. Samples were also analysed in Germany by Gas Chroma-
tography Mass Spectrometry.

Ozet: Yaris sonrasi ve yaris dist atlarin serum numuneleri toplanarak, 11
doping maddesinin (Phenylbutazone, Furosemide, Rezerpine, Morphine, Pro-
caine, Etorphine, Butophanol, Clenbuterol, Pentazocine, Dexamethasone, Fen-
tanly) ELISA ile analizleri yapinugs ve deteksiyon limitleri tayin edilmigstir. 1993
yaris doneminde ¢egitli yarislarda 26 yarig atindan yaris sonrast serum ornegi
toplanarak doping maddelerinin analizleri yapirustir. Pozitiflik yiizdesi %4-27
arasinda saptanmuigtir. Numuneler Almanya’da da Gas Kromotografi Kiitle

Spektrometresi ile analiz edilmigtir.

Giris

Organizmanin giiciinii yapay olarak ve
kural dig1 bir gekilde artirmak amaci ile kullani-
lan uyaric1 maddeler doping olarak tanmimlan-
maktadir (12, 14, 19). Uluslararasi Binicilik Fe-
derasyonu (FEI), yanslarda yer alacak atlarin
sagliklh olmalarim ve kendi kalitsal giicleri ile
yarigmalan gerektigini bildirmektedir (1). Za-
rarh yan etkileri yaninda yaris kosullarina ayki-
rn oldugu icin doping yapilmasimi dnlemek ve
her gegen giin sayilan ¢ogalan, performans arti-
rict yapay yollara bagvurmay: engellemek igin
bugiin diinyada bu maddelerin uygulanmas: ile
ilgili kurallar mevcuttur; Bazi ilaglar igin belli
tolerans siirlan konulmustur (5, 17, 21). Orne-
gin; Salisilik asit idrarda 750 *'g/ml, plazmada
6.5 *'g/ml maksimum Konsantrasyonu geg¢me-
melidir (1). Zaman kuralina gore ise belli ilag-
lar yanstan 6nce kullamimazlar; Ornegin Pro-
kain yarigtan 6nce 7 giin verilmemelidir. Ancak

bu kuralin uygulanip uygulanmadigin1 denetle-
mek ¢ok zordur (5, 17, 19, 21). Bazi maddele-
rin deteksiyonu ¢ok pahali veya zor olacagin-
dan dikkate alinmamaktadir (5, 12, 19).
Ingiltere, Kanada ve Avustralya da hicbir viicut
stvisinda herhangi bir ilag kalintis1 bulunmaya-
cak kurali uygulanmaktadir; Bu iilkelerde belli
ilaglar i¢in viicuttan uzaklagma siireleri bellidir
5,17,21).

Ulkemizde at yarislan icin bir doping yo-
netmeligi bulunmakta ise de (3) bilimsel gelis-
melere ve hizla gelisen ila¢ endiistrisine yonet-
meligi, ya da ilaglan yonetmelige uydurmak
pek miimkiin olamamaktadir. Ozellikle Bat
standartlar1 icerisinde bundan sdz etmek miim-
kiin degildir. Ulkemizde yasal diizenlemelerle
yiiriitiilen at yarniglaninda doping Kkontrolii,
Tanm ve Koyigleri Bakanligi’na bagh ilgili ku-
ruluglarca yapilmakta, Binicilik Federasyonun-
ca yapilanlarda boyle bir kontrol s6zkonusu ol-
mamaktadir.
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Belgika’da 1966-1982 yillan arasinda ya-
pilan doping analizlerinde; 1966-1972 periyo-
dunda daha ¢ok klasik stimulan ilaglara (anfeta-
min, kafein gibi) rastlanmugtir; 1973-1982
periyodunda ise amfetamin kullanim azalirken
kafeinin halen kullanildig1 bunun yaninda arse-
nik kullaniminin arttifr  bildirilmektedir (8).
Sili’de 1973-1977 yillan arasinda yarg sonrast
ve oOzellikle kazanan atlardan alinan 9733 nu-
munenin analizinde 15 pozitif sonug alinmigtir;
En sik rastlanan ilag amfetamin olmugtur. (Aym
dénemde miisade edilen ilag yoniinden 227 po-
zitif bulunmustur); 1978-1984 yillarinda ise
11742 numune de 27 pozitif bulunmustur (4).
Avustralya, Melbourne’de 1963-1985 yillan
arasinda yapilan yanglarda yans sonrasi ve
daha ¢ok kazanan atlardan alinan 12.076 numu-
nenin doping analizlerinde % 0.06 pozitif bu-
lunmugtur. Pozitif numunelerin %50'sini nons-
teroid-antienflamatuarlar, %12 ksantinler, %12
kortikosteroidler olugturmaktadir (6). Kuzey
Amerika’da ¢esitli eyaletlerde 1975-1983 yilla-
rn arasinda yanig Oncesi veya sonrasi kan ve
idrar numunelerinde yapilan doping analizlerin-
de en diisiik pozitiflik New Jersey’de (0,2/1000
numunede) en yiiksek Giiney Dakota’da (6,5/
1000 numunede) bulunmustur; Verilen degerler
stimulanlar, depresanlar, narkotikler, trankili-
zanlar ve lokal anestezikler igindir (18, 21). Bu
maddelerin 1977-1981 yillarinda Ingiltere’deki
analizlerine gére her 1000 numune igin 4.6 po-
zitif bulunmustur; Yunanistan’da aym: dénem
icin her 1000 numunede 0,7 pozitif bulunmus-
tur; 1978-1980 yillarinda Iran’da ise her 1000
numunenin 122.3'de pozitif bulunurken; Trini-
dad-Tobaco’da her 1000 numunede 17.9 pozitif
bulunmugtur; Iran’daki yiiksek diizeyde doping
maddelerinin kullamm, doping maddelerinin
kontrollerinin yetersizligine baglanmaktadur; Is-
tatistik bilgilere gore atlarin %12'sinde illegal
ila¢ uygulamasi yapildigim gostermektedir. Tri-
nidad-Tobaco’daki %19 civarindaki doping po-
zitiflik etkili kontroller sonucu 3-5 ay iginde
%0'a inmigtir (18, 21).

Tiirkiye’de ise yarig atlarinda yapilan do-
ping analiz sonuglan ile ilgili literatiirlerde ve-
rildigi sekilde bilgiler yoktur. Ciinkii ilgili ba-
kanlifin  yapilan bagvurularda  “Yiiksek
Komiserler Kurulu karan ile 6132 sayil1 At ya-
nglan kanunu ve ilgili maddelerince her ne se-
kilde olursa olsun gizlilik gerektiren doping y&-
niinden yarig atlanndan alinan numunelerin
aragtirma amact ile de olsa bagka bir kuruma
verilemeyecegi bildirilmistir (2).

Hassas yontemlere dayali kurallar ve ya-
saklann konulmasiyla her biri servet olan elit at
varligimizin sagliginin korunmasi ve yariglann
esit sartlarda yapilabilmesi saglanabilir. Bu ¢a-
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lisma ile ilkemiz konkurhipik yans atlannda
doping maddelerinin deteksiyon limitlerinin
tesbiti, diger iilkelerde oldugu gibi yasak olan
doping maddelerinin kullamlip kullanilmadig-
nin aragtirilmasi amaglanmstir.

Materyal ve Metod

Binicilik Fedarasyonu’nun 1993 yang
programi ¢ercevesinde yapilan yarismalarda
konkurhipik yans atlarindan yang sonrasi 26
serum Ornegi toplandi. Bunlarda 11 doping
maddesinin (Fenilbutazon, Furasemid, Rezer-
pin, Morfin, Procain, Etorphin, Butarfenol,
Clenbuterol, Pentazosin, Dexamethazon, Fenta-
nil) analizleri yapildi. Ayrica yang dist 20 kon-
kurhipik yang atindan da serum ornekleri topla-
narak belirtilen doping maddeleri i¢in analizleri
yapilarak deteksiyon limitleri tesbit edildi.

Doping maddelerinin analizleri hazir kitler
(ELISA Technologies Lexington KY) kullanila-
rak Enzimimmunoassay ile yapilmistir. Aym
Ornekler Almanya’ya da gaz kromatografi kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile analiz i¢in gonde-
rilmigtir (9).

Bulgular

Doping maddeleri i¢in ELISA ile pozitif
serum Orneklerinin deteksiyon limitleri Tablo
1'de verilmistir. Sonuglar 0-0.75 ¢ g/ml arasinda
degismektedir.

Yarig sonrasi atlarda serum doping madde-
lerinin ELISA ile degerlendirilmesi Tablo 2'de
verilmigtir. Pozitiflik yiizdesi %4 ile %27 ara-
sinda saptanmugtir. Onbir doping maddesinin 9
tanesi ELISA ile pozitif bulunmustur. Teyid
amaci ile Almanya ya gonderilen 6rneklerden
sonucu alinanlardan Fenilbutazon pozitif (+)
bulunmustur.

Tablo . Cesitli doping maddeleri igin ELISA ile pozitif
serum Orneklerinin deteksiyon limitleri (n: 20).
Table 1. Detection limits of various doping agents of posi-
tive serum samples by ELISA (n: 20).

Doping Maddesi Konsantrasyon (ng/ml)
Fenilbutazon 0
Furasemid 0 T
Rezerpin 0-0.5
Morfin 0
Procain T 0

| Etorfin 0-0.75
Butarfenol 0
Clenbuterol 0-06
Pentazosin 0-0.75
Dexametazon 0 T
Fentanil 0
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Tablo 2. Yarns sonrasi atlarin serum numunelerinde gegitli
doping maddeleri.
Table 2. Doping agents in serum samples of post-race

horses.
Doping Maddesi | Numune Pozitif %
Sayist | Numune Sayisi | Pozitif
Fenilbutazon 26 3 11.5
Furasemid 26 2 . 7.7 _
Rezerpin 26 1 3.8
__Morfin 26 _ 2 1.7
Procain 26 0 0
Etorfin 26 7 27
Butarfenol 26 h) 19
Clenbuterol 26 3 11.5
Pentazosin 26 7 27
Dexametazon 26 0 0
Fentanil 26 4 15

Tartisma ve Sonug

Atlarda, fiziksel gii¢ ve performansi etkile-
yen c¢esitli maddeler kullamlmaktadir (19).
Bunlardan, opiat narkotikler (morfin, fentanil,
pentazosin gibi) lokomotor aktiviteyi 10-15 kat
artirica etkilidirler; Narkotik analjezikler insan-
larda ve hayvanlarda sedasyon etkili olmakla
beraber yarig atlarinda uygun doz ve yolla uy-
gulandiklarinda performanslarini artiricr  etki
gosterirler (15, 19, 22, 23). Bu ¢alismada narko-
tik analjeziklerden Butarfenol, Fentanil, Mor-
fin, Pentazosin ve Etorfin’in analizleri yapilmig
ve sonuglar Tablo 2'de verilmistir.

Anabolik etkili B-Agonist Clenbuterol
viicut yaglarinda azalma ve kas kitlesinde artisa
neden olmaktadir, bunun yanminda solunumu
uyarici etkisi de vardir; Hem insanlarda hem de
hayvanlarda doping olarak kullamilmaktadir
(19). Lokal anesteziklerin kullanilmalar1 sonucu
ayak eklemlerinde zedelenmeler olabilmekte ve
atin diigme riski artmaktadir; Bunun sonucunda
hem atin hem de jokeyin ciddi yaralanmalari,
hatta 6liimleri goriilebilmektedir; Procain, lido-
cain gibi lokal anestezikler paradoksal etkileri
sonucu sinirlerin fonksiyonunda blokaj meyda-
na getirirken, ayn1 zamanda beyni stimule et-
mektedir; Bu etkileri pek agik olmamakla bera-
ber beynin inhibitor mekanizmasini inhibe
ettigi samlmaktadir (19). Fenilbutazon (non-
steroid antienflamatuar), yanga katilamayacak
durumdaki ata verildiginde, at istiin perfor-
mans gostererek yarigi kazanmaktadir; Dolayi-
siyla yangin esitligini ve giivenilirligini boz-
maktadir (19). Fenilbutozan kullamim ¢ok
farkhiliklar gostermektedir; Bazi iilkelerde ve
yariglarda kullanimi kesinlikle yasakken bazila-
nnda 24 saat kurali gegerlidir; Bazilarinda ise
fenilbutazon igin bir iist limit belirtilmektedir
(5, 17, 21). Fenilbutazonun yarig atlarinda kul-

lanildiginda yasak olan diger maddelerle etkile-
sebilecegi veya onlan maskeleyebilecegi bildi-
rilmektedir (11). Bununla beraber fenilbutazo-
nun diger ilaglan1 maskelemesinin Snemli
olmadigini vurgulayanlar da vardir (11, 19).
ELISA ile analizler sonucunda fenilbutazon po-
zitif numuneler saptanmustr (Tablo 2). Sonug-
lar GC-MS ile de teyit edilmistir (9). Kortikos-
teroidler (Deksamethazon) uzun zaman
kullamildiklaninda eklem bozukluklann (kuru
eklem) sekillenmektedir (19). Kanada ve Japon-
ya gibi bazi iilkelerde kullanimi yasak madde-
lerden degildir (20). Yapilan analizlerde Dexa-
metazon pozitif numuneye rastlanmamigtir.
Uzun etkili trankilizan olan Rezerpin, hayvan-
larda medikal amagli kullamimlar1 yaninda atlar-
da santral sinir sistemi stimulanidir (16, 19). Di-
tiretikler (furasemid gibi) ile uygulanan doping
maddelerinin idrar konsantrasyonlar kolaylikla
dilue edilebilmektedir (19). Furasemid, kullani-
lan doping maddelerinin idrar konsantrasyonu-
nu %50 oraminda dilue edebilmektedir (7).

Sonug olarak: Doping analizleri sirasinda
dikkat edilecek en 6nemli nokta, yanlig pozitif
ve yanhs negatif sonuglann ortaya ¢ikmasidir.
Bu nedenle analiz laboratuvarlan yeterli arag-
gere¢ ve bilgi birikimine sahip olmahdir. Bu
konuda standart gelistirmek ve homojeniteyi
saglamak icin bazi kurallar gelistirilmeli ve do-
ping analizi yapmaya yetkili laboratuvarlar be-
lirlenmelidir.

Calismalarda elde edilen doping maddeleri
icin pozitif serum numunelerin deteksiyon li-
mitleri, ileride Tiirkiye de kurulacak kontrol la-
boratuvarlan igin bir baz tegkil edebilecektir.
Sadece yasaklarnin konulmasi yaptirimi da tam
etkili olamamaktadir. Kullanimi azaltmak igin
kontrolde kullanilan analiz yontemlerinin de
¢ok hassas olmasi gerekir (5, 18, 19, 21).

ELISA ile yapilan bu ¢aligma atlarda do-
ping kullanimu igin bir baski olusturabilecek ve
yasal olmayan kullanim azaltacaktir. Diger iil-
kelerde yasalarla belirtilmig hususlara iilkemiz-
de de uyulmas: ile hayvan saghigimda tehdit
eden doping maddelerinin zararli etkilerinden
(19) atlar korunmusg olacaktir.

Bunlarin yaminda Theobromin, Rezerpin,
Salisilik asit, Opium, Kafein gibi maddeler nor-
malde atlarin yedigi yemlerinde ve dolayisiyla
idrar ve kanlarinda bulunur (10, 13, 19). Yem-
lerde de bulunan yasak maddelerin esik deger-
lerinin tesbit edilmesi ile ilgili caligmalara da
agirlik verilmelidir.

Yapilan c¢aligma konkurhipik at yanslarin-
da doping analizleri konusunda Tiirkiye’deki
ilk ¢aligmay1 olugturmaktadir.
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