
CHAPTER I r I

MATERIALS AND METHODS

T h e  b a s i c  s t u d y  
c o n t r o l  s t u d y ) ,  w h i c h  
c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  
c a n c e r  p a t i e n t s  c o m p a r e d

i s  a r e t r o s p e c t i v e  s t u d y  ( c a s e -  
a n a l y s e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

i n s e c t i c i d e s  i n  b l o o d  o f  T h a i  
w i t h  n o r m a l  s u b j e c t s .

1 . Populat i on

T h e  s t u d i e d  p o p u l a t i o n  w a s  a d o p t e d  o n  c a n c e r  

p a t i e n t s  a n d  h e a l t h y  s u b j e c t s  who v i s i t e d  t h e  N a t i o n a l  
C a n c e r  I n s t i t u t e ,  M e d i c a l  S e r v i c e  D e p a r t m e n t ,  P u b l i c  H e a l t h  
M i n i s t r y ,  d u r i n g '  t h e  p e r i o d  o f  J u n e  1 9 9 2  t o  D e c e m b e r  1 9 9 2 .

In o r d e r  t o  s a t i s f y  t h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y ,  

i . e . ,  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  c a r c i n o g e n i c  r i s k  o f  c h l o r i n a t e d  
h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  e x p o s u r e ,  i n d i v i d u a l s  v i s i t i n g  t h e  
i n s t i t u t e  a n d  w e r e  o c c u p a t i o n a l l y  e x p o s e d  t o  o t h e r  k n o w n  
c a r c i n o g e n s  w e r e  e x c l u d e d .

1 . 1 S e l e c t i o n  o f  S a m p l e s
T h e  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  i n  t w e n t y - t h r e e  men and  

t h i r t y - n i n e  women w h o s e  a g e  r a n g i n g  f r o m  2 6  t o  67  y e a r s
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w i t h  c a n c e r  o f  v a r i o u s  o r g a n s  n e w l y  d i a g n o s e d  d u r i n g  t h e  
p e r i o d  o f  J u n e  1 9 9 2  t o  D e c e m b e r  1 9 9 2  a t  t h e  N a t i o n a l  C a n c e r  

I n s t i t u t e ,  M e d i c a l  S e r v i c e  D e p a r t m e n t ,  P u b l i c  H e a l t h  
M i n i s t r y  a n d  h a d  n o t  y e t  b e e n  t r e a t e d  w i t h  a n y  c a n c e r  
m e d i c a t i o n s .  A c c o r d i n g  t o  t h e  p h y s i c i a n ' s  r e c o r d s  a t o t a l  o f  
6 2  c a s e s  w e r e  ! 14 c a r c i n o m a s  o f  b u c c a l  c a v i t y ,  5 c a r c i n o m a s  
o f  d i g e s t i v e  s y s t e m ,  5 l i v e r  c a r c i n o m a s ,  6 n a s o p h a r y n g e a l  
c a r c i n o m a s ,  6 l u n g  c a r c i n o m a s ,  10  b r e a s t  c a r c i n o m a s ,  8 s k i n  
c a r c i n o m a s ,  4 l y m p h o m a s ,  3 t h y r o i d  c a r c i n o m a s  a n d  1 m a s s  o f  
o r b i t .

1 . 2  S e l e c t i o n  o f  C o n t r o l s
T h e  c o n t r o l  g r o u p  w a s  r e c r u i t e d  f r o m  t h e  n o n - c a n c e r  

s u b j e c t s  who v i s i t e d  t h e  s a m e  i n s t i t u t e  d u r i n g  t h e  s a m e  
p e r i o d  f o r  m e d i c a l  e x a m i n a t i o n .  T h e y  w e r e  m a t c h e d  w i t h  t h e  
c a n c e r  c a s e s  b y  s e x ,  g e o g r a p h i c  a r e a  o f  r e s i d e n c e  a n d  a g e  
( t h e  a g e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  m a t c h e d  c a s e  a n d  c o n t r o l  i s  
n o  m o r e  t h a n  5 y e a r s ) .

2. Specimen Collection

Two ml o f  b l o o d  w a s  t a k e n  f r o m  e a c h  s u b j e c t  f o r  
a n a l y s i s  o f  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s . T h e  b l o o d  
s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  f r o z e n  a t  - 4  c i n  g l a s s  c o n t a i n e r s  w i t h  
EDTA ( e t h y 1e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d )  a s  a n t i c o a g u l a n t
u n t  T  1  a n a  1 y s  i  ร
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T h e  p e r s o n a l  a n d  m e d i c a l  d a t a  o f  t h e  c a s e  and  
c o n t r o l  g r o u p s  w e r e  o b t a i n e d  by  m e a n s  o f  p r e d e s i g n e d  
q u e s t i o n a i r e  ( f o r m  o f  q u e s t i o n a i r e  i s  s h o w n  i n  A p p e n d i x  D ) .  
E a c h  s u b j e c t  w a s  i n t e r v i e w e d  b y  t h e  i n v e s t i g a t o r  a n d  

q u e s t i o n a i r e  f i l l e d  o u t .  T h e  c o m p l e t e d  q u e s t i o n a i r e  
p r o v i d e s  t h e  f o l l o w i n g  i n f o r m a t i o n s  ะ name  a n d  a d d r e s s ,  s e x ,  
a g e ,  m a r i t a l  s t a t u s , i n c i d e n c e  o f  c a n c e r  i n  t h e  f a m i l y ,  
o c c u p a t i o n ,  e x p o s u r e  t o  c h e m i c a l s  and o r g a n  w i t h  c a n c e r .  
T h e  v a l i d i t y  o f  m e d i c a l  d a t a  ( i . e . j t h e  c a n c e r o u s  o r g a n )  w a s  
a s c e r t a i n e d  by  c h e c k i n g  w i t h  t h e  p h y s i c i a n ' s  d i a g n o s i s  
r e p o r t .  The  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e  c o n t e n t s  i n  
t h e  b l o o d  d r a w n  f r o m  a l l  s u b j e c t s  w e r e  q u a n t i t a t e d  by  g a s  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c t e c h n i q u e .

4. Determination of Chlorinated Hydrocarbon Insecticide in 

Blood by Gas Liquid Chromatography ( 3 5 )

4 . 1  P r i n c i p l e
C h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  p e s t i c i d e s  i n  w h o l e  b l o o d  

a r e  l i b e r a t e d  f r o m  b l o o d  s t r u c t u r e  b y  a d d i t i o n  o f  6 0  % แ 2 ร 0 ^.  
P e s t i c i d e s  a r e  t h e n  e x t r a c t e d  f r o m  a c i d i f i e d  b l o o d  by  
h e x a n e - a c e t o n e  ( 9 : 1 )  an d  a n a l y z e d  by e l e c t r o n  c a p t u r e  g a s  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (GLC) b y  c o m p a r i s o n  o f  p e a k  h e i g h t s  
o r  ' a r e a s  w i t h  t h o s e  o f  s u i t a b l e  s t a n d a r d  m i x t u r e s  o f
c h l o r i n a t e d  p e s t i c i d e s .  I f  p e a k  w i d t h s  a r e  2 5  % o f  p e a k
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h e i g h t s , p e a k  h e i g h t s  s h o u l d  h e  m u l t i p l i e d  by  0 . 5 4  p e a k  
w i d t h  o r  a r e a  m e a s u r e m e n t s  s h o u l d  b e  m a d e . ( 3 6 )

4 . 2  A p p a r a t u s
-  g a s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y - e l e c t r o n  c a p t u r e  d e t e c t o r

ะ V a r i a n  m o d e l  3 7 0 0
-  r e c o r d e r  ะ V a r i a n  m o d e l  9 1 7 6
-  v o r t e x  m i x e r ะ S c i e n t i f i c  i n d u s t r i e s  m o d e l  K - 5 5 0 - G E
-  c e n t r i f u g e  ะ K o k u s a n  E n s h i n k i  m o d e l  H - 1 0 3  N s e r i e s
-  15 ml g r a d u a t e d  c o n c e n t r a t o r  t u b e s
-  m i c r o s y r i n g e  10 jUl
-  P a s t e u r  p i p e t
-  20  ml r o u n d - b o t t o m  t u b e s  w i t h  s c r e w  c a p

4 . 3  C h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s
4 . 3 . 1  The  c h e m i c a l s  o b t a i n e d  f r o m  J . T . B a k e r  

C h e m i c a l  Co .  บ . S . A .  w e r e  h e x a n e  ( A . R . g r a d e )  
a n d  p e t r o l e u m  e t h e r  ( A . R . g r a d e ) .

4 . 3 . 2  A c e t o n e  ( A . R .  g r a d e )  o b t a i n e d  f r o m  
Ma 11 i n e k r o d t , I n c .  F r a n c e .

4 . 3 . 3  C o n e ,  s u l p h u r i c  a c i d  ( A . R . g r a d e )  o b t a i n e d  f r o m  
E . M e r c k  G e r m a n y .

4 . 3 . 4  T h e  f o l l o w i n g  s t o c k  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  FA0/WH0 ; a l d r i n ,  c h l o r d a n e ,  
d i e l d r i n ,  p , p ' - D D D ( p a r a , p a r a ' - d i c h l o r o d i p h e n y l  
d i c h  1 o r o e t h a n e )5 o , p ' - D D E  ( o r t h o  1 p a r a - d i c h  1o r o  
d i p h e n y l d i c h l o r o e t  h y l e n e ) ,  p , p ' - D D E ( p a r a , p a r a -
d i c h l o r o d i p h e n y l d i c h l o r o e t h y l e n e ) , o , p • -DDT
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( 1 , 1 , 1 -  t r i c h l o r o  - 2 - ( o r t h o - c h l o r o p h e n y 1 ) - 2 -
( pa r a - c h  1 o r o p h e n y  1 ) e t h a n e , e n d r i n , h e p t a c h l o r ,  
h e p t a c h l o r  e p o x i d e ,  l i n d a n e  a s  c o n c e n t r a t i o n  

1 g /1  i n  p e t r o l e u m  e t h e r .
4 . 3 . 5  Th e  w o r k i n g '  s t a n d a r d s  w e r e  1 m g / 1  o f  a l d r i n ,  

c h l o r d a n e  d i e l d r i n ,  p , p ' - D D D ,  ๐ , p ' - D D E ,
๐ , p ' - D D T ,  e n d r i n ,  h e p t a c h l o r ,  h e p t a c h l o r
e p o x i d e  a n d  l i n d a n e .  T h e y  w e r e  p r e p a r e d  by  
d i l u t i n g  t h e  1 g / 1  s t o c k  s o l u t i o n  1 0 0 0 - f o l d .
In t h e  c a s e  o f  p , p ' - D D E ,  t h e  s t a n d a r d  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  0 . 2  mg/ 1  w h i c h  w a s  p r e p a r e d  
b y  d i l u t i n g  f r o m  l g / 1  s t o c k  s o l u t i o n  5 0 0 0 - f o l d .

4 . 4  O p e r a t i n g  s y s t e m
4 . 4 . 1  C o l u m n  ะ 10% D C - 2 0 0  o n  1 0 0 / 1 2 0  m e s h  C h r o m o s o r b

W-HMDS 1 . 8 m X  2 mm
: 6% QF-1 o n  8 0 / 1 0 0  m e s h  C h r o m o s o r b

W-HMDS 1.8  m X  2 mm 
ะ t e m p e r a t u r e  160 c

4 . 4 . 2  D e t e c t o r  ร e  1 e t  r o l l - c a p t u r e  d e t e c t o r
ะ t e m p e r a t u r e  290 *c

4 . 4 . 3  I n j e c t o r  p o r t  ะ t e m p e r a t u r e  2 3 0  c

4 . 4 . 4  Gas  f l o w  r a t e  ะ N 3 0  m l / m i n
4 . 4 . 5  S e n s i t i v i t y ะ 2 5 6 x 1 0
4 . 4 . 6  C h a r t  f l o w  r a t e  ะ 0 . 2 5  c m / m i n
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4 . 5  E x - t r a c t i o n  p r o c e d u r e
4 . 5 . 1  T a k e  a 2 m 1 s a m p l e  o f  w h o l e  b l o o d  i n t o  a 2 0  ml  

t u b e  .
4 . 5 . 2  Add a 1 . 5  ml o f  6 0  % by w e i g h t  o f  s u l p h u r i c  

a c i d  ( 6 0  g แ 2 ร 0 ^  /  4 0  g w a t e r )  and m i x  3 - 4  
s e c o n d s  ๐ ท V o r t e x  m i x e r .  Add a s e c o n d  1 . 5  ml  
o f  6 0  % s u l p h u r i c  a c i d  and m i x  a s  b e f o r e .

4 . 5 . 3  F i n a l l y ,  a d d  a 2 ml o f  s u l p h u r i c  a c i d  a n d  m i x  
f o r  10 s e c o n d s  ( 5  ml  o f  a c i d  t o t a l ) .

4 . 5 . 4  C o o l  2 - 3  m i n u t e s ,  t h e n  a d d  3 ml o f  h e x a n e /  
a c e t o n e  ( 9 : 1 )

4 . 5 . 5  Cap t h e  t u b e  a n d  m i x  o n  V o r t e x  m i x e r  f o r  1 
m i n u t  e .

4 . 5 . 6  The  t u b e  w a s  l e f t  s t a n d i n g  u n t i l  t h e  h e x a n e -  
a c e t o n e  l a y e r  s e p e r a t e  f r o m  b l o o d - a c i d  m i x t u r e  
( a b o u t  1 / 2 - 1  h o u r ) , t h e n  r e m o v e  t h e  h e x a n e ( t o p )  
l a y e r  w i t h  P a s t e u r  p i p e t  and p l a c e  t h e  
e x t r a c t  i n  a 15 ml  g r a d u a t e d  c o n c e n t r a t o r  t u b e .  
S t o p p e r  t u b e  a n d  m i x .

4 . 5 . 7  C o m p l e t e  a l l  3 e x t r a c t i o n s  d u r i n g  1 w o r k i n g  
d a y ,  s i n c e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p e s t i c i d e s  
o c c u r e  w h e n  t h e y  a r e  a l l o w e d  t o  b e  i n  c o n t a c t  
w i t h  t h e  b l o o d - a c i d  m i x t u r e  f o r  a n  e x c e s s i v e  
l e n g t h  o f  t i m e . ( F o r  t h e  l a s t  e x t r a c t i o n ,  a f t e r  
m i x i n g  o n  V o r t e x  m i x e r ,  t h e  m i x t u r e  wa s  
t r a n s f e r r e d  t o  c e n t r i f u g e  t u b e  and c e n t r i f u g e  
f o r  10  m i n u t e s  a t  2000  rpm b e f o r e  r e m o v e  t h e
h e x a n e  1 a y e r . )
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4 . 5 . 8  Add s o d i u m  s u l f a t e  t o  s a m p l e  c o n t a i n e r  t o  
ma k e  m o i s t u r e - f r e e  e x t a c t .

4 . 5 . 9  R e d u c e  e x t r a c t  v o l u m e  by p a s s i n g  g e n t l e  

s t r e a m  o f  c l e a n ,  d r y  a i r  o v e r  t h e  s u r f a c e  

o f  e x t r a c t  t o  v o l u m e  o f  0 . 2  ml o r  0 . 5  ml  i n  
s o m e  c a s e s .



30

2 ml  s a m p l e  o f  w h o l e  b l o o d

a d d  1 . 5  ml  o f  H ^ s o  6 0  % b y  w e i g h t  

m i x  3 - 4  s e c o n d s!
S f

เ a d d  1 . 5  ml  H ^ s o  6 0  % b y  w e i g h t

m i x  3 - 4  s e c o n d s

^  a d d  2 ml  H ^ s o ^  6 0  % b y  w e i g h t  

m i x  10 s e c o n d s

-  c o o l  2 - 3  m i n u t e s

— a d d  3 ml  o f  h e x a n e / a c e t o n e  ( 9 * 1 )  

m i x  1 mi  n u t e ร

w a i t  a b o u t  1 / 2  - 1  h o u r

1 ’ e x t r a c t
1b l o o d  a c i d  l a y e r

a d d  3 m 1 o f  

h e x a n e / a c e t o n e  ( 9 ะ 1)  

m i x  1 mi  n u t e

r e m o v e  h e x a n e ( t o p )  l a y e r  

i n t o  g r a d u a t e d  -«

c o n c e n t r a t o r  t u b e

2"  e x t r a c t w a i t  a b o u t  1 / 2  -  1 h o u r

1b l o o d  a c i d  l a y e r

FLOW CHART OF EXTRACTION PROCEDURE
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4 .

1 n s e c t  

t h e  r 

b 1 o o d  
d i f f e r  
i dent ,  i 
i n s e c t  
c o m p a r  

s t a n d s  

c o n t a  i 
4 0 0  p 

p r o p e r  
q u a n t  i 
1 n s e c t

6 Q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s  o f
c h  1 o r  i n a t  e d ______ h y d r o c a r b o n _____ i n s e c t  i c  i d e s ______ f r o m
c h r o m a t o g r a m s
T h e  i d e n t i t y  o f  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n

i c i d e s  i n  t h e  b l o o d  e x t r a c t  w a s  a c h i e v e d  b y  c o m p a r i n g '  

e t e n t i o n  t i m e  o f  t h e  p e a k s  i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  
e x t r a c t  w i t h  t h a t  o f  known s t a n d a r d s .  Two  

e n t  c o l u m n s  w e r e  e m p l o y e d  i n  o r d e r  t o  c o n f i r m  t h e  
t y  o f  t h e  i n s e c t i c i d e s .  When t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  
i c i d e s  i s  k n o w n ,  t h e i r  q u a n t i t y  c a n  b e  d e t e r m i n e d  by  
i n g  t h e i r  p e a k  h e i g h t s  o r  a r e a s  w i t h  t h a t  o f  t h e  
r d s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 1 .  M o s t  b l o o d  s a m p l e  
ท c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  i n  t h e  r a n g e  1 -  
p b .  D i l u t e  s t o c k  i n s e c t i c i d e s  t o  o b t a i n  s t a n d a r d  i n

r a n g e . An e x a m p l e o f
t a t  i v e  mea s u r e m e n t s  o f c h
i c i d e s  f r o m c h r o m a t o g r a m s i s  s h



S a m p l e  c h r o m a t o g r a m
3 2

JJE ? '
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ฑา  i  n u t / e

sample r e t e n t i o n  t i m e = 3 6 . 8 m  i  n u t e s

p e a k  h e  i  g h t = 1 . 9 c m

w i d t h ( a t  0 . 5 4  o f  h e i g h t ) = 0 . 3 5 c m

p e a k  a r e a = 1 . 9  X 0 . 3 5

=ะ 0 . 6 6 5 c m 2

s t a n d a r d  c h r o m a t o g r a m

1
Inject 0.5 ul of 

1 ng/̂ jil of pp-DDE

F i g u r e  3 .

r e t e n t i o n  t i m e  
p e a k  h e  i g h t

w i d t h  ( a t  0 . 5 4  o f  h e i g h t )  
p e a k  a r e a

E x a m p l e  o f  c h r o m a t o g r a m s  i n  
q ua nt ,  i - t a t  i v e  m e a s u r e m e n t

=  3 6 . 8  m i  n u t e s

=  1 . 8  c m

=  0 . 3 5  c m

=  1 . 8  X  0 . 3 5

=  0 . 6 3 0  c m 2

q u a l i t a t i v e  a n d  

o f  c h l o r i n a t e d

h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e
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T h e r e f o r e ,  by  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s ,  
t h e  i n s e c t i c i d e  i n  s a m p l e  c h r o m â t o g r a m  i s  p , p ' - D D E .

0 . 6 6 5
T h e  a m o u n t  o f  p , p ' - D D E  i n  2 ,ul s a m p l e  = -----------  X 0 . 5

( a l  1 = 0 . 2  m l ) 0 . 6 3 0

= 0 . 5 2 8  n ÿ

T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p , p ' - D D E  i n  b l o o d  =
0 . 5 2 8 x 0 . 2 x 1 0 0 0

2 x 2

= 2 6 . 4  n g V m l ( p p b )

4 . 7  R e c o v e r y  o f  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  * 50
f r o m  b l o o d
R e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  
i n  b l o o d  s a m p l e  w e r e  s a t i s f a c t o r i l y  r e c o v e r e d  b y  t h e
a d o p t e d  e x t r a c t i o n  m e t h o d .  T h e  o r  s f a n o c h  1 o r  i n e  s t a n d a r d s  
w e r e  a d d e d  t o  c o n t r o l  b l o o d  t o  g i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 a n d
5 0  p p b .  T h e  i n s e c t i c i d e s  w e r e  t h e n  e x t r a c t e d  a n d
q u a n t i t a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 5  a n d  4 . 6
r e s p e c t i v e l y .  T h e  r e s u l t s  o f  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n
i n  t a b l e  2
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T a b l e  2 .  The r e s u l t s  o f  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s

Compound

B l o o d  f o r t i f i e d  t o  
5 0  p pb

B l o o d  f o r t i f i e d  t o  
5 ppb

a m o u n t
r e c o v e r e d

%
r e c o v e r y

a m o u n t
r e c o v e r e d

X

r e c o v e r y

A1 d r  i ท
4 6 . 1 5 9 2 . 3 0 5 . 0 0 1 0 0 . 0 0

5 5 . 7 7 1 1 1 . 5 4 4 . 3 5 8 7 . 0 0

C h i o r d a n e
5 7 . 4 4 1 1 4 . 8 9 4 . 9 0 9 8 . 0 0

5 2 . 1 3 1 0 4 . 2 5 5 . 2 0 1 0 4 . 0 0

D i e 1 d r  i ท
4 3 . 2 1 8 6 . 4 2 5 . 1 3 1 0 2 . 6 0

4 3 . 2 1 8 6 . 4 2 5 . 1 3 1 0 2 . 6 0

H e p t a c h 1o r
4 3 . 9 3 8 7 . 8 7 5 . 6 5 1 1 3 . 0 0

4 5 . 5 6 9 1 . 1 2 5 . 6 5 1 1 3 . 0 0

H e p t a c h l o r  e p o x i d e
4 4 . 1 2 8 8 . 2 4 5 . 8 3 1 1 6 . 6 0

5 5 . 8 8 1 1 1 . 7 6 4 . 8 6 9 7 . 2 0
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T a b l e  2 .  The r e s u l t s  o f  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  ( c o n t i n u e d )

B l o o d  f o r t i f i e d  t o B l o o d  f o r t i f i e d  t o
5 0  ppb 5 ppb

Compound
a m o u n t % a m o u n t X

r e c o v e r e d r e c o v e r y r e c o v e r e d r e c o v e r y

L i n d a n e
4 6 . 9 2 9 3 . 8 3 5 . 5 4 1 1 0 . 8 0

4 9 . 6 0 9 9 . 2 0 5 . 5 6 1 1 1 . 2 0

๐ , p ' -  DDE
4 1 . 6 7 8 3 . 3 3 5 . 0 0 1 0 0 . 0 0

58 . 33 1 1 6 . 6 7 5 . 0 0 1 0 0 . 0 0

p , p ' -  DDD
4 8 . 6 9 9 7 . 3 8 - -

4 6 . 4 3 9 2 . 8 6 - -

5 5 .  65 1 1 1 . 3 0 — —

p , p ' -  DDE ริริริริ%
f g y  &  \ \ >4 3 . 4 2 8 3 . 1 0 - 1 “ 1 4: ฯ'ริ i  1
นร'V •'ริ,_ A S k ï H i / :

ท 1 8
น ิ ^ -

* 48 78 5 . 2 0
SD 5. 6 2 0 . 4 0
X c v 1 1 52 7 . 6 9

1 15 S k m < ?
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5 .  P l i  o t  s t u d y

P i l o t ,  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  2 2  c a n c e r  p a t i e n t s  
a n d  2 2  n o r m a l  s u b j e c t s .  T h e y  w e r e  i n t e r v i e w e d  by  t h e  
i n v e s t i g a t o r  a n d  t h e  q u e s t i o n a i r e s  f i l l e d  o u t  t o  c o l l e c t  
p e r s o n a l  a n d  m e d i c a l  d a t a .  The  b l o o d  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  
e a c h  s u b j e c t .  The  e x t r a c t i o n  o f  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  
i n s e c t i c i d e s  f r o m  b l o o d  s a m p l e  w a s  c o n d u c t e d  a s  f o l l o w  ร

5 . 1  T a k e  a 2 ml s a m p l e  o f  w h o l e  b l o o d  i n t o  a 5 0  ml  
s e p e r a t o r y  f u n n e l

5 . 2  Add 10 ml o f  h e x a n e  a n d  s h a k e  v i g o r o u s l y  f o r  10 
mi n u t e s

5 . 3  T h e  s e p e r a t o r y  f u n n e l  w a s  l e f t  s t a n d i n g  f o r  2 - 3
m i n u t e s  t o  s e p e r a t e  t h e  h e x a n e  l a y e r .

5 . 4  K e e p  t h e  h e x a n e  ( t o p )  l a y e r  a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  
5 0  ml g l a s s  b e a k e r .

5 . 5  R e p e a t  s t e p  5 . 2 - 5 . 4  t h r e e  t i m e s .
5 . 6  P o o l  t h e  h e x a n e  e x t r a c t  a n d  t h e n  a d d  s o d i u m  s u l f a t e  

t o  make  i t  m o i s t u r e - f r e e .
5 . 7  R e d u c e  e x t r a c t  v o l u m e  t o  0 . 2  o r  0 . 5  ml by  p a s s i n g

g e n t l e  s t r e a m  o f  c l e a n ,  d r y  a i r  o v e r  t h e  s u r f a c e
o f  t h e  e x t r a c t  i n  g r a d u a t e d  c o n c e n t r a t o r  t u b e .
T h e  i d e n t i t y  a n d  q u a n t i t y  o f  t h e  c h l o r i n a t e d

h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  i n  t h e  e x t r a c t  w e r e  d e t e r m i n e d  
a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  4 . 6 . T h e  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  t a b l e  3 .
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T a b l e  3.  The r e s u l t s  o f  p i l o t ,  s t u d y

m e a n  o f  c h l o r i n a t e d  
h y d r o c a r b o n t t o t a 1 DDT) 

C o n e "  X ( p p b )
SD

Samp 1e 17 2 1 . 3
( ท = 2 2 )

C o n t r o l 6 8 . 9
( ท = 2 2 )

Mean d i f f e r e n c e  = 1 7 - 6  ppb

p

1 1 ppb
2 6 6 . 4 5

6. Sample Size

In t h i s  s t u d y ,  p o p u l a t i o n s  o f  c a n c e r  p a t e i n t s  and  
n o r m a l  s u b j e c t s  a r e  e q u a l .  S a m p l e  s i z e  d e t e r m i n a t i o n  c a n  be
c o m p u t e d  f r o m  t h e  f o r m u l a  ( 3 7 )
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( Z a + Z p ) x 2 x S 2 

ท = ------------------------------------------

D2

ท

z a

z p =

ร 2

p
D

samp l e  s i z e
c r i t i c a l  v a l u e s  o f  t h e  s i g n i f i c a n t  l e v e l  

o f  a ( t y p e  I e r r o r )
c r i t i c a l  v a l u e s  o f  t h e  s i g n i f i c a n t  l e v e l  

o f  0 ( t y p e  I I e r r o r )  

p o o  1 v a r  i a n c e
me a n  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t w o  g r o u p s

F r o m p i l o t s t u d y

Zcx = 1 . 9 6 w h e n  a = 0 . 0 5

zp = 1 . 6 4 w h e n  p = 0 . 1 0

D m e a n d i f  f  e r e n c e o f  DDT wh i c h  i ร 11 p p b

ร 2 =
p

2 6 6 . 4 5

( 1 . 9 6  + 1. 64  ) 2 X 2 X 2 6 6 . 45

So
( I D 2

= 57

T h u s 11 h e n u m b e r o f  c a s e a n d c o n t r o 1 s u b j e c t  i n
t h i s  s t u d y  e a c h  m u s t  be  a t  l e a s t  5 7 .  T h e  s a m p l e  m e t h o d
e m p l o y e d  i s  t h e  p u r p o s i v e  s a m p l i n g
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7. Data analysis

U n p a i r e d  S t u d e n t ' s  t - t e s t  w a s  e m p l o y e d  t o  d e t e r m i n e  

t h e  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  b l o o d  

c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n  i n s e c t i c i d e s  c o n t e n t  b e t w e e n  t h e  
c a s e  an d  c o n t r o l  g r o u p s . I n  t h e  c a s e  o f  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

d i f f e r e n c e  o f  t h a t  a m o n g  m o r e  t h a n  t w o  g r o u p s  i n  v a r i o u s  

f a c t o r ,  ANOVA ( A n a l y s i s  o f  v a r i a n c e )  w a s  e m p 1o y e d . T h i ร a n d  

o t h e r  d a t a  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  S P S S / P C +  

( S t a t i s t i c a l  P a c k a g e  f o r  t h e  S o c i a l  S c i e n c e s  P e r s o n a l
C o m p u t e r  P l u s ) .
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