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Περίληψη 

 

Σκοπός της μελέτης αυτής ήταν να εκτιμήσει την έκθεση του εμβρύου 

στα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, με μέτρηση των μη ειδικών 

διαλκυλο- φωσφορικών μεταβολιτών τους (dialkyl phosphate metabolites 

ή DAPs) στο αμνιακό υγρό,  και να εξετάσει την πιθανή συσχέτιση 

ανάμεσα στην προγεννητική έκθεση σε αυτούς τους παράγοντες, την 

εμβρυϊκή ανάπτυξη και πιθανά προβλήματα υγείας. 

 

Η μελέτη διεξήχθη από τον Αύγουστο του 2006 έως το Μάιο του 

2008. Συλλέχτηκαν δείγματα αμνιακού υγρού από  415 γυναίκες με 

μονήρη κύηση στο δεύτερο τρίμηνο της κύησης, κατά τη διάρκεια 

προγραμματισμένης αμνιοπαρακέντησης (που γινόταν βάσει 

συγκεκριμένων ιατρικών ενδείξεων), στο τμήμα Εμβρυομητρικής της 

Μαιευτικής & Γυναικολογικής κλινικής του Πανεπιστημιακού 

Νοσοκομείου Ηρακλείου.   

Τα δείγματα αναλύθηκαν στο εργαστήριο Τοξικολογίας, Ιατρικής 

Σχολής Πανεπιστημίου Κρήτης. Τα DAPs που μετρήθηκαν ήταν τα 

dimethyl phosphate (DMP), dimethyl thiophosphate (DMTP), diethyl 

phosphate (DEP), diethyl thiophosphate (DETP) και diethyl 

dithiophosphate (DEDTP). Οι DAPs εκχυλίστηκαν μετά από υγρή-υγρή 

επεξεργασία των δειγμάτων (liquid- liquid extraction) και μετρήθηκαν με 

την αναλυτική τεχνική της αέριας χρωματογραφίας σε συνδυασμό με 

φασματομετρία μάζας (gas chromatography– mass spectrometry).  

Είκοσι δύο εγκυμοσύνες είχαν ως αποτέλεσμα είτε απώλεια του 

εμβρύου είτε τερματισμό της εγκυμοσύνης εξαιτίας χρωμοσωμικών 

ανωμαλιών ή μεγάλων εμβρυϊκών ελαττωμάτων. Η μέση ηλικία της 

μητέρας ήταν 32,7 (SD = 5,7). Η μέση ηλικία κύησης κατά την 

αμνιοπαρακέντηση ήταν 18,5 εβδομάδες (SD = 2,5). 
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Η έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, εκφραζόμενη ως 

άθροισμα DMP, DEP, DAP σε δείγματα αμνιακού υγρού, κυμάνθηκε 

από 0,07 έως 222,9 ng / ml, 0,19 έως 254,3 ng / ml και 0,05 έως 252,6 ng 

/ ml, αντίστοιχα. Ο DEP ήταν ο μεταβολίτης με την υψηλότερη 

συχνότητα ανίχνευσης (90,5%), ακολουθούμενη από DETP (74,0%), 

DMP (60,0%) και DEDTP (39,5%). Σχεδόν όλα τα δείγματα αμνιακού 

υγρού (97,8%) παρείχαν τουλάχιστον έναν θετικό μεταβολίτη  (DMP, 

DEP, DMTP, DETP, DEDTP), οι οποίοι είναι συνηθισμένοι μεταβολίτες 

περίπου 75% οργανοφωσφορικών εντομοκτόνων.  

Δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά στα μετρούμενα 

επίπεδα DAPs μεταξύ αστικών και αγροτικών περιοχών (97,8% στις 

αστικές περιοχές έναντι 97,9% στις αγροτικές περιοχές). Αυτό καθιστά 

δύσκολο να εντοπιστεί εάν η κυρίαρχη πηγή έκθεσης είναι η διατροφή 

και η χρήση φυτοφαρμάκων στο σπίτι ή η γεωργία.  

Η ηλικία της μητέρας δεν επηρέασε τα επίπεδα των sumDAPs (p> 

0.400). 

Όλα τα μετρηθέντα DAP στο αμνιακό υγρό φαίνεται να συνδέονται 

θετικά μεταξύ τους (p <0,002) και αυτό θα μπορούσε ενδεχομένως να 

αποδοθεί στην ταυτόχρονη έκθεση των συμμετεχόντων σε 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα μεθυλίου και αιθυλίου. 

Δεν υπήρξε στατιστικά σημαντική διαφορά με το φύλο του νεογνού 

και την εκατοστιαία θέση της περιφέρειας της κεφαλής στα επίπεδα των 

DAPs. Τα μακροσωμικά νεογνά είχαν σημαντικά περισσότερα συνολικά 

επίπεδα των DMPs (p= 0.043), παρουσιάζοντας  μια γραμμική θετική 

συσχέτιση με την εκατοστιαία θέση του βάρους γέννησης (b= 4.43, p= 

0.016).   

Υπάρχει επίσης μια εποχική διακύμανση των επιπέδων DAPs που 

μπορεί να εξηγηθεί από τη χρήση συγκεκριμένων οργανοφωσφορικών 
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φυτοφαρμάκων σε ορισμένους τύπους καλλιεργειών. Τα sumDMPs είχαν 

αυξημένα επίπεδα το φθινόπωρο του 2006 και του 2007 και την άνοιξη 

του 2008. Τα DMPs προέρχονται από O,Odimethyl-υποκατεστημένα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα όπως το malathion και το dimethoate. 

Η πιο πιθανή αιτία αύξησης των επιπέδων dimethyl phosphate 

μεταβολίτη  το φθινόπωρο του 2006 και του 2007 είναι ο συστηματικός 

ψεκασμός των ελαιόδεντρων για dacus oleae με τη χρήση fenthion και 

dimethoate κατά την περίοδο Αυγούστου - Σεπτεμβρίου, που είχε 

εγκριθεί από το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων στην 

Ελλάδα. Τα sumDEPs παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα το χειμώνα 2006-

2007 και το φθινόπωρο του 2007. Τα DEP που προέρχονται από O,O-

diethyl-υποκατεστημένα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα όπως το 

chlorpyrifos και το diazinon και τα αυξημένα επίπεδα τους μπορεί να 

οφείλονται στην ευρεία χρήση diazinon σε αμπελώνες και φρούτα . 

 

Συμπερασματικά, καθώς τα DAPs είναι ανιχνεύσιμα στο αμνιακό 

υγρό, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πιθανοί βιοδείκτες της 

παρελθοντικής έκθεσης του εμβρύου στα οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα. Τα συνολικά επίπεδα των DMPs φαίνεται να σχετίζονται 

με το βάρος γέννησης ανεξάρτητα από άλλες μεταβλητές. 
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Abstract 

 

The aim of this study was to evaluate fetal exposure to 

organophosphate pesticides by measuring their non-specific dialkyl-

phosphate metabolites (DAPs) in amniotic fluid, and to examine the 

potential association between prenatal exposure and fetal growth.  

 

The study was carried out between August 2006 and May 2008. 

Amniotic fluid samples were collected from 415 women carrying a 

singleton pregnancy during the second trimester of pregnancy via 

amniocentesis (for medical indications), to the Fetal-Maternal Unit, 

Department of Obstetrics and Gynecology, University Hospital of 

Heraklion, Crete, Greece. The samples were analyzed to the laboratory of 

Toxicology, Medical School, University of Crete. 

The determined organophosphate pesticides metabolites were dimethyl 

phosphate (DMP), dimethyl thiophosphate (DMTP), diethyl phosphate 

(DEP), diethyl thiophosphate (DETP) and diethyl dithiophosphate 

(DEDTP). DAPs were extracted by liquid–liquid extraction and measured 

by gas chromatography– mass spectrometry.  

Twenty two pregnancies resulted in either fetal demise or termination 

of pregnancy due to chromosomal abnormalities or major fetal defects. 

Mean maternal age was 32.7 (SD = 5.7). The mean gestational age at 

amniocentesis was 18.5 weeks (SD = 2.5).  

Exposure to organophosphate pesticides expressed as sums of DMPs, 

DEPs, DAPs in amniotic fluid samples ranged from 0.07 to 222.9 ng/ml, 

0.19 to 254.3 ng/ml, and 0.05 to 252.6 ng/ml, respectively. DEP was the 

metabolite with the higher frequency of detection (90.5%), followed by 

DETP (74.0%), DMP (60.0%) and DEDTP (39.5%). Almost all amniotic 

fluid samples (97.8%) provided at least one positive metabolite of 
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pesticides (DMP, DEP, DMTP, DETP, DEDTP), which are common 

metabolites of about 75% of organophosphate pesticides. DAPs levels did 

not differ between urban and rural areas (97.8% in urban areas versus 

97.9% in rural areas). This makes difficult to pinpoint if the dominant 

source of exposure is the diet and home pesticide use or agriculture. 

Maternal age does not affect levels of sumDAPs (p> 0.400).  

All measured DAPs in the amniotic fluid seem positively associate 

with each other (p <0.002) and this could potentially be attributed to the 

simultaneous exposure of the participants to methyl and ethyl 

organophosphate pesticides.  

There was no statistically significant difference with neonatal gender 

and the percentage of the head circumference in the levels of DAPs. 

Macrosomic neonates had significantly higher sum levels of DMPs (p= 

0.043), which exerted a linear positive association with birth-weight 

centile (b= 4.43, p= 0.016).   

There is also a seasonal variation in the levels of DAPs which can be 

explained by the use of specific organophosphate pesticides in certain 

types of cultivations. The sumDMPs showed elevated levels in autumn of 

2006 and 2007 and spring 2008. DMPs derived of O,Odimethyl-

substituted organophosphate pesticides such as malathion and dimethoate. 

The most probable cause of increased dimethyl phosphate metabolite 

levels in the autumns of 2006 and 2007 is the systematic spraying of olive 

oil trees for dacus oleae using fenthion and dimethoate during the period 

between August and September which was approved by the Ministry of 

Rural Development & Food in Greece. The sumDEPs showed elevated 

levels in winter 2006–2007 and autumn 2007. DEPs derived from O,O-

diethyl-substituted organophosphate pesticides such as chlorpyrifos and 

diazinon and their elevated levels may be due to the widespread use of 

diazinon in vineyards and fruit.  
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Conclusively, as DAPs are detectable in amniotic fluid they may be 

used as a potential biomarker of fetal exposure to organophosphate 

pesticides. Sum levels of DMPs appear to be associated with birth weight 

independently of other covariates. 
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1. Εισαγωγή 

 

Τα φυτοφάρμακα είναι ένας συλλογικός όρος για ένα ευρύ φάσμα 

χημικών ουσιών που προορίζονται για τη θανάτωση ανεπιθύμητων 

εντόμων, φυτών, μυκήτων και τρωκτικών που μπορεί να επηρεάσουν τις 

καλλιέργειες, τα ζώα, τα τρόφιμα ή την ανθρώπινη υγεία. Η χρήση 

φυτοφαρμάκων στις καλλιέργειες παγκοσμίως αυξήθηκε σχεδόν 

εικοσαπλάσια από το 1960 έως το 2000, ιδιαίτερα στις αναπτυσσόμενες 

χώρες. Με την εφαρμογή των φυτοφαρμάκων αυξήθηκε η γεωργική 

παραγωγή, βελτιώθηκε η ποιότητα των παραγόμενων προϊόντων και 

μειώθηκε το κόστος καλλιέργειας. Επιπλέον, αυξήθηκε και βελτιώθηκε η 

προσφορά τροφίμων ενώ περιορίστηκαν σημαντικά τα τροφιμογενή 

νοσήματα και πολλές θανατηφόρες ασθένειες που μεταδίδονται με φορέα 

(π.χ. ελονοσία, λεϊσμανίαση, νόσος Lyme, ρικετσιώσεις). Επίσης, μέσω 

της ασφαλούς οικιακής τους χρήσης καταπολεμήθηκαν επιβλαβείς για τη 

δημόσια υγεία και υποδομή οργανισμοί (π.χ. τερμίτες, κατσαρίδες, 

αρουραίοι και άλλα παράσιτα) (Ruifa Hu  et al.2015, Suratman S. et 

al.2015, D. Peter Drotman 2018). 

 

Από την άλλη πλευρά, τα φυτοφάρμακα θέτουν σημαντικές ανησυχίες 

για την ανθρώπινη υγεία, επειδή είναι συνήθως, αλλά όχι πάντα, 

δηλητηριώδη για τον άνθρωπο και απελευθερώνονται ευρέως στο 

περιβάλλον. Ως συνέπεια της εκτεταμένης εφαρμογής τους σε γεωργικές 

και οικιακές χρήσεις καθώς και των φυσικοχημικών τους ιδιοτήτων, οι 

ενώσεις αυτές ανιχνεύονται σε όλα τα διαμερίσματα του περιβάλλοντος. 

Συνεπώς, η έκθεση του γενικού πληθυσμού σε κάποιο βαθμό με πολλά 

διαφορετικά κατάλοιπα φυτοφαρμάκων θεωρείται σχεδόν αναπόφευκτη. 
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Ο ορισμός του φυτοφαρμάκου καλύπτει πληθώρα διαφορετικών 

χημικών ουσιών, ανόργανες και οργανικές, που ομαδοποιούνται ανάλογα 

με τη λειτουργία τους (σε εντομοκτόνα, ζιζανιοκτόνα, μυκητοκτόνα, 

τρωκτικοκτόνα, βιοκτόνα, λιπάσματα, απολυμαντικά) ή τη χημική τους 

δομή (σε οργανοχλωρίδια, οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, καρβαμικά, 

διθειοκαρβαμικά, οργανοκασσιτερικές ενώσεις, φθαλιμίδια, φαινοξυ-

οξέα, ετεροκυκλικές ενώσεις αζόλης, κουμαρίνες) (Pierluigi Cocco et 

al.2018). 

 

 

1.1. Οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

  

Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα είναι μια ομάδα χημικών ουσιών 

με σημαντικό ενδιαφέρον για την υγεία, λόγω του μεγάλου φάσματος 

δράσης τους και της υπερβολικής χρήσης τους τόσο σε εσωτερικό 

(οικιακή χρήση) όσο και σε εξωτερικό χώρο (επαγγελματική χρήση) 

(Kavvalakis MP et al.2012). Σε παγκόσμιο επίπεδο, περίπου 3.000.000 

άνθρωποι εκτίθενται σε οργανοφωσφορικούς παράγοντες κάθε χρόνο, με 

έως 300.000 θανάτους (Eddleston M et al.2004). Στις ΗΠΑ υπήρχαν 

περισσότερες από 8000 αναφερόμενες εκθέσεις σε αυτούς τους 

παράγοντες το 2008, με αποτέλεσμα λιγότερους από 15 θανάτους 

(Bronstein AC et al. 2008). Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα είναι 

μεταξύ των πιο ευρέως χρησιμοποιούμενων γεωργικών χημικών ουσιών. 

Τα περισσότερα χρησιμοποιούνται ως εντομοκτόνα, ενώ μερικά 

χρησιμοποιούνται ως μυκητοκτόνα, ζιζανιοκτόνα ή τρωκτικοκτόνα. 

Χρησιμοποιούνται επίσης για να καταπολεμηθούν οι ψείρες σε 

ανθρώπους καθώς και αρκετά οικοπαράσιτα σε κατοικίδια ζώα 

(Suratman S. et al.2015, Kavvalakis MP et al.2012). 
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Η τοξικότητα γενικά απορρέει από τυχαία ή σκόπιμη κατάποση ή 

έκθεση σε γεωργικά φυτοφάρμακα (Watson WA et al. 2003). Άλλες 

πιθανές αιτίες οργανοφωσφορικής τοξικότητας είναι η κατάποση 

μολυσμένων φρούτων, αλεύρων ή μαγειρικών ελαίων και η χρήση 

μολυσμένων ενδυμάτων( Wu ML et al. 2001). Η χρήση των 

οργανοφωσφορικών έχει μειωθεί τα τελευταία 10 έως 20 χρόνια, εν μέρει 

λόγω της ανάπτυξης καρβαμικών εντομοκτόνων, τα οποία σχετίζονται με 

παρόμοιες τοξικότητες (Rotenberg M et al. 1995). 

Περισσότερες από 100 οργανοφωσφορικές ενώσεις είναι  γνωστές και 

έχουν χρησιμοποιηθεί στις περισσότερες χώρες σε όλο τον κόσμο 

(Suratman S. et al.2015). Τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα οργανοφω- 

σφορικά φυτοφάρμακα είναι τα εξής : 

 

 Parathion 

 Chlorpyrifos    

 Diazinon 

 Dichlorvos  

 Phosmet  

 Fenitrothion 

 Tetrachlorvinphos 

 Azamethiphos 

 Azinphos-Methyl 

 Malathion 

 Methyl Parathion 

 

Οι ειδικοί παράγοντες που συνδέονται με την ανθρώπινη δηλητηρίαση 

περιλαμβάνουν τα  οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα (parathion, 

fenitrothion, malathion, diazinon, και dursban). Ο οργανοφωσφορικός 

παράγοντας chlorpyrifos βρίσκεται σε μερικά δημοφιλή οικιακά σπρέι 
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για κατσαρίδες και μυρμήγκια (όπως το Raid). Η Υπηρεσία Προστασίας 

του Περιβάλλοντος (EPA) των ΗΠΑ απαγόρευσε πολλές χρήσεις του 

chlorpyrifos σε οικιακές χρήσεις το 2001 και περιόρισε τη χρήση του σε 

ορισμένες καλλιέργειες, συμπεριλαμβανομένων της ντομάτας, των 

μήλων και των σταφυλιών.  

Τα οργανοφωσφορικά παρασιτοκτόνα είναι διαθέσιμα σε σκόνη, υγρό 

συμπύκνωμα ή σε κόκκους. Όλες οι μορφές είναι ευαίσθητες στην 

υδρόλυση και την οξείδωση. Η υγρασία και το ηλιακό φως παίζουν 

σημαντικούς ρόλους στην διαδικασία του περιβαλλοντικού τους 

μετασχηματισμού. Ειδικότερα αποδομούνται γρήγορα με υδρόλυση όταν 

εκτίθεται στο ηλιακό φως, στον αέρα ή στο έδαφος, με χρόνο ημιζωής 

που κυμαίνεται σε 1 έως 5 ημέρες για το μαλαθείο, 2 έως 14 ημέρες για 

το chlorpyrifos και 16 έως 103 ημέρες για το diazinon, στους 25 ° C. 

Εξαιτίας αυτής της ικανότητα τους έχουν αντικαταστήσει σε κάποιο 

βαθμό τα οργανοχλωριωμένα φυτοφάρμακα (Suratman S. et al.2015, 

Kavvalakis MP et al.2012). Αν και τα οργανοφωσφορικά αποδομούνται  

ταχύτερα από τα οργανοχλωριωμένα, αυτά έχουν μεγαλύτερη οξεία 

τοξικότητα, θέτοντας σε κίνδυνο τα άτομα που έχουν υψηλά επίπεδα 

έκθεσης. Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα έχουν ως στόχο το 

νευρικό σύστημα εντόμων, παρασίτων και θηλαστικών (Fukuto, 1990). 

 

 

1.2. Έκθεση σε οργανοφωσφορικά 

 

Η έκθεση σε οργανοφωσφορικά ταξινομείται σε δύο μεγάλες 

κατηγορίες: i.την επαγγελματική και ii.την περιβαλλοντική. Η 

επαγγελματική έκθεση παρατηρείται στους εργαζομένους στη γεωργία, 

στους βιομηχανικούς εργάτες, στους εξολοθρευτές καταπολέμησης 

παρασίτων και σε άλλους εργαζομένους. Η μη επαγγελματική έκθεση 
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αφορά ένα μεγάλο τμήμα του γενικού πληθυσμού. Η οικιακή έκθεση 

προκύπτει από τη χρήση οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων από 

οικιακούς χρήστες που ασχολούνται με την καταπολέμηση κατσαρίδων 

και μυρμηγκιών, ενώ παρατηρείται διατροφική ή και τυχαία έκθεση. 

Άλλες περιβαλλοντικές εκθέσεις σημειώνονται σε δημόσιους χώρους 

καθώς και σε περιοχές κοντά σε αγροκτήματα. Είναι επίσης πιθανό να 

συμβεί έκθεση από την εφαρμογή των οργανοφωσφορικών σε χημικό 

πόλεμο ή σε τρομοκρατικές επιθέσεις. 

Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα απορροφώνται κυρίως από το 

δέρμα, το αναπνευστικό και το γαστρεντερικό σύστημα. Απορρόφηση 

από το γαστρεντερικό μπορεί να συμβεί μετά από τυχαία κατάποση, μετά 

από εσφαλμένη επεξεργασία των τροφίμων ή μετά από  πρόωρη 

συγκομιδή (προτού τα υπολείμματα των φυτοφαρμάκων μειωθούν σε 

αποδεκτά επίπεδα). Στοματική λήψη μπορεί επίσης να επισυμβεί μέσω 

επαφής μολυσμένων αντικειμένων με το στόμα κατά τη διάρκεια 

φαγητού, ποτού ή του καπνίσματος. Επίσης, σκόπιμη κατάποση 

διενεργείται στις απόπειρες αυτοκτονίας. Πολλές φορές οξείες 

δηλητηριάσεις έχουν σημειωθεί τυχαία, συνηθέστερα μετά από διαρροή 

του φυτοφαρμάκου στο δέρμα και τα ρούχα. Η έκταση της απορρόφησης 

εξαρτάται από τον χρόνο παραμονής του φυτοφαρμάκου (που σχετίζεται 

με την πτητικότητά του, την ένδυση του ατόμου και την πληρότητα του 

πλυσίματος μετά την έκθεση) καθώς και με την παρουσία διαλυτών και 

γαλακτωματοποιητών, που μπορούν να διευκολύνουν την πρόσληψη. 

Επιπρόσθετα, η έκθεση σε ατμούς,  σκόνες ή  αερολύματα 

οργανοφωσφορικών μπορεί να επηρεάσει τους λείους μύες των ματιών 

(Kavvalakis MP et al. 2012). 
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1.3. Μηχανισμός δράσης οργανοφωσφορικών 

 

Ορισμένα οργανοφωσφορικά είναι πολύ λιπόφιλα, με συνέπεια να 

απορροφώνται και να απελευθερώνονται από την αποθήκη λίπους για μια 

περίοδο αρκετών ημερών μετά την αρχική έκθεση (ισχύει κυρίως για τα 

διαιθυλοφωσφορικά: chlorethoxyphos, coumaphos, diazinon, ethion, 

ethyl parathion, parathion, phosalone, phorate, sulfotepp, terbufos και 

tribufos). Ωστόσο, στη συντριπτική τους πλειοψηφία τα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα μεταβολίζονται γρήγορα στο 

ανθρώπινο σώμα, γεγονός που συνεπάγεται ότι η μέτρηση των άθικτων 

επιπέδων τους στο αίμα ή τα ούρα δεν είναι χρήσιμη στις περισσότερες 

περιπτώσεις ( Kavvalakis MP et al. 2012). 

 

 

Εικόνα 1. Χημική δομή οργανοφωσφορικών 

 

 

Τα οργανοφωσφορικά αποτελούνται από παράγωγα άνθρακα και 

φωσφορικού οξέος (εικόνα 1). Ο βασικός μηχανισμός δράσης των 

οργανοφωσφωρικών φυτοφαρμάκων είναι αναστολή της 

ακετυλοχολινεστεράσης (AChE). Συγκεκριμένα, συνδέονται με την 

AChE και την καθιστούν μη- λειτουργική (σχήμα 2). Η AChE αποτελεί 

το υπεύθυνο ένζυμο για την υδρόλυση της ακετυλοχολίνης σε χολίνη και 

οξικό οξύ, με αποτέλεσμα η αναστολή της να οδηγεί σε υπεραφθονία της 
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ακετυλοχολίνης στις νευρωνικές συνάψεις και στη νευρομυϊκή συμβολή  

(Tafuri J et al. 1987, Khurana D, Prabhakar S, 2000). Αυτό έχει ως 

συνέπεια να συσσωρεύονται υπερβολικές ποσότητες ακετυλοχολίνης στις 

σκελετικές νευρομυϊκές  συνάψεις και να προκαλείται υπερδιέγερση των 

μετασυναπτικών νεύρων, των μυών και των εξωκρινών αδένων (Melissa 

A et al. 2014). 

 

Σχήμα 2. Αναστολή της AChE από οργανοφωσφορικό παράγοντα 

 

Το σύμπλεγμα ακετυλοχολινεστεράσης- οργανοφωσφορικού 

παράγοντα μετά από κάποιο χρονικό διάστημα (που εξαρτάται από τη 

χημική δομή του οργανοφωσφορικού), υφίσταται μια αλλαγή 

διαμόρφωσης, που είναι γνωστή ως "γήρανση", η οποία καθιστά το 

ένζυμο AChE μη- αναστρέψιμα, ανθεκτικό στην επανενεργοποίηση από 

ένα αντίδοτο  (Eddleston M et al. 2002). 

Επιπλέον, η Χοληνεστεράση πλάσματος (γνωστή και ως 

Βουτυλοχολινεστεράση [BuChE] ή Ψευδοχολινεστεράση) και η 

Εστεράση στόχος νευροπάθειας (NTE) αναστέλλονται από 

οργανοφωσφορικούς παράγοντες, ωστόσο, η κλινική σημασία αυτών των 

αλληλεπιδράσεων είναι λιγότερο βέβαιη (Mutch E et al. 1992). 

 

 



23 
 

1.4. Ειδικοί και μη ειδικοί μεταβολίτες των 

οργανοφωσφορικών 

 

Μόλις μπουν στο σώμα, τα οργανοφωσφορικά μετατρέπονται 

ενζυματικά στη μορφή του οξονίου, η οποία στη συνέχεια αντιδρά με την 

AChE. Αυτή η μορφή οξονίου μπορεί επίσης να υδρολυθεί ενζυματικά ή 

αυθόρμητα για να σχηματίσει ένα ειδικό μεταβολίτη και ένα κοινό 

μεταβολίτη, τον φωσφορικό διαλκυλεστέρα (DAP). Αν το φυτοφάρμακο 

δεν μετατραπεί σε μορφή οξονίου, μπορεί να υποστεί υδρόλυση στον 

ειδικό μεταβολίτη και σε DAPs (dialkylthiophosphate και/ή 

dialkyldithiophosphate).Οι μεταβολίτες και τα προϊόντα υδρόλυσης στη 

συνέχεια απεκκρίνονται στα ούρα, είτε σε ελεύθερη μορφή ή δεσμευμένα 

σε σάκχαρα ή θειικά άλατα (Asari Y et al.. 2004, Bahena-Medina et al. 

2011, Margariti MG et al. 2007). 

 

Γενικά, οι μεταβολίτες των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων 

(DAPs) μπορούν να ταξινομηθούν σε δύο κύριες κατηγορίες: ειδικoί και 

μη- ειδικοί. Οι μη- ειδικοί DAPs είναι: 

 dimethylphosphate (DMP),  

 dimethylthiophosphate (DMTP), 

 dimethyldithiophosphate (DMDTP),  

 diethylphosphate (DEP), 

 diethylthiophosphate (DETP), 

 diethyldithiophosphate (DEDTP) 

 

Τα πρώτα τρία διαλκυλοφωσφορικά (DAPs) είναι διμεθυλοφωσφορικά 

(DMPs) και τα υπόλοιπα είναι φωσφορικά διαιθύλια (DEPs). Τα DAPs 

είναι πολύ πολικές και υδατοδιαλυτές ενώσεις. Τα DAPs είναι μη ειδικοί 

βιοδείκτες, επειδή είναι οι δυνητικοί μεταβολίτες των περισσότερων 
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οργανοφωσφορικών ενώσεων, η ανίχνευσή τους επιλέγεται συνήθως για 

βιολογική χρήση παρακολούθησης, προκειμένου να επισημανθεί η 

χαμηλή έκθεση σε ορισμένα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

(Kavvalakis MP et al. 2012). 

 

 

1.5. DAPs ως βιοδείκτες έκθεσης σε οργανοφωσφορικά 

 

Πολλές έρευνες αποσκοπούν στην ανίχνευση μεταβολιτών DAPs στα 

βιολογικά δείγματα. Το βιολογικό δείγμα που αναλύεται συχνότερα είναι 

τα ούρα, καθώς είναι το υλικό που έχει την μεγαλύτερη αναλογία 

απεκκρινόμενων DAPs. Άλλα  βιολογικά δείγματα που χρησιμοποιούνται 

επίσης στη βιβλιογραφία ως πιθανές αποθήκες μεταβολιτών είναι το 

αμνιακό υγρό, το μηκώνιο και τα μαλλιά (τρίχες). Το αμνιακό υγρό και 

το μηκώνιο χρησιμοποιούνται ως βιοδείκτες έκθεσης συγκεκριμένου 

πληθυσμού (έγκυες και έμβρυα) και έχουν σημαντικό ενδιαφέρον για την 

εκτίμηση της προγεννητικής έκθεσης. Τα μαλλιά έχουν το πλεονέκτημα 

ότι μας δίνουν την δυνατότητα να έχουμε μεταγενέστερη απεικόνιση της 

έκθεσης του ανθρώπου στα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

(Kavvalakis MP et al. 2012). 

 

 

1.6. Κλινικά χαρακτηριστικά της έκθεσης σε 

οργανοφωσφορικά 

 

Η έναρξη και η διάρκεια της αναστολής της ακετυλοχοληνεστεράσης 

(AChE) ποικίλλει ανάλογα από την ταχύτητα δράσης του 

οργανοφωσφορικού παράγοντα, την οδό απορρόφησης του 

φυτοφαρμάκου, την ενζυματική μετατροπή του φυτοφαρμάκου σε 
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ενεργούς μεταβολίτες και τη λιποφιλικότητα του οργανοφωσφορικού 

παράγοντα. Για τους περισσότερους παράγοντες, η έκθεση από το στόμα 

ή από το αναπνευστικό σύστημα (με την εισπνοή) γενικά προκαλεί 

σημεία ή συμπτώματα εντός 3 ωρών, ενώ τα συμπτώματα τοξικότητας 

από δερματική απορρόφηση μπορεί να καθυστερήσουν έως και 12 ώρες. 

Οι λιποφιλικοί παράγοντες όπως το dichlofenthion, fenthion και 

malathion  έχουν καθυστερημένη έναρξη των συμπτωμάτων (μέχρι πέντε 

ημέρες) και παρατεταμένη διάρκεια δράσης (μεγαλύτερη των 30 

ημερών), η οποία μπορεί να σχετίζεται με την ταχεία πρόσληψη στο 

λιπώδες ιστό και την καθυστερημένη ανακατανομή από τις αποθήκες 

λίπους (Eddleston M et al. 2005). 

 

 

1.7.   Οξεία δηλητηρίαση από οργανοφωσφορικά 

 

Η κύρια επίδραση της οξείας έκθεσης σε οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα είναι η δηλητηρίαση, της οποίας οι εκδηλώσεις 

αντικατοπτρίζουν την χολινεργική περίσσεια. Υπάρχουν τρεις τύποι 

κλινικών εκδηλώσεων:  

 Το οξύ χολινεργικό σύνδρομο  

 Το ενδιάμεσο σύνδρομο 

 Η νευροπάθεια καθυστερημένης εκδήλωσης 

  

Το οξύ χολινεργικό σύνδρομο και το ενδιάμεσο σύνδρομο είναι το 

αποτέλεσμα της αναστολής της AChE, ενώ η καθυστερημένη 

νευροπάθεια σχετίζεται με την αναστολή του ενζύμου εστεράσης στόχου 

νευροπάθειας (González-Alzaga B et al. 2014). Σε αρκετές αναφορές 

σοβαρής δηλητηρίασης από οργανοφωσφορικά περιγράφεται οξεία 

βλάβη των νεφρών,  που απαιτεί θεραπεία υποκατάστασης (Cavari Y et 
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al. 2013, Agostini M et al. 2003). Η αιτιότητα δεν έχει τεκμηριωθεί και 

δεν είναι σαφές εάν η οξεία νεφρική βλάβη οφείλεται άμεσα στα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα ή στις γενικές επιδράσεις της 

ασθένειας. Σε δηλητηρίαση από οργανοφωσφορικά μπορεί ακόμη να 

συμβεί οξεία παγκρεατίτιδα (Sahin I et al. 2002) 

 

Οξύ χολινεργικό σύνδρομο 

 

Το οξύ χολινεργικό σύνδρομο συμβαίνει μετά από έκθεση σε υψηλά  

επίπεδα οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων. Εμφανίζεται άμεσα μετά 

την έκθεση και διαρκεί για αρκετές ημέρες.  Τα συμπτώματα είναι 

αποτέλεσμα της αναστολής της AChE, δηλαδή της αποτυχίας της 

υδρόλυσής της, πράγμα που οδηγεί σε υπερβολική συγκέντρωση 

ακετυλοχολίνης στο σώμα. Οι επιπλοκές από την έκθεση σε 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα σχετίζονται με κάθε σύστημα που 

επηρεάζεται. Η υπερδιέγερση τόσο των νικοτινικών όσο και των 

μουσκαρινικών υποδοχέων είναι υπεύθυνη για την κλινική εκδήλωση 

αυτών των επιπλοκών. Νικοτινικοί και μουσκαρινικοί είναι δύο τύποι 

χολινεργικών υποδοχέων που έχουν διαφορετικές ανατομικές θέσεις, 

διαφορετικές λειτουργίες και διαφορετικά κλινικά συμπτώματα  

(Suratman S et al. 2015). Καθώς νικοτινικοί υποδοχείς βρίσκονται στα 

αυτόνομα γάγγλια και στις νευρομυϊκές συνάψεις και μουσκαρινικοί 

υποδοχείς στα παρασυμπαθητικά εκτελεστικά όργανα, τα πρωτογενή 

τοξικά αποτελέσματα αφορούν τόσο το αυτόνομο νευρικό σύστημα και 

τη νευρομυϊκή σύναψη όσο και το κεντρικό νευρικό σύστημα. Το 

παρασυμπαθητικό νευρικό σύστημα εξαρτάται ιδιαίτερα από τη ρύθμιση 

της ακετυλοχολίνης, καθώς τόσο τα αυτόνομα γάγγλια όσο και τα τελικά 

όργανα του παρασυμπαθητικού νευρικού συστήματος ρυθμίζονται από 
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υποτύπους νικοτινικού και μουσκαρινικού χολινεργικού υποδοχέα, 

αντίστοιχα (Sidell FR et al. 1974). 

Τα κυρίαρχα κλινικά χαρακτηριστικά της οξείας χολινεργικής 

τοξικότητας περιλαμβάνουν βραδυκαρδία, μύση της κόρης του 

οφθαλμού, δακρύρροια, σιελόρροια, βρογχικές εκκρίσεις, 

βρογχόσπασμο, ούρηση, έμετο και διάρροια. Η εφίδρωση συμβαίνει 

επειδή οι ιδρωτοποιοί αδένες ρυθμίζονται μέσω της συμπαθητικής 

ενεργοποίησης των μεταγαγγλιακών μουσκαρινικών υποδοχέων. Καμιά 

φορά όμως, μπορεί να παρατηρηθεί μυδρίαση και ταχυκαρδία, καθώς τα 

συμπαθητικά γάγγλια περιέχουν επίσης νικοτινικούς υποδοχείς. Τα 

νικοτινικά αποτελέσματα περιλαμβάνουν δεσμιδώσεις, μυϊκή αδυναμία 

και παράλυση, μέσω της διέγερσης των υποδοχέων της ακετυλοχολίνης 

στη νευρομυϊκή σύνδεση. Νικοτινικοί και μουσκαρινικοί υποδοχείς 

έχουν ταυτοποιηθεί επίσης στον εγκέφαλο και μπορεί να προκαλέσουν 

κεντρική καταστολή του αναπνευστικού συστήματος, λήθαργο, 

επιληπτικές κρίσεις και κώμα. 

Η αναπνευστική παράλυση και η καρδιακή ανακοπή θεωρούνται οι πιο 

συνηθισμένες αιτίες θανάτου σε ασθενείς με οξεία δηλητηρίαση από 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα (Hung DZ et al. 2015). Καρδιακές 

αρρυθμίες που περιλαμβάνουν τον κολποκοιλιακό αποκλεισμό και την 

παράταση του διαστήματος QTc, παρατηρούνται περιστασιακά σε 

δηλητηρίαση με οργανοφωσφορικά (Wang MH et al. 1998). Δεν είναι 

σαφές εάν αυτές οι αρρυθμίες οφείλονται σε άμεση τοξικότητα ή σε 

δευτερογενή υποξαιμία. Υπάρχουν αναφορές που υποστηρίζουν ότι έως 

και το ένα τρίτο των ασθενών με σοβαρή δηλητηρίαση από 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα εμφανίζουν σημάδια μυοκαρδιακής 

ισχαιμίας, όπως αυξημένη τροπονίνη ή αλλαγές στο 

ηλεκτροκαρδιογράφημα  (Cha YS et al. 2014, Vijayakumar S et al. 

2011). Ο κίνδυνος φαίνεται ότι είναι μεγαλύτερος σε ηλικιωμένους 
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ασθενείς και σε ασθενείς με σοβαρή δηλητηρίαση. Η δηλητηρίαση με 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα θεωρητικά συνιστά παράγοντα 

κινδύνου για την ανάπτυξη καρδιαγγειακών νοσημάτων (Hung DZ et al. 

2015). 

Η οξεία δηλητηρίαση με οργανοφωσφορικά συνοδεύεται με 

δραματικές επιπτώσεις και στο αναπνευστικό σύστημα. Συγκεκριμένα 

εμφανίζονται πνευμονία από εισρόφηση λόγω υπερβολικής σιελόρροιας, 

προοδευτική αναπνευστική ανεπάρκεια λόγω αδυναμίας των 

αναπνευστικών μυών (ιδιαίτερα του διαφράγματος), σοβαρός 

βρογχόσπασμος και μη καρδιογενές πνευμονικό οίδημα. Η θνησιμότητα 

οφείλεται σε αναπνευστική ανεπάρκεια που προκύπτει από το συνδυασμό 

της καταστολής του αναπνευστικού κέντρου του κεντρικού νευρικού 

συστήματος, της νευρομυϊκής αδυναμίας, των υπερβολικών 

αναπνευστικών εκκρίσεων και του βρογχόσπασμου (Asari Y et al. 2004). 

 

Ενδιάμεσο (νευρολογικό) σύνδρομο 

 

Το ενδιάμεσο σύνδρομο (IMS) εμφανίζεται στο 10 έως 40% των 

ασθενών μετά από οξεία δηλητηρίαση. Αναπτύσσεται 1-4 ημέρες μετά 

από την οξεία δηλητηρίαση και διαρκεί τουλάχιστον 18 ημέρες. 

Εμφανίζεται μεταξύ του οξέος χολινεργικού συνδρόμου και της 

προκαλούμενης από οργανοφωσφωρικά καθυστερημένης 

πολυνευροπάθειας. Ο τύπος αυτός προκύπτει όταν η συναπτική AChE 

αναστέλλεται κατά τουλάχιστον 80% μετά από οξεία έκθεση και μόνο σε 

περίπτωση σοβαρής δηλητηρίασης. Ορισμένες κλινικές εκδηλώσεις του 

ενδιάμεσου συνδρόμου είναι η αναπνευστική ανεπάρκεια, η αδυναμία 

κάμψης του αυχένα και η μυϊκή αδυναμία στα εγγύς άκρα. Μυϊκή 

αδυναμία μπορεί να προκληθεί και  από την παρατεταμένη χολινεργική 

διέγερση.  Έτσι κάποιοι ασθενείς μπορεί να παρουσιάσουν  χολινεργικά 
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σημεία όπως δακρύρροια, αυξημένη βρογχική και έκκριση σάλιου, 

διάρροια, εφίδρωση, βραδυκαρδία και συμπτώματα που υπερκαλύπτουν 

το ενδιάμεσο σύνδρομο (Suratman S et al. 2015). 

Οι παράγοντες κινδύνου για την ανάπτυξη του ενδιάμεσου συνδρόμου 

περιλαμβάνουν την έκθεση σε ένα πολύ λιποδιαλυτό οργανοφωσφορικό 

παράγοντα και μπορεί να σχετίζονται με ανεπαρκή δόση αντίδοτου 

οξίμης (Groszek B et al. 1995). Με την κατάλληλη υποστηρικτική 

φροντίδα, συμπεριλαμβανομένου του παρατεταμένου μηχανικού 

αερισμού, οι περισσότεροι ασθενείς έχουν πλήρη ύφεση της 

νευρολογικής συμπτωματολογίας εντός δύο έως τριών εβδομάδων. Η 

κλινική επιδείνωση και βελτίωση φαίνεται να συσχετίζεται με τα επίπεδα 

AChE (De Bleecker J et al. 1993). 

 

Νευροπάθεια καθυστερημένης εκδήλωσης 

  

Η καθυστερημένη νευροπάθεια, που προκαλείται από τα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα ξεκινά μία ή δύο εβδομάδες μετά από 

τη δηλητηρίαση και είναι τουλάχιστον σε κάποιο βαθμό, επίμονη. 

Ορισμένες κλινικές εκδηλώσεις είναι οι αιμωδίες, η αδυναμία των χεριών 

και των ποδιών ακολουθούμενη από προοδευτική και μη αναστρέψιμη 

αταξία ή παράλυση, που εγκαθίσταται σε εβδομάδες έως και μήνες 

(Suratman S et al. 2015). Παρουσιάζεται όταν η εστεράση στόχου 

νευροπάθειας (NTE) αναστέλλεται από νευροπαθητικά 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα (όπως το chlorpyrifos) (Sevim S et al. 

2003). Το ένζυμο ΝΤΕ, το οποίο βρίσκεται στον εγκέφαλο, τα 

περιφερικά νεύρα και τα λεμφοκύτταρα, είναι υπεύθυνο για το 

μεταβολισμό διαφόρων εστέρων μέσα στο κύτταρο. Τα προσβεβλημένα 

άτομα παρουσιάζουν επώδυνες παραισθησίες και συμμετρική 

πολυνευροπάθεια, που χαρακτηρίζεται από χαλαρή αδυναμία των κάτω 
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άκρων, η οποία προοδευτικά εγκαθίσταται και στα άνω άκρα. Οι 

αισθητικές διαταραχές είναι συνήθως ήπιες. Η καθυστερημένη 

νευροτοξικότητα επηρεάζει κυρίως τις περιφερικές μυϊκές ομάδες, αλλά 

σε σοβαρή νευροτοξικότητα μπορεί να επηρεαστούν και οι εγγύτερες 

ομάδες μυών (Abou-Donia et al. 2003). Τα ηλεκτρομυογραφήματα και οι 

μελέτες αγωγιμότητας των νευρώνων των ασθενών αποκαλύπτουν 

μειωμένη πυροδότηση μονάδων κινητικής αγωγιμότητας. Τα 

ιστοπαθολογικά τμήματα των περιφερικών νεύρων μας δείχνουν τον 

εκφυλισμό Wallerian μεγάλων απομακρυσμένων αξόνων (Aygun D et 

al.2003). 

Ο κίνδυνος ανάπτυξης της καθυστερημένης νευροπάθειας είναι 

ανεξάρτητος από τη σοβαρότητα της οξείας χολινεργικής τοξικότητας. 

Μερικοί οργανοφωσφορικοί παράγοντες, όπως parathion, είναι ισχυροί 

χολινεργικοί παράγοντες αλλά δεν συνδέονται με την καθυστερημένη 

νευροπάθεια. Άλλοι, όπως το triorthocresyl phosphate προκαλούν λίγα 

συμπτώματα χολινεργικής περίσσειας, αλλά συχνά εμπλέκονται στην 

καθυστερημένη νευροπάθεια. Οι περισσότερες περιπτώσεις της ήπιας 

καθυστερημένης νευροτοξικότητας βελτιώνονται με το χρόνο. Σε 

σοβαρές περιπτώσεις, εμφανίζεται το σύνδρομο ανώτερου κινητικού 

νευρώνα με σπαστικότητα των κάτω άκρων, που προκαλεί συνήθως 

μόνιμη αναπηρία (Craig PH et al. 1999). 

 

Οι επιβιώσαντες από οξεία δηλητηρίαση με οργανοφωσφορικό 

παράγοντα μπορεί να έχουν νευρολογικά ελλείμματα, όπως μειωμένη 

μνήμη, αφαίρεση και Παρκινσονισμό, που ενδέχεται να είναι μόνιμα. Δεν 

είναι σαφές εάν αυτά τα νευροπαθητικά αποτελέσματα οφείλονται στην 

άμεση νευροτοξικότητα των ίδιων των οργανοφωσφορικών παραγόντων 

ή σχετίζονται με την υποξία ή με άλλες μη ειδικές περιπτώσεις 

ασθενειών (Arima H et al.2003). 
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1.8. Διάγνωση και αντιμετώπιση της οξείας δηλητηρίασης  

  

Υποψία δηλητηρίασης με οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα μπορεί να 

τεθεί με βάση τα κλινικά ευρήματα και το ιστορικό της έκθεσης. Η 

εργαστηριακή επιβεβαίωση μπορεί να βοηθήσει στη διάγνωση με τη 

μέτρηση επιπέδων χοληνεστεράσης ερυθρών αιμοσφαιρίων και 

χολινεστεράσης στο πλάσμα (και τα δύο είναι συνήθως κατασταλμένα σε 

οξεία δηλητηρίαση). Τα επίπεδα χοληνεστεράσης των ερυθρών 

αιμοσφαιρίων τυπικά είναι πιο ειδικά για οξεία δηλητηρίαση και θα 

κατασταλούν περισσότερο από τα επίπεδα χολινεστεράσης στο πλάσμα 

(συχνά σε 1-3 μήνες) μέχρις ότου αντικατασταθεί το ένζυμο.  

Σε όλους τους συμπτωματικούς ασθενείς πρέπει να χορηγείται 

οξυγόνο, ατροπίνη, οξίμη (π.χ.πραλιδοξίμη) και βενζοδιαζεπίνη.  Οι 

ασθενείς σε νευρολογική καταστολή απαιτούν χορήγηση 100% οξυγόνου 

και άμεση διασωλήνωση τραχείας, διότι μπορεί να αναπτύξουν ταχέως 

αναπνευστική ανεπάρκεια. Η βραδυκαρδία και η υπόταση εμφανίζονται 

συνήθως σε μέτριες με σοβαρές δηλητηριάσεις. Η επαρκής χορήγηση 

ισοτονικών κρυσταλλοειδών υγρών θα πρέπει να γίνεται ταυτόχρονα με 

άλλες προσπάθειες αντιμετώπισης της δηλητηρίασης.  

Συνίσταται θεραπεία με ατροπίνη για όλους τους ασθενείς με 

οποιοδήποτε βαθμό χολινεργικής τοξικότητας που προέρχεται από 

δηλητηρίαση με οργανοφωσφορικά. Η ατροπίνη αρχίζει σε δόση 2 έως 5 

mg IV για ενήλικες και 0,05 mg / kg IV για παιδιά. Εάν δεν παρατηρηθεί 

καμία επίδραση, η δόση διπλασιάζεται κάθε τρία έως πέντε λεπτά μέχρι 

να υποχωρήσουν τα συμπτώματα από το αναπνευστικό.  

Συστήνεται επίσης προσθήκη στη θεραπεία οξίμης (π.χ. πραλιδοξίμης) 

σε όλους τους ασθενείς με τεκμηριωμένη χολινεργική τοξικότητα, 
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νευρομυϊκή δυσλειτουργία ή ιστορικό έκθεσης σε οργανοφωσφορικούς 

παράγοντες που προκαλούν καθυστερημένη νευροτοξικότητα.  

Σε περιπτώσεις τοπικής έκθεσης με πιθανή δερματική απορρόφηση, 

πρέπει να πραγματοποιηθεί επιθετική απολύμανση με πλήρη αφαίρεση 

των ρούχων του ασθενούς και παρατεταμένη άρδευση των πληγεισών 

περιοχών (Newmark J et al. 2004). 

 

 

1.9. Επιδράσεις οργανοφωσφορικών σε άλλα συστήματα και 

συσχέτιση με νοσήματα. 

 

Εκτός από τις οξείες δηλητηριάσεις, τα οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα προκαλούν επίσης χρόνιες παθήσεις όπως καρκίνο, 

λευχαιμίες, γενετικές ανωμαλίες, επιπλοκές κύησης, προβλήματα 

αναπαραγωγής, νευροαναπτυξιακή καθυστέρηση, νόσο Πάρκινσον, νόσο 

Alzheimer, πλάγια μυοατροφική σκλήρυνση (ALS), σακχαρώδη διαβήτη, 

καρδιαγγειακές παθήσεις, χρόνιες νεφροπάθειες, χρόνιες αναπνευστικές 

ασθένειες, κλπ. ( Suratman S et al. 2015). 

 

Επίδραση στον κυτταρικό μεταβολισμό λιπιδίων, πρωτεϊνών και 

υδατανθράκων 

Σε μια συστηματική ανασκόπηση βρέθηκε ότι τα οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα προκαλούν βλάβη στις ενζυματικές οδούς που 

εμπλέκονται στο μεταβολισμό των υδατανθράκων, των λιπών και των 

πρωτεϊνών στο κυτταρόπλασμα, στα μιτοχόνδρια και στα 

υπεροξεισώματα. Θεωρείται ότι αυτό συντελείται μέσω της αναστολής 

της AChE ή από άμεση επίδραση στα όργανα-στόχους. Επιπλέον, τα  

οργανοφωσφορικά προκαλούν κυτταρικό οξειδωτικό στρες διαμέσου 

προσβολής της μιτοχονδριακής λειτουργίας και έτσι διαταράσσουν την 
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νευρωνική και ορμονική κατάσταση του σώματος (Somayyeh Karami-

Mohajeri et al. 2011). 

 

Επίδραση στο ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα 

 

Τα φυτοφάρμακα μπορούν να προκαλέσουν ενδοκρινικές διαταραχές, 

είτε με άμεση αλληλεπίδραση με τους υποδοχείς ή με τη μεταβολή των 

ενζύμων που εμπλέκονται στη σύνθεση και τον μεταβολισμό των 

στεροειδών ορμονών. Μπορούν να αλλάξουν τις συγκεντρώσεις ορμονών 

στο αίμα και τους ιστούς. Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα είναι 

πολύ ισχυροί αναστολείς της παραγωγή των πρωτογενών μεταβολιτών 

του CYP3A4 και αναστέλλουν μείζονες μεταβολίτες της τεστοστερόνης 

μη ανταγωνιστικά και μη αναστρέψιμα. Επιπλέον, τα οργανοφωσφορικά  

μπορούν να επηρεάζουν το ανδρικό αναπαραγωγικό σύστημα με 

μηχανισμούς όπως η μείωση δραστηριότητας του σπέρματος, αναστολή 

της σπερματογένεσης, μείωση του βάρους των όρχεων, βλάβη του DNA 

του σπέρματος και με την αύξηση της μη φυσιολογικής μορφολογίας του 

σπέρματος. Η έκθεση σε ορισμένα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

προκαλλεί αύξηση  FSH και μείωση  της inhibin B, της τεστοστερόνης, 

της LH και του δείκτη ελεύθερων ανδρογόνων (FAI) (Martin-Reina J, 

2017). 

Σε μια μελέτη αναφορικά με χρόνια επαγγελματική έκθεση σε 

οργανοφωσφορικά και καρβαμιδικά φυτοφάρμακα το 88,5% των 

αγροτών παρουσίασε αύξηση του  δείκτη θρυμματισμού DNA (DFI) με 

σημαντική μείωση σε ορισμένες παράμετρους του σπέρματος. 

Συγκεκριμένα το DFI συσχετίστηκε αρνητικά με την 

βουτυρυλοχολινεστεράση του πλάσματος (BuChE), τη συγκέντρωση 

σπέρματος, τη μορφολογία και τη ζωτικότητα των σπερματοζωαρίων. Τα 

επίπεδα της συνολικής τεστοστερόνης, προλακτίνης, θυροξίνης (FT4) και 
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θυρεοειδοτρόπου ορμόνης (TSH) φάνηκε να είναι φυσιολογικά. Ωστόσο, 

υπήρχε μια τάση για αυξημένα επίπεδα ωχρινοτρόπου (LH) και 

ωοθυλακιοτρόπου ορμόνης (FSH) σε εκτεθειμένους εργαζόμενους. Τα 

αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν τις πιθανές επιπτώσεις της χρόνιας 

επαγγελματικής έκθεσης με οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα στην 

ανδρική αναπαραγωγική λειτουργία, η οποία μπορεί να προκαλέσει 

βλάβη στο σπέρμα και τη χρωματίνη, ελάττωση της ποιότητας του 

σπέρματος και μεταβολές στα επίπεδα των ορμονών αναπαραγωγής, με 

δυσμενείς επιπτώσεις στη γονιμότητα (Jamal F et  al. 2015). 

 

Οργανοφωσφορικά και άνοια 

Τα οργανοφωσφορικά όπως και τα καρβαμιδικά φυτοφάρμακα είναι 

νευροτοξικά, και σε αρκετές μελέτες φαίνεται να υπάρχει συσχέτιση 

μεταξύ χρόνιας έκθεσης σε αυτούς τους παράγοντες και αυξημένης 

επίπτωσης γνωσιακής έκπτωσης και  άνοιας. Ωστόσο, τα δεδομένα 

αναφορικά με τις απώτερες επιπτώσεις της οξείας δηλητηρίασης από 

οργανοφωσφορικά στην άνοια είναι περιορισμένα (Lin JN et al. 2015). 

 

 

Οργανοφωσφορικά και λέμφωμα non- Hodgkin (NHL) 

Από δεδομένα πληθυσμιακών μελετών αξιολογήθηκε η σύνδεση 

ανάμεσα στη χρήση οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων και την 

εμφάνιση λεμφώματος non-Hodgkin (NHL). Η χρήση των 

οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων συσχετίστηκε με στατιστικά 

σημαντικό αυξημένο κίνδυνο εμφάνισης NHL σε λευκούς αγρότες, και 

κυριότερα για μικρο-λεμφοκυτταρικό λέμφωμα με χρήση διαζινόνης (OR 

= 2,8) (Waddell BL et al. 2001). 

 

Οργανοφωσφορικά και νευροανάπτυξη 
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Σε διάφορες μελέτες η προγεννητική έκθεση σε  οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα  έχει συνδεθεί με φτωχότερη νευροανάπτυξη και 

συμπεριφορές που σχετίζονται με διαταραχές του φάσματος του 

αυτισμού (ASD). Επιπρόσθετα, έχει φανεί ότι η έκθεση σε χαμηλές 

δόσεις οργανοφωσφορικών μπορεί να επηρεάσει δυσμενώς την 

ανθρώπινη νευροανάπτυξη, ιδιαίτερα εάν η έκθεση συμβεί κατά τη 

διάρκεια της προγεννητικής περιόδου, όπου ο εγκέφαλος του εμβρύου 

αναπτύσσεται γρήγορα και δεν έχουν ακόμη ωριμάσει τα συστήματα 

αποτοξίνωσης του οργανισμού (Eskenazi et al. 1999, Sagiv SK et al. 

2018).  

Η προγεννητική έκθεση έχει συνδεθεί με ανεπιθύμητες 

νευροαναπτυξιακές εκβάσεις στην παιδική ηλικία, συμπεριλαμβανομένου 

του χαμηλού IQ, της διάχυτης αναπτυξιακής διαταραχής και του 

συνδρόμου ελλειμματικής προσοχής και υπερκινητικότητας.  

Σε χαμηλές δόσεις, τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα έχουν 

διάφορους πιθανούς μηχανισμούς δράσης, στους οποίους 

συμπεριλαμβάνεται η διαταραχή των πυρηνικών μεταγραφικών 

παραγόντων (Dam et al., 2003), οι παρεμβολές στα συστήματα 

ανάπτυξης νευρικών κυττάρων και νευροδιαβιβαστών (Aldridge et al., 

2005b) και ο αλλοιωμένος συναπτικός σχηματισμός (Qiao κ.ά. 2003). Τα 

έμβρυα και τα μωρά πιστεύεται ότι είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στην 

έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, λόγω της εύκολης 

μεταφοράς των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων μέσω του 

πλακούντα και της ανωριμότητας των μεταβολικών οδών που 

απαιτούνται για την επεξεργασία και την αποβολή αυτών των ενώσεων 

(Landrigan 1999, Whyatt κ.ά., 2005) 

Η έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα έχει συσχετιστεί 

αρνητικά με ένα ευρύ φάσμα αποτελεσμάτων γνωστικών και 

συμπεριφοράς στην παιδική ηλικία. Τρεις ανεξάρτητες μελέτες κοόρτης 
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γεννήσεων στις Η.Π.Α. έδειξαν ότι η προγεννητική έκθεση σε 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα συσχετίζεται με μειωμένο IQ στην 

παιδική ηλικία (Bouchard et al., 2011, Engel et al., 2011, Eskenazi et al., 

2007, Rauh et al., 2011). Δύο διαφορετικές μελέτες κοόρτης έχουν βρει 

μια συσχέτιση μεταξύ της προγεννητικής έκθεσης στα οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα και με συμπεριφορές όπως της Διαταραχής Ελλειμματικής 

Προσοχής και Υπερκινητικότητας σε παιδιά ηλικίας 3 ετών (Rauh et al., 

2006) και 5 ετών (Marks et al. 2010) ενώ τέτοια συσχέτιση δε βρέθηκε σε 

παιδιά ηλικίας 2 ετών (Eskenazi et al., 2007). Χρησιμοποιώντας τη Λίστα 

Ελέγχου Συμπεριφοράς των Παιδιών, οι ίδιες μελέτες υποστηρίζουν 

συσχέτιση με διάχυτη αναπτυξιακή διαταραχή (PDD), έναν όρο γενικό 

που περιλαμβάνει Διαταραχές του Αυτιστικού Φάσματος (ASDs) 

(Eskenazi et al., 2007, Rauh et al. 2012, Melissa A. Furlong et al. 2014). 

Σε δύο μελέτες κοορτής γεννήσεων, αναλύθηκαν οι επιδράσεις στα 

πρώτα στάδια της ζωής των παιδιών σε ένα πολυεθνικό πληθυσμό στην 

Νέα Υόρκη (Engel et al., 2007) και σε ισπανόφωνους πληθυσμούς που 

ζουν σε αγροτικές κοινότητες στην Καλιφόρνια (CHAMACOS) (Young 

et al., 2005). Και οι δύο μελέτες διαπίστωσαν ότι η αύξηση στα ούρα των 

επιπέδων DAPs κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης συσχετίστηκαν με μια 

αύξηση στη συχνότητα των μη φυσιολογικών αντανακλαστικών σε 

παιδιά ηλικίας έως 2 μηνών. Οι συγκεντρώσεις DAPs των ούρων κατά τη 

διάρκεια της εγκυμοσύνης συνδέονταν αντιστρόφως ανάλογα με το 

δείκτη ψυχικής ανάπτυξης (MDI) σε παιδιά 24 μηνών (Eskenazi et al., 

2007).  

Υπάρχουν επίσης αποδείξεις των επιπτώσεων της προγεννητικής 

έκθεσης σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα σε παιδιά σχολικής ηλικίας. 

Η αύξηση των μέσων επιπέδων των DAPs ούρων της μητέρας κατά τη 

διάρκεια της εγκυμοσύνης συσχετίστηκε με σημαντική μείωση της 

βαθμολογίας αντιληπτικής λογικής (PR), της μνήμης εργασίας (WM), της 
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λεκτικής κατανόησης (VC), της ταχύτητας επεξεργασίας (PS) και με το 

τελικό πηλίκο για την νοημοσύνη  (FSIQ) σε παιδιά ηλικίας 7 ετών 

(Bouchard et al., 2011).  

Επιπλέον, διαπιστώθηκε σημαντική σχέση μεταξύ της επαγγελματικής 

έκθεσης σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα κατά τη διάρκεια της 

εγκυμοσύνης στις αγροτικές κοινότητες του Εκουαδόρ και της μείωσης 

της οπτικο-χωρικής λειτουργίας των παιδιών ηλικίας 6-8 ετών 

(Grandjean et al., 2006, Harari et al., 2010 ), στην οπτική τους μνήμη και 

στον κινητικό συντονισμό (Harari et al., 2010). 

Στις περισσότερες από τις μελέτες που αξιολογούν την προγεννητική 

έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα παρατηρήθηκαν αρνητικές 

επιπτώσεις στην διανοητική ανάπτυξη και αύξηση των προβλημάτων 

προσοχής σε παιδιά προσχολικής και σε παιδιά σχολικής ηλικίας. Τα 

αποτελέσματα των προαναφερθεισών μελετών υποδηλώνουν ότι η 

προγεννητική έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα μπορεί να 

επηρεάσει τη νευροανάπτυξη και τη συμπεριφορά στη βρεφική και 

παιδική ηλικία, καθώς και τη γνωστική και κινητική λειτουργία των 

παιδιών (González-Alzaga B et al. 2014). 

Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα μεταβολίζονται γρήγορα και 

εξαλείφονται από τα ούρα 24-72 ώρες μετά την έκθεση. Αυτό σημαίνει 

ότι η ανάλυση της παρουσίας τους σε ούρα (μεταβολίτες) ή σε δείγματα 

αίματος (αρχικές ενώσεις) παρέχει πληροφορίες σχετικά με την έκθεση 

αντί για συσσωρευμένη έκθεση και αυτό καθιστά δύσκολο να εκτιμηθεί η 

αντιπροσωπευτική έκθεση. Στην περίπτωση προγεννητικής έκθεσης, τα 

δείγματα μηκωνίου θα μπορούσαν να παράσχουν πληροφορίες σχετικά 

με τα επίπεδα έκθεσης του εμβρύου από το δεύτερο τρίμηνο έως την 

τοκετό (Bearer et al., 1999). Μερικές μελέτες που μέτρησαν επίπεδα 

DAPs σε δείγματα μηκωνίου κατέδειξαν τη χρησιμότητά του ως 

βιολογικού υλικού για την αξιολόγηση της προγεννητικής έκθεσης σε 
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οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα (Tsatsakis, Koutroulakis D et al., 2009, 

Whyatt and Barr, 2001). Πρόσφατες μελέτες αξιολόγησαν επίσης τη 

σημασία της τρίχας ως δείκτη χρόνιας έκθεσης σε αυτές τις ενώσεις 

(Tsatsakis et al., 2008,2010). Η μέτρηση των επιπέδων DAPs στα μαλλιά 

θα μπορούσε να παράσχει πληροφορίες σχετικά με την έκθεση σε μια 

μεγαλύτερη περίοδο (μήνες), αντιπροσωπευτική της συσσωρευμένης 

έκθεσης του παιδιού (μεσοπρόθεσμης ή μακροπρόθεσμης) κατά τη 

διάρκεια της μεταγεννητικής περιόδου (Tsatsakis et al., 2008). 

 

 

2. Οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα και έμβρυο. 

 

Υπάρχει σημαντική ανησυχία για την τοξικότητα στη φυσική 

ανάπτυξη του εμβρύου από την έκθεση σε φυτοφάρμακα. Η ανησυχία 

αυτή προκύπτει από πολλαπλές επιδημιολογικές μελέτες που έχουν 

διερευνήσει τη σχέση των φυτοφαρμάκων με την εμφάνιση επιπλοκών 

κύησης,  όπως είναι η ενδομήτρια καθυστέρηση της αύξησης του 

εμβρύου, ο πρόωρος τοκετός, ο ενδομήτριος θάνατος και οι συγγενείς 

ανωμαλίες. Οι διαθέσιμες μελέτες είναι ετερογενείς ως προς τον 

σχεδιασμό, είναι αντικρουόμενες στα αποτελέσματα και συχνά έχουν 

ανεπαρκή αξιολόγηση της έκθεσης. Συνοπτικά, παρατηρείται μικρή 

αύξηση του κινδύνου για γενετικά προβλήματα, που περιλαμβάνουν 

κυρίως στοματοπροσωπικές σχιστίες, ανωμαλίες των άκρων και 

ελλείμματα του νευρικού σωλήνα. Επιπλέον, η έκθεση σε φυτοφάρμακα 

έχει συνδεθεί με κίνδυνο για μειωμένο βάρος γέννησης στον τοκετό. Σε 

μελέτη φάνηκε ότι η έκθεση στα οργανοφωσφορικά chlorpyrifos και 

diazinon συνδέεται με μειωμένο βάρος γέννησης. Ωστόσο σε άλλη 

ανάλογη μελέτη, στην οποία δεν τεκμηριώθηκε συσχέτιση μεταξύ 

έκθεσης σε οργανοφωσφορικά της μητέρας στην εγκυμοσύνη και βάρους 
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γέννησης, διαπιστώθηκε σημαντική συσχέτιση με πρόωρο τοκετό. 

Επομένως, οι πραγματικές επιπτώσεις της έκθεσης σε φυτοφάρμακα 

όσον αφορά την ανάπτυξη του εμβρύου και τα γεννητικά αποτελέσματα 

παραμένουν άγνωστες. 

Σε ανθρώπους, τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα έχουν ανιχνευθεί 

στο αμνιακό υγρό (Bradman et al., 2003) και είναι γνωστό ότι διασχίζουν 

τον πλακούντα φτάνοντας στο έμβρυο κατά τη διάρκεια της περιόδου 

ανάπτυξης του εγκεφάλου (Richardson, 1995, Whyatt et al., 2005). 

Χρησιμοποιώντας τους μεταβολίτες των ούρων (DAPs) ως βιοδείκτη της 

έκθεσης, αρκετές μελέτες ανέφεραν ότι η προγεννητική έκθεση της 

μητέρας σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα συσχετίστηκε με μη 

φυσιολογικά αντανακλαστικά στα νεογνά (Engel et al., 2007, Young et 

al., 2005), με διανοητικά ελλείμματα και διαταραχή της ανάπτυξης σε 

ηλικία 2 ετών (Eskenazi et al., 2007) και με προβλήματα προσοχής σε 

ηλικία 3½ έως 5 ετών (Marks et al., 2010). 

 

 

 

3. Το αμνιακό υγρό 

 

Το αμνιακό υγρό είναι το υγρό που περιβάλλει το έμβρυο μετά τις 

πρώτες εβδομάδες της κύησης. Κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, το 

αμνιακό υγρό προέρχεται σχεδόν αποκλειστικά από το έμβρυο και έχει 

διάφορες λειτουργίες που είναι απαραίτητες για την φυσιολογική αύξηση 

και ανάπτυξη (Brace RA. 1997) : 

● Βοηθά στην προστασία του εμβρύου από  τραυματισμό από την 

κοιλία της εγκύου. 

● Προστατεύει τον ομφάλιο λώρο από τη συμπίεση μεταξύ του 

εμβρύου και της μήτρας. 
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● Διαθέτει αντιβακτηριακές ιδιότητες που παρέχουν κάποια προστασία 

από λοιμώξεις. 

● Χρησιμεύει ως δεξαμενή υγρών και θρεπτικών ουσιών για το 

έμβρυο. 

● Παρέχει το απαραίτητο υγρό, χώρο και παράγοντες ανάπτυξης για 

να επιτρέψει τη φυσιολογική ανάπτυξη των  πνευμόνων, του 

μυοσκελετικού και του γαστρεντερικού συστήματος του εμβρύου (Casey 

BM et al. 2000). 

Το αμνιακό υγρό αυξάνεται σταδιακά από τις οκτώ εβδομάδες της 

κύησης έως τις 34-36 εβδομάδες σε πάνω από 800 mL (Brace RA et al. 

1998). Στη συνέχεια, μέχρι το τοκετό, ο όγκος του αμνιακού υγρού 

προοδευτικά ελαττώνεται.  

Στην αρχή της κύησης το αμνιακό υγρό παράγεται από τρεις πηγές: 

την εμβρυϊκή επιφάνεια του πλακούντα, διαμέσου του αμνίου 

(διαμεμβρανικά) και από εκκρίσεις της επιφάνειας του σώματος του 

εμβρύου.  

Στο μέσο της κύησης τα εμβρυϊκά ούρα αρχίζουν να εισέρχονται στον 

αμνιακό σάκο και το έμβρυο αρχίζει να καταπίνει αμνιακό υγρό με 

μικρές ωστόσο ροές. Οι εμβρυϊκοί πνεύμονες αρχίζουν επίσης να 

εκκρίνουν υγρό στο ίδιο διάστημα (Abramovich DR 1970, Abramovich 

DR 1978). 

Στο τέλος της κύησης φαίνεται ότι υπάρχουν δύο σημαντικές πηγές 

τόσο για την παραγωγή του αμνιακού υγρού όσο και για την 

απορρόφηση: 

● Παραγωγή - Εμβρυϊκά ούρα και υγρό από τους πνεύμονες του 

εμβρύου 

● Απορρόφηση - Κατάποση εμβρύου και ενδομεμβρανική οδός. 

Η «ενδομεμβρανική οδός» αναφέρεται στην ανταλλαγή νερού και 

διαλυτών ουσιών που συμβαίνει άμεσα μεταξύ αμνιακού υγρού και 
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εμβρυϊκού αίματος (Brace RA 1995).  Μικρότερες συμβολές μπορεί να 

συμβούν σε όλο το ομφάλιο λώρο και το δέρμα του εμβρύου. Ωστόσο, η 

διαδερμική ροή σταματά με την κερατινοποίηση του δέρματος στις 22 

έως 24 εβδομάδες της κύησης. Πρωτεΐνες διαύλου νερού κυτταρικής 

μεμβράνης στην χοριοαμνιοτική μεμβράνη και στον πλακούντα μπορεί 

να διαδραματίσουν ρόλο στην ενδομεμβρανική απορρόφηση του υγρού 

(Wang S et al. 2001). 

Οι δευτερεύουσες πηγές παραγωγής  και απορρόφησης του αμνιακού 

υγρού σε αυτή την περίοδο περιλαμβάνουν: 

● Παραγωγή - Εκκρίσεις από τις εμβρυϊκές στοματικές-ρινικές 

κοιλότητες 

● Απορρόφηση - Διαμεμβρανική οδός. 

Η "διαμεμβρανική οδός" αναφέρεται στην ανταλλαγή νερού και 

διαλυτών ουσιών μεταξύ αμνιακού υγρού και μητρικού αίματος διαμέσου 

του φθαρτού και του μυομητρίου. Σε αντίθεση με την ενδομεμβρανική 

ροή, η οποία συμβαίνει από ένα εμβρυϊκό διαμέρισμα σε άλλο, η 

διαμεμβρανική ροή λαμβάνει χώρα  μεταξύ των μητρικών και εμβρυϊκών 

διαμερισμάτων. Το διαμεμβρανικό νερό και οι ροές διαλυτών ουσιών 

είναι ανυπολόγιστα μικρές (Brace RA 1997). 

Τόσο οι διαμεμβρανικές όσο και οι ενδομεμβρανικές οδοί επιτρέπουν 

τη ροή νερού και διαλυτών ουσιών σε αντίθετες κατευθύνσεις, ενώ οι 

άλλες οδοί επιτρέπουν τη ροή νερού και διαλυμένων ουσιών στην ίδια 

κατεύθυνση. 

Εκτός από τη διαμεμβρανική ροή, όλος ο όγκος αμνιακού υγρού 

τελικά προέρχεται από τη ροή του νερού διαμέσου του πλακούντα από τη 

μητέρα στο έμβρυο. Μεταβολές στην ενυδάτωση της μητέρας μπορεί να 

έχουν ως αποτέλεσμα μεταβολές στον όγκο του αμνιακού υγρού, 

πιθανώς λόγω μεταβολών στην διαπλακουντακή ροή του νερού  (Hanson 

RS 1997, Ross MG 1996). 
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Η καθημερινή απέκκριση των εμβρυϊκών ούρων και η κατάποση από 

το έμβρυο είναι οι καλύτερες μέθοδοι για την παραγωγή και την κάθαρση 

αμνιακού υγρού (Wladimiroff JW et al. 1974, Hedriana HL et al. 1994). 

Οι εκτιμώμενες ημερήσιες ροές αμνιακού όγκου του εμβρύου προς το 

τέλος της κύησης είναι (Brace et al. 1998) : 

● Εμβρυϊκή παραγωγή ούρων - 800 έως 1200 mL / ημέρα 

● Έκκριση υγρού από τους πνεύμονες του εμβρύου - 170 mL / ημέρα 

● Κατάποση εμβρύου - 500 έως 1000 mL / ημέρα 

● Ενδομεμβρανική ροή -200 έως 400 mL / ημέρα 

● Από του στόματος ρινικές εκκρίσεις - 25 mL / ημέρα 

● Διαμεμβρανική ροή -10 mL / ημέρα. 

 

 

 

 

 

3.1. Η αμνιοπαρακέντηση 

 

Η αμνιοπαρακέντηση είναι μια τεχνική με την οποία γίνεται λήψη 

αμνιακού υγρού από την κοιλότητα της μήτρας χρησιμοποιώντας μια 

βελόνα μέσω μιας δια-κοιλιακής προσέγγισης. Επειδή το αμνιακό υγρό 

αποτελείται κατά κύριο λόγο από εμβρυϊκές ουσίες (ούρα, εκκρίσεις, 

απολεπισμένα κύτταρα και διαβιβαστές), η ειδική εξέτασή του 

προσφέρεται για την αξιολόγηση της υγείας του εμβρύου. 

Οι πιο κοινές διαγνωστικές ενδείξεις για τον εργαστηριακό έλεγχο του 

αμνιακού υγρού είναι η γενετική ανάλυση, η αξιολόγηση της ωριμότητας 

των εμβρυϊκών πνευμόνων, η υποψία ενδομήτριας λοίμωξης, η σοβαρή 

αιμολυτική αναιμία, οι αιμοσφαιρινοπάθειες και τα ελλείμματα νευρικού 

σωλήνα. 
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Η αμνιοπαρακέντηση πραγματοποιείται επίσης ως θεραπευτική 

διαδικασία για την απομάκρυνση της περίσσειας του αμνιακού υγρού, 

όπως σε συμπτωματικό πολυϋδράμνιο ή σύνδρομο εμβρυο-εμβρυικής 

μετάγγισης (TTTS) ή για τη μείωση του όγκου και της πίεσης του 

αμνιακού υγρού σε περιπτώσεις προβάλλοντος θυλακίου και επείγουσας 

περίδεσης τραχήλου μήτρας δευτέρου τριμήνου (Locatelli A et al. 1999). 

Η αμνιοπαρακέντηση στα πλαίσια προγεννητικού ελέγχου, αν και είναι 

τεχνικά εφικτή σε οποιαδήποτε ηλικία κύησης, πραγματοποιείται 

βέλτιστα στις 15- 17 εβδομάδες. Οι διαδικασίες που εκτελούνται πριν 

από τις 15 εβδομάδες (πρώιμη αμνιοπαρακέντηση) σχετίζονται με 

υψηλότερα ποσοστά εμβρυικής απώλειας και επιπλοκών, 

συμπεριλαμβανομένης της αποτυχίας της καλλιέργειας του μέσου, και 

πρέπει να αποφεύγονται (ACOG Practice Bulletin, 2007). Οι 

μεταγενέστερες διαδικασίες μπορεί να είναι προβληματικές. ωστόσο 

είναι χρήσιμες για τη γενετική συμβουλευτική και τον προγραμματισμό 

τοκετού. 

Για την εκτέλεση της αμνιοπαρακέντησης αρχικά πραγματοποιείται 

μαιευτικό υπερηχογράφημα για τον προσδιορισμό της εμβρυϊκής 

βιωσιμότητας, της θέσης, της βιομετρίας, της τοπογραφίας του 

πλακούντα και τη μελέτη της ανατομίας του εμβρύου. Στη συνέχεια 

επιλέγεται η βέλτιστη θέση εισαγωγής της βελόνας, αποφεύγοντας τον 

πλακούντα αν είναι δυνατόν  (Tabor A 1986, Kalogiannidis I 2011). Η 

κοιλιά της εγκύου καθαρίζεται με αντισηπτικό διάλυμα. Η τοπική 

αναισθησία είναι προαιρετική, αλλά συνήθως δεν είναι απαραίτητη, 

καθώς οι περισσότερες γυναίκες έχουν ήπια ή και καθόλου δυσφορία 

κατά τη διάρκεια της διαδικασίας (Harris A 2004, Mujezinovic F 2011). 

Η ταυτόχρονη καθοδήγηση με υπερήχους, με συνεχή απεικόνιση της 

βελόνας με την οποία γίνεται η αμνιοπαρακέντηση, επιτρέπει την 
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αποφυγή άμεσου τραυματισμού του εμβρύου και ελαχιστοποιεί τις 

επιπλοκές (Seeds JW 2004).   

 

 

 

Εικόνα 3. Αμνιοπαρακέντηση υπερηχογραφικά καθοδηγούμενη 

 

Ο εμβρυϊκός καρδιακός ρυθμός θα πρέπει να αξιολογείται 

υπερηχογραφικά μετά τη διαδικασία και να καταγράφεται. Οι συσπάσεις 

της μήτρας, οι παροδικές κηλίδες και η απώλεια από τον κόλπο μερικών 

σταγόνων αμνιακού υγρού μπορεί να συμβούν αμέσως μετά τη 

διαδικασία. Στην έγκυο δίνονται οδηγίες να αναφέρει οποιαδήποτε 

επίμονη απώλεια κολπικού υγρού ή αιμορραγία, σοβαρές συσπάσεις της 

μήτρας που διαρκούν αρκετές ώρες ή πυρετό. Ο περιορισμός των 

δραστηριοτήτων μετά τη διαδικασία είναι επιθυμητός. 

Οι  έγκυες γυναίκες που είναι Rhesus (D) αρνητικές θα πρέπει να 

λαμβάνουν ανοσοσφαιρίνη Rh (D) για την πρόληψη της 

ευαισθητοποίησης του παράγοντα Rhesus (D). Οι κύριες επιπλοκές της 
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αμνιοκέντησης είναι η ρήξη των μεμβρανών, ο άμεσος τραυματισμός του 

εμβρύου, η λοίμωξη και η απώλεια του εμβρύου. Οι μητρικές επιπλοκές 

που σχετίζονται με τη διαδικασία, όπως η χοριοαμνιoνίτιδα, είναι σπάνιες 

και συμβαίνουν σε λιγότερο από 1/1000 αμνιοπαρακεντήσεις (Antsaklis 

A 2000, Sant-Cassia LJ 1984, Farahani G 1984). 

Όταν η διαδικασία εκτελείται με καθοδήγηση με υπερήχους, οι 

αναφερόμενες συχνότητες απώλειας εμβρύου κυμαίνονται από περίπου 

1/100 έως 1/1000 διαδικασίες. Το Αμερικανικό Κολέγιο Μαιευτήρων και 

Γυναικολόγων (ACOG) αναφέρει ένα ποσοστό απώλειας που σχετίζεται 

με τη διαδικασία από 1/300 έως 1/500 (Casey BM et al. 2000). Μια 

συστηματική ανασκόπηση υπολόγισε ποσοστό απώλειας εγκυμοσύνης 

1/143 έως 1/200 εντός 14 ημερών από τη διαδικασία, αλλά δεν μπόρεσε 

να προσδιορίσει πόσες από αυτές τις απώλειες σχετίζονταν με τη 

διαδικασία (Eddleman KA et al. 2006, Mazza V 2007). Οι κίνδυνοι 

άμεσου τραυματισμού του εμβρύου ή τραυματισμού της μητέρας κατά 

την αμνιοκέντηση είναι ελάχιστοι. Μπορεί να υπάρχει μικρός κίνδυνος 

έμμεσης βλάβης του εμβρύου, όπως οι ορθοπεδικές ανωμαλίες και τα 

αναπνευστικά προβλήματα. 
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4. Η μελέτη μας 

 

4.1  εισαγωγή 

 

Ο συνολικός πληθυσμός της Κρήτης είναι 623.065 μόνιμοι κάτοικοι  

(κατά την απογραφή του πληθυσμού το 2011). Οι κάτοικοι της Κρήτης 

είναι ένα μείγμα αγροτικού και αστικού πληθυσμού, των οποίων η 

σημαντικότερη πηγή εισοδήματος είναι η γεωργία, που βασίζεται κυρίως 

στην παραγωγή ελαιολάδου, λαχανικών και φρούτων. Σε αυτούς τους 

τύπους καλλιεργειών, τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα αποτελούν 

μια κατηγορία ευρέως χρησιμοποιούμενων νευροτοξικών φυτοφαρμάκων 

και είναι γνωστό ότι η περιβαλλοντική  και / ή η διατροφική έκθεση σε 

οργανοφωσφωρικά  φυτοφάρμακα έχει ως αποτέλεσμα τη 

βιοσυσσώρευση αυτών των χημικών ουσιών στο ανθρώπινο σώμα, ειδικά 

στο λιπώδη ιστό, τα ούρα και το μητρικό γάλα (Tsatsakis AM et al.  

2003, Tsatsakis AM et al. 2004, Tsatsakis AM et al.  2012, Margariti MG 

et al. 2007, Margariti MG et al. 2009, Kavvalakis MP et al. 2012). Κατά 

τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, τα οργανοφωσφωρικά  φυτοφάρμακα  που 

είναι λιπόφιλα χημικά αποθηκεύονται στο λιπώδη ιστό της εγκύου 

μπορούν να κινητοποιηθούν στην κυκλοφορία του αίματος και να 

φτάσουν στο έμβρυο δια μέσω του πλακούντα. Το επόμενο βήμα είναι ο 

γρήγορος μεταβολισμός τους στο ανθρώπινο σώμα με υδρόλυση ή 

οξειδωτική αποθείωση, δίδοντας τους μη ειδικούς μεταβολίτες που 

αναφέρονται και ως  dialkyl phosphate μεταβολίτες (DAPs), (Richardson 

RJ et al. 1995, Whyatt RM et al. 2001, Tsatsakis AM et al. 2009) : 

 dimethyl phosphate (DMP),  

 dimethyl thiophosphate (DMTP),  

 dimethyl dithiophosphate (DMDTP),  

 diethyl phosphate (DEP),  
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 diethyl thiophosphate (DETP), και  

 diethyl dithiophosphate (DEDTP),  

Αυτοί οι μεταβολίτες είναι πολικές υδατοδιαλυτές ενώσεις και 

χρησιμοποιούνται ως βιοδείκτες έκθεσης των οργανοφωσφωρικών 

φυτοφαρμάκων  για τον ανθρώπινο πληθυσμό σε διάφορα βιολογικά 

δείγματα όπως αίμα, ούρα, μεταθανάτιο ιστό, τρίχα, αμνιακό υγρό και 

μηκώνιο (Covaci A et al. 2002, Bertsias GK et al.2004, Odetokun MS et 

al. 2010). 

Η έκθεση της μητέρας στα φυτοφάρμακα κατά τη διάρκεια της 

εγκυμοσύνης είναι θέμα μείζονος δημόσιας ανησυχίας καθώς υπάρχουν 

μελέτες σε ανθρώπους και ζώα που συνδέουν την προγεννητική έκθεση 

σε αυτές τις ενώσεις  με ανωμαλίες στον πολλαπλασιασμό των 

νευρώνων, στη μετανάστευση, στη διαφοροποίηση,  στη συναπτογένεση, 

στη μυελίνωση και στην απόπτωση. Προγεννητική έκθεση σε 

οργανοχλωριούχα φυτοφάρμακα έχει συσχετιστεί με δυσμενή  

αποτελέσματα στη νευροανάπτυξη και την ανάπτυξη στη βρεφική και 

στη παιδική ηλικία (Bahena-Medina LA et al. 2011, Garced S 2012, 

Torres-Sánchez L 2013). Ομοίως, έχει αναφερθεί σημαντική συσχέτιση 

με την προγεννητική έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα με 

δομικές αλλαγές στην ανάπτυξη του ανθρώπινου εγκέφαλου όσον αφορά 

τα ανώμαλα αντανακλαστικά (Engel SM et al. 2007), τις μειωμένες 

γνωστικές ικανότητες (Bouchard MF 2011, Engel SM et al.2011, Rauh 

VA et al. 2012) και τα προβλήματα προσοχής (Bouchard MF et al. 2010, 

Marks AR et al. 2010). Πρόσφατες μελέτες συσχετίζουν την 

προγεννητική έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα με επιπλοκές 

της εγκυμοσύνης όπως μικρότερη διάρκεια κύησης και μικρότερο βάρος 

γέννησης (Rauch SA et al. 2012). Επιπλέον, υπάρχουν αυξανόμενα 

στοιχεία για την υποστήριξη μιας πιθανής σχέσης μεταξύ του αυξημένου 

κινδύνου παιδικής λευχαιμίας, καρκίνου εγκεφάλου, νευροβλαστώματος, 
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non-Hodgkin λεμφώματος, όγκου Wilms, και του σαρκώματος του 

Ewing με έκθεση σε φυτοφάρμακα (Jurewicz J et al.2006, Infante-Rivard 

C et al. 2007). Αν και υπάρχει ένας αυξανόμενος αριθμός μελετών που 

καθορίζουν τα επίπεδα των μεταβολιτών των φυτοφαρμάκων σε δείγματα 

από την μητέρα ούρων ή ορού, δεν υπάρχει εκτεταμένη βιβλιογραφία για 

τη μέτρηση φυτοφαρμάκων ή των μεταβολιτών τους σε δείγματα 

αμνιακού υγρού (Foster W et al.2000, Jarrell J et al. 2005, Luzardo OP et 

al. 2007). Υπήρχε μόνο μία μελέτη που αξιολογούσε τα επίπεδα των 

μεταβολιτών των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων στο αμνιακό υγρό 

(Bradman A et al. 2003). Η συγκέντρωση των μεταβολιτών των 

οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων στο αμνιακό υγρό που συλλέγεται 

κατά την αμνιοπαρακέντηση από έγκυες γυναίκες οι οποίοι εκτίθενται σε 

φυτοφάρμακα μέσω διαφόρων πηγών, συμπεριλαμβανομένων των 

οικιακών και γεωργικών εφαρμογών, είναι πιθανόν να είναι χρήσιμος 

βιοδείκτης άμεσης έκθεσης του εμβρύου σε αυτές τις χημικές ουσίες 

μεταξύ της 16ης και 20ης  εβδομάδας της κύησης, που είναι μια κρίσιμη 

περίοδος για την ανάπτυξη του εμβρύου. 

Σκοπός αυτής της μελέτης ήταν πρώτα, να προσδιοριστεί η παρουσία 

των μη ειδικών μεταβολιτών των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων 

(DAPs) στο αμνιακό υγρό ως δείκτη της ενδομήτριας έκθεσης σε αυτούς 

τους μολυντές μεταξύ μιας ομάδας εγκύων γυναικών στο νησί της 

Κρήτης και δεύτερον, για να αξιολογήσει κάθε πιθανή σύνδεση μεταξύ 

της προγεννητικής έκθεσης σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα και του 

βάρους γέννησης. Αυτό συνεχίζεται και η προώθηση των μελετών των 

συγγραφέων μέχρι τώρα επικεντρώθηκε στον προσδιορισμό των 

μητρικών ενώσεων στο έμβρυο και στα διαμερίσματα της μητέρας. 

(Tsatsakis AM et al. 2009). 
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4.2 Υλικά και μέθοδοι 

 

Σχεδιασμός της μελέτης 

Η μελέτη διεξήχθη μεταξύ Αυγούστου 2006 και Μαΐου 2008. 

Συμπεριλήφθηκαν 415 γυναίκες με μονήρη εγκυμοσύνη, οι οποίες ήταν 

μόνιμες κάτοικοι της Κρήτης για τουλάχιστον δύο χρόνια. Οι γυναίκες 

που εισήχθησαν στη μελέτη κατά τη στιγμή της παραπομπής για 

αμνιοπαρακέντηση στην Εμβρυομητρική Μονάδα του τμήματος 

Μαιευτικής και Γυναικολογίας του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 

Ηρακλείου Κρήτης στην Ελλάδα. Οι ενδείξεις για παραπομπή 

συμπεριελάμβαναν αυξημένο κίνδυνο για χρωμοσωμικές ανωμαλίες (με 

βάση την προχωρημένη ηλικία της μητέρας ή τα αποτελέσματα του 

πρώτου τριμήνου συνδυασμένης εξέτασης για εμβρυϊκές ανευπλοειδίες ή 

ανίχνευση με υπερηχογράφημα δεικτών ή ανωμαλίες μεταξύ 18 και 22 

εβδομάδας κύησης), υποψία γενετικών συνδρόμων ή αυξημένος κίνδυνος 

για μονογονιδιακές διαταραχές (με βάση το ιστορικό ή τα 

υπερηχογραφικά ευρήματα), ανώμαλη εμβρυϊκή ανάπυξη και υποψία 

συγγενούς μόλυνσης. Έγινε γραπτή ενημέρωση και δόθηκε συναίνεση 

από κάθε γυναίκα που συμφώνησε να συμμετάσχει. 

Εγκρίθηκε το πρωτόκολλο της μελέτης από την  Επιτροπή Βιο-Ηθικής 

του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Κρήτης 

. 

 Συλλογή δεδομένων 

Το 82,5% των αμνιοπαρακεντήσεων διεξήχθησαν μεταξύ της 16ης και 

της 20ης εβδομάδας κύησης και λαμβανόταν και έναν επιπλέον όγκος 8-

10 ml αμνιακού υγρού κατά τη διάρκεια κάθε διαδικασίας. Κάθε δείγμα 

αμνιακού υγρού καταψυχόταν στους -200C αμέσως μετά τη συλλογή. Τα 

δείγματα αναλύθηκαν στο εργαστήριο Τοξικολογίας της Ιατρικής Σχολής 

του Πανεπιστημίου Κρήτης. Οι συμμετέχοντες κλήθηκαν να 
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συμπληρώσουν ένα λεπτομερές ερωτηματολόγιο σχετικά με το ιατρικό 

ιστορικό, τα δημογραφικά στοιχεία, την κοινωνικοοικονομική 

κατάσταση, το επαγγελματικό και οικιστικό καθεστώς και έκθεση σε 

άλλους πιθανώς εμβρυοτοξικούς παράγοντες. 

 

Υλικά και προσδιορισμοί 

Ο διαιθυλαιθέρας (95,5%), το τολουόλιο (99,5%), το υδροχλωρικό οξύ 

(37%), το διθειώδες νατρίο (98%) και το ανθρακικό κάλιο αγοράστηκαν 

από την Merck (Darmstadt, Γερμανία). Το DΜΡ, (98%) και το DMClTP, 

(97%) αγοράστηκαν από την Acros Organics (Geel, Βέλγιο). Το DEP 

(98,9%) ελήφθη από την Chem Service (West Chester, USA), το DETP 

(98%), το DETP (98%) και το DEDTP (95%) από την Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Γερμανία). Η μεθανόλη και το ακετονιτρίλιο, αμφότερα 

HPLC-grade, αγοράστηκαν από την Roth (Καρλσρούη, Γερμανία). Το 

χλωριούχο νάτριο (NaCl) προέρχεται από τον Riedel-de Haen (Seelze, 

Γερμανία). Ο παράγοντας παραγώγισης 2,3,4,5,6-

πενταφθοροβενζυλοβρωμίδιο (PFBBr, 99%) αγοράστηκε από την Sigma-

Aldrich (Steinheim, Germany) και το νερό (LC-MS grade) από την 

Sigma-Aldrich (Buchs, Ελβετία).  Η σύνθεση του DMTP επιτεύχθηκε με 

υδρόλυση 5 g DMCITP σε ένα διάλυμα 40 ml νερού-ακετονιτριλίου 

(10:30, v / v) και τριαιθυλαμίνη (3 ml). Μετά την υδρόλυση, προστέθηκε 

ακετονιτρίλιο προκειμένου να επιτευχθεί τελικός όγκος 200 ml 

(Hernandez F et al.2002). 

 

πρότυπα διαλύματα 

Παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα (1 mg/ml) για κάθε DAP σε 

μεθανόλη και αποθηκεύονται στους -20°C. Τα πολυσυστατικά διαλύματα 

των DMP, DEP, DMTP, DETP και DEDTP παρασκευαζόταν μηνιαίως 
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και αποθηκευόταν στους 0°C, στο σκοτάδι, σε εύρος συγκεντρώσεων 

από 0 έως 500 ng/ml. 

 

Επεξεργασία δείγματος 

Υγρή-υγρή εκχύλιση  

Τα δείγματα αμνιακού υγρού επεξεργάστηκαν σύμφωνα με ήδη 

δημοσιευμένη διαδικασία (Ueyama et al. 2006) με μικρές τροποποιήσεις. 

Εν ολίγοις, 5 ml αμνιακού υγρού μεταφέρθηκαν σε καθαρό γυάλινο 

φιαλίδιο 15 ml με βιδωτό κάλυμμα. Τέσσερα γραμμάρια NaCl, 1 mL 

ΗCΙ (6 Μ), 50 mg Na2S2O5 προστέθηκαν. Η υγρή-υγρή εκχύλιση 

πραγματοποιήθηκε με προσθήκη 4 ml διαιθυλαιθέρα-ακετονιτριλίου (1: 

1, v /v) ακολουθούμενο από μηχανική ανακίνηση για 5 λεπτά. Μετά την 

εκχύλιση, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 2000 rpm για 5 λεπτά 

στους 4 ° C. Το υπερκείμενο συλλέχθηκε σε άλλο φιαλίδιο που περιέχει 

15 mg K2CO3 και το στάδιο υγρής-υγρής εκχύλισης επαναλήφθηκε. Τα 

δύο εκχυλίσματα συνενώθηκαν και εξατμίστηκαν μέχρι ξηρού υπό ρεύμα 

αζώτου στους 30°C. 

 

 Διαδικασία παραγώγισης 

Δεκαπέντε mg K2CO3 προστέθηκαν στο υπόλειμμα, το οποίο έχει 

ανασυσταθεί σε 1 ml ακετονιτριλίου και 0,1 ml PFBBr σε ακετονιτρίλιο 

(1: 3, ν / ν) και επωάστηκαν σε υδατόλουτρο στους 80°C για 30 λεπτά με 

περιστασιακή ανάδευση (Ueyama J et al. 2006). Μετά την επώαση, το 

μίγμα επανήλθε σε θερμοκρασία δωματίου και το ακετονιτρίλιο 

εξατμίστηκε μέχρι ξηρού υπό ρεύμα αζώτου στους 35°C. Το στερεό 

υπόλειμμα επαναδιαλύθηκε σε 50 μl τολουολίου και 2 μl εγχύθηκαν στο 

σύστημα GC-MS. 
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Χρωματογραφία και συνθήκες φασματομετρίας μάζας 

Διεξήχθη χρωματο-φασματομετρική ανάλυση μάζας ιονισμού 

ηλεκτρονίων σε σύστημα Shimadzu GC-2010 εξοπλισμένο με τριχοειδή 

στήλη BPX5 (30 m×0,25 mm×0,25 μm) (SGE, Argent Place, Ringwood, 

Victoria, Αυστραλία). Χρησιμοποιήθηκε καθαρό ήλιο (99,999%) ως ένα 

φέρον αέριο. Η θερμοκρασία στήλης διατηρήθηκε αρχικά στους 60°C για 

1 λεπτό, ανήλθε στους 180°C με ρυθμό 20°C/min, παρέμεινε για 1 λεπτό, 

ανήλθε στους 250°C με ρυθμό 4°C/λεπτό, διατηρήθηκε για 1 λεπτό και 

τελικά αυξήθηκε σε 300°C, με ρυθμό 25°C/min. Η θερμοκρασίες του 

εισαγωγέα, της διεπαφής και των πηγών ιόντων ήταν 270°C, 310οC και 

230οC, αντίστοιχα. Πραγματοποιήθηκε ποσοτική ανάλυση σε SIM mode 

με συνολικό χρόνο ανάλυσης 32,2 λεπτά ανά δείγμα, χρησιμοποιώντας 

ένα ιόν για ποσοτικοποίηση και δύο ιόν για επιβεβαίωση για κάθε DAP. 

Συγκεκριμένα, m/z = 110, 306 για DMP. 258, 334 για DEP. 322, 211 για 

DMTP. 350, 274 για το DETP. 366, 185 για DEDTP και 335 για το DBP 

(IS). 

 

Γραμμικότητα, όρια προσδιορισμού και % ανακτήσεις εξαγωγής 

Παρασκευαστήκαν διαλύματα των DAPs με συγκεντρώσεις 0, 25, 50, 

100, 250 και 500 ng/ml χρησιμοποιήθηκαν για να παρασκευαστούν οι 

πρότυπες καμπύλες. Δείγματα αμνιακού υγρού, με επίπεδα DAP κάτω 

από τις τιμές ποσοτικού προσδιορισμού (LOQ), χρησιμοποιήθηκαν ως 

τυφλά για την παρασκευή  επιμολυσμένων διαλυμάτων σε 

συγκεντρώσεις 0, 0.125, 2,5, 0,5, 1, 2,5 και 5 ng / ml. Για την 

ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε ο λόγος του 

εμβαδού απόκρισης κάθε ουσίας με την αντίστοιχη του εσωτερικού 

προτύπου. Οι καμπύλες απόκρισης των επιμολυσμένων δειγμάτων ήταν 

γραμμικές στις παραπάνω συγκεντρώσεων για όλα τα DAP που 

εξετάστηκαν, με r2=0,9841 για το DMP , 0.9923 για το DEP , 0,9761 για 
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το DMTP , 0.9972 για το DETP , και 0,9934 για το DEDTP. Το όριο 

ποσοτικοποίησης (LOQ) της μεθόδου υπολογίστηκε βάσει του σήματος 

κάθε ουσίας σε σχέση με το σήμα του θορύβου (s/n) ώστε s/n>10. Με 

βάση το παραπάνω τα όρια ποσοτικού προσδιορισμού των ουσιών ήταν 

0,13, 0,07, 0,05, 0,05, 0,04 ng/ml για τα DMP, DEP, DMTP, DETP και 

DEDTP, αντίστοιχα. Η ανάκτηση της μεθόδου εκχύλισης εκτιμήθηκε στα 

επιμολυσμένα δείγματα αμνιακού υγρού σε έξι επίπεδα συγκεντρώσεων 

(0.125, 0.25, 0.5, 1, 2.5 και 5 ng / ml), εις τριπλούν. Η μέση ανάκτηση 

ήταν 59,2% για την DMP, 62,0% για την DEP, 113,3% για το DMTP, το 

114,4% για το DETP και το 67,8% για το DEDTP. 

 

Inter and intraday precision and % accuracy της μεθόδου 

Η ακρίβεια της μεθόδου αξιολογήθηκε με την προετοιμασία και 

εκχύλιση των τυφλών επιμολυσμένων δειγμάτων αμνιακού υγρού σε 

συγκεντρώσεις 2,5 και 5 ng/ml για κάθε DAP και στη συνέχεια ανάλυση 

αυτών στο σύστημα GC-MS εντός μίας εργάσιμης ημέρας (intra day 

precision)και κατά τη διάρκεια διαδοχικών εργάσιμων ημερών (inter day 

precision). Για την DMP, DEP, DMTP, DETP και DEDTP η inter day 

ακρίβεια (εκφρασμένη σε % RSD) ήταν 18,4%, 4,9%, 4,6%, 0,1% και 

0,5%, αντίστοιχα, στην συγκέντρωση των 2,5 ng/ml και 2,5%, 2,8%, 

16,4%, 4,5% και 4,6%, αντίστοιχα, στη συγκέντρωση 5 ng/ml. Οι τιμές 

inter day ακρίβειας (% RSD) ήταν 27,1%, 11,5%, 12,9%, 0,4%, 1,1%, 

αντίστοιχα, στη συγκέντρωση 2,5 ng/ml και 0,5%, 3,5%, 11,6%, 1,0% 

και 3,2% στη συγκέντρωση 5 ng/ml αντίστοιχα για τα DMP, DEP, 

DMTP, DETP και DEDTP. Για την εκτίμηση της ακρίβειας, τέσσερα  

δείγματα επιμολυσμένου αμνιακού υγρού σε συγκεντρώσεις από 0.25, 

0.5, 1 και 2.5 ng/ml παρασκευάστηκαν και αναλύθηκαν σε πέντε 

διαδοχικές εργάσιμες ημέρες στο σύστημα GC-MS. Η μέση ακρίβεια της 

μεθόδου (% accuracy) στα προαναφερθέντα επίπεδα εκτιμήθηκε σε 
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81,2%, 83,3%, 99,5%, 114,9% και 104,5% για την DMP, DEP, DMTP, 

DETP και DEDTP, αντίστοιχα. 

 

 

Συλλογή και διαχείριση δεδομένων  

Η μελέτη αποτελείται από τρεις διαφορετικές πηγές δεδομένων:  

 Η πρώτη πηγή αφορά δεδομένα από τις εγκύους που 

σχετίζονται με το ιατρικό τους ιστορικό αλλά και τα 

αποτελέσματα της αμνιοπαρακέντησης. 

 Η δεύτερη πηγή αφορά δεδομένα που σχετίζονται με το 

βρέφος, και την υγεία του. 

 Η τρίτη πηγή σχετίζεται με τα επίπεδα των DAPs που 

προέκυψαν από την τοξικολογική ανάλυση στα βιολογικά 

δείγματα των εγκύων. 

Οι μεταβλητές που συλλέχθηκαν από την πρώτη πηγή είναι 

δημογραφικές μεταβλητές (π.χ. ηλικία, διαμονή, επάγγελμα, μορφωτικό 

επίπεδο), γυναικολογικό ιστορικό (π.χ. αμβλώσεις, αριθμός τοκετών), 

ιστορικό της παρούσας κύησης (π.χ.  λαμβανόμενα φάρμακα, κύηση, 

κάπνισμα). 

Οι μεταβλητές της δεύτερης πηγής αφορούν κυρίως σωματομετρικά 

χαρακτηριστικά του νεογνού (ύψος, βάρος, περίμετρος κεφαλής) όπως 

και το φύλο του παιδιού). 

Η τρίτη πηγή δεδομένων αφορά τις συγκεντρώσεις που μετρήθηκαν 

από τα DAPs σε αμνιακό υγρό (DMP, DEP, DMTP, DETP, DEDTP).  

Τα δεδομένα της πρώτης πηγής συλλέχθηκαν με συνέντευξη κατά τη 

διάρκεια της αμνιοπαρακέντησης (πριν ή μετά την εξέταση). 

Το σύνολο των δεδομένων καταχωρήθηκε σε ειδικά διαμορφωμένο 

υπολογιστικό φύλο EXCEL και στη συνέχεια τα δεδομένα έγιναν 

εισαγωγή στο στατιστικό πρόγραμμα SPSS όπου και αναλύθηκαν.  
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Αναλυτική μεθοδολογία: γραμμικότητα, όρια προσδιορισμού και 

ανακτήσεις εξαγωγής 

Δημιουργήθηκαν πρότυπα διαλύματα μίγματος DAPs σε 

συγκεντρώσεις 0, 25, 50, 100, 250, και 500 ng/ml τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή των πρότυπων καμπυλών 

βαθμονόμησης. Στα δείγματα αμνιακού υγρού που παρουσίασαν τιμές 

κάτω από το όριο ανίχνευσης (LOD) χρησιμοποιήθηκαν ως «τυφλά» για 

την παρασκευή επιμολυσμένων δειγμάτων (spiked). Τα διαλύματα που 

παρασκευάσθηκαν ήταν συγκεντρώσεων 0, 0,125, 0,5, 2,5, και 5 ng/ml.  

Η ποσοτικοποίηση των DAPs έγινε με τους λόγους εμβαδού 

κορυφής/κορυφής εσωτερικού προτύπου (area to peak ratio).   

Η γραμμικότητα των καμπυλών ήταν εξαιρετικά καλή με τιμές 

προσαρμογής R2 για το DMP 0,9841, 0.9923 για DMP, 0,9761 για το 

DEP, 0,9972 για το DMTP, 0,9972 για το DETP και 0,9934 για το 

DEDTP. Το όριο ποσοτικοποίησης (LOQ) της μεθόδου ορίστηκε όταν ο 

λόγος σήματος προς θόρυβο ήταν 10. Τα όρια LOQ για τις ενώσεις ήταν 

0,13, 0,07, 0,05, 0,05, 0,04 ng / ml για τις ενώσεις DMP, DEP, DMTP, 

DETP και DEDTP, αντίστοιχα.  

Η ανάκτηση της μεθόδου εκχύλισης εκτιμήθηκε στα δείγματα 

αμνιακού υγρού σε έξι επίπεδα συγκεντρώσεων (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2.5 

και 5 ng / ml), εις τριπλούν. Η μέση ανάκτηση ήταν 59,2% για την DMP, 

62,0% για την DEP, 113,3% για το DMTP, το 114,4% για το DETP και 

το 67,8% για το DEDTP. 

 

Ακρίβεια και επαναληψιμότητα αναλυτικών μεθόδων 

Η επαναληπτικότητα (precision) της μεθόδου αξιολογήθηκε με την 

προετοιμασία, εκχύλιση τυφλών (blank) δειγμάτων αμνιακού υγρού σε 

συγκεντρώσεις 2,5 και 5 ng/ml για κάθε ένα από τα μελετώμενα DAP. 
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Στη συνέχεια έγινε έκχυση των διαλυμάτων σε σύστημα αέριας 

χρωματογραφίας με ανιχνευτή μάζας (GC-MS) μέσα στην ημέρα (within-

day precision) αλλά και κατά τη διάρκεια συνεχόμενων ημερών (between 

day precision).  

Για τους μεταβολίτες DMP, DEP, DMTP, DETP και DEDTP η 

επαναληψιμότητα εντός ημέρας (% RSD) ήταν 18,4%, 4,9%, 4,6%, 0,1% 

και 0,5%, αντίστοιχα, στην συγκέντρωση των 2,5 ng / ml και 2,5%, 2,8%, 

16,4%, 4,5% και 4,6%, αντίστοιχα, στη συγκέντρωση 5 ng / ml. Οι τιμές 

(% RSD)  μεταξύ διαδοχικών ημερών έδειξαν διακύμανση 27,1%, 

11,5%, 12,9%, 0,4%, 1,1%, αντίστοιχα, στη συγκέντρωση 2,5 ng/ml και 

0,5%, 3,5%, 11,6%, 1,0% και 3,2% στη συγκέντρωση 5 ng / ml 

αντίστοιχα για τα DMP, DEP, DMTP, DETP και DEDTP. 

Για την εκτίμηση της ακρίβειας, τέσσερα  επιμολυσμένα δείγματα 

αμνιακού υγρού σε συγκεντρώσεις 0.25, 0.5, 1 και 2.5 ng / ml 

παρασκευάστηκαν και εισήχθησαν για ανάλυση σε πέντε διαδοχικές 

εργάσιμες ημέρες και έγχυση στο σύστημα GC-MS. Η μέση ακρίβεια της 

μεθόδου στα προαναφερθέντα επίπεδα εκτιμήθηκε σε 81,2%, 83,3%, 

99,5%, 114,9% και 104,5% για την DMP, DEP, DMTP, DETP και 

DEDTP, αντίστοιχα. 

 

Στατιστική ανάλυση 

Οι συνεχείς μεταβλητές εξετάστηκαν ως προς την κανονικότητα τους 

με τον έλεγχο Kolmogorov-Smirnov με ή χωρίς της διόρθωση Lilefors, 

καθώς και με τον έλεγχο Shapiro-Wilks. Στις περιπτώσεις που η 

κατανομή ήταν κανονική  χρησιμοποιήθηκε ο έλεγχος t- ανεξαρτήτων 

δειγμάτων (independent samples t-test) ή ο έλεγχος διασποράς κατά ένα 

παράγοντα (one-way ANOVA), με στόχο την εύρεση διαφορών των 

μέσων τιμών σε δύο ομάδες ή σε περισσότερες από 2 ομάδες αντίστοιχα.  
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Στις περιπτώσεις όπου η κατανομή δεν θεωρήθηκε κανονική 

εφαρμόσθηκαν οι μη-παραμετρικοί έλεγχοι Mann-Whitney και Kruskal-

Wallis οι οποίοι είναι αντίστοιχοι του ελέγχου t και της ANOVA.  

Στις περιπτώσεις ελέγχου συσχέτισης συνεχών μεταβλητών 

χρησιμοποιήθηκαν οι συντελεστές Pearson’s rho για κανονικές 

κατανομές και ο συντελεστής Spearman’s rho για μη κανονικές.  

Οι κατηγορικές μεταβλητές, όπως ονομαστικές, διατεταγμένες, 

αριθμητικές διακριτές, εκφράστηκαν ως συχνότητες και %συχνότητες, 

ενώ η συσχέτιση τους έγινε με τον έλεγχο χ2 του Pearon’s. 

Σχετικά με τα σωματομετρικά χαρακτηριστικά των παιδιών 

χρησιμοποιήθηκε εκτός από την αριθμητική τιμή η εκατοστιαία θέση του 

βρέφους στις καμπύλες ανάπτυξης. Σε περιπτώσεις που χρειάστηκε να 

ελεγχθεί η επίδραση των DAPs στην ανάπτυξη, οι εκατοστιαίες θέσεις 

κατηγοριοποιήθηκαν ως φυσιολογικές (3ο – 97ο εκατοστημόριο) και ως 

ακραίες κάτω (<3ο εκατοστημορίου) και ακραίες άνω (>97ου 

εκατοστημορίου).  

Η πολλαπλή γραμμική παλινδρόμηση (multiple linear regression) 

εφαρμόστηκε στα σωματομετρικά χαρακτηριστικά των νεογνών με στόχο 

να δειχθεί εάν υπάρχει επίδραση από τα επίπεδα DAPS, λαμβάνοντας 

όμως υπόψη τυχόν επιδράσεις (cofounding) από την ηλικία της μητέρας, 

την εβδομάδα κύησης, το φύλο του νεογνού. Οι επιλεγόμενες μεταβλητές 

στα τελικά μοντέλα επιλέχθηκαν μετά από απλές γραμμικές 

παλινδρομήσεις που είχαν ως πιθανότητα επίδρασης p-value το όριο 

0.200.  

Το στατιστικό πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση ήταν 

το IBM SPSS Statistics 21.0 και ως επίπεδο σημαντικότητας τέθηκε το 

α=0,05. 
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4.3 αποτελέσματα 

 

Τα δημογραφικά χαρακτηριστικά των συμμετεχόντων εγκύων 

γυναικών που είχαν μονή κύηση, παρουσιάζονται αναλυτικά στον 

Πίνακα 1. Συνολικά συμμετείχαν 415 έγκυες γυναίκες με μέση ηλικία 

32,7±5,7 με εύρος τιμών από 16-50. Η ηλικιακή ομάδα που συμμετείχε 

περισσότερο στην μελέτη ήταν αυτή των 31-35 ετών (133 γυναίκες, 

32,0%) με δεύτερη των 36-40 ετών με 128 γυναίκες (30,8%). Το 65,3% 

είναι από αστική περιοχή (271 γυναίκες) ενώ η πλειοψηφία έχουν 

γεννηθεί στην Ελλάδα (361 γυναίκες, 87,0%). Ως προς την εκπαίδευση 

το 55,3% είναι απόφοιτες Λυκείου ενώ ένα 9,7% έχουν τελειώσει το 

Δημοτικό.  
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Πίνακας 1.  Δημογραφικά χαρακτηριστικά των εγκύων γυναικών που 
είχαν κάνει αμνιοπαρακέντηση 
 

 

Μέση Τιμή  

(Τυπική Απόκλιση) Διάμεσος 

Ελάχιστο 

Μέγιστο 

Ηλικία (έτη) 32.7 (5.7) 34 16-50 

  N % 

Ηλικιακή Ομάδα <= 25 54 13.0 

 26 – 30 77 18,6 

 31 – 35 133 32,0 

 36 – 40 128 30,8 

 41+ 23 5,5 

Περιοχή Αστική 271 65,3 

 Αγροτική 144 34,7 

Τόπος Γέννησης Ελλάδα 361 87,0 

 Εκτός Ελλάδας 54 13,0 

Eκπαίδευση Απόφοιτος Δημοτικού 40 9,7 

 Γυμνάσιο 66 16,0 

 Λύκειο 228 55,3 

 

Μεταλυκειακή 

εκπαίδευση 

42 10,2 

 Πανεπιστήμιο 36 8,7 

 
Στο Διάγραμμα 1, παρουσιάζεται το ποσοστό των γυναικών που είναι 

σε επαφή με εντομοκτόνα με βάση την επαγγελματική τους κατάσταση ή 

την χρήση τους. Το ποσοστό των γυναικών που δηλώνουν αγρότισσες 

είναι 6,0% (25 γυναίκες), ενώ ασχολία με γεωργικές εργασίες έχει το 

30,6% των γυναικών (127 γυναίκες). Επίσης χρήση εντομοκτόνων στο 

σπίτι κάνει το 33,0%, 137 γυναίκες.  
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Διάγραμμα 1. Επαγγελματική έκθεση από εντομοκτόνα 
 
Οι περισσότερες από τις γυναίκες που συμμετείχαν στην έρευνα είχαν 

1 παιδί (151 γυναίκες, 36,5%) ενώ σημαντικός αριθμός (138 γυναίκες, 

33,3%) δεν είχε κανένα παιδί. Αποβολές ή εκτρώσεις είχε κάνει το 19,3% 

(80 γυναίκες), ενώ προβλήματα με την εγκυμοσύνη που οδήγησαν σε 

εισαγωγή στο νοσοκομείο παρουσίασαν 48 γυναίκες 11,6% του 

δείγματος.  

Η εγκυμοσύνη δείχνει να μεταβάλει τα ποσοστά των καπνιστριών από 

πριν την εγκυμοσύνη από 48,2% σε 31,9%.  
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Πίνακας 2. Γυναικολογικό ιστορικό και συνήθειες καπνίσματος  
    n % 
Παιδιά 0 138 33,3 
 1 151 36,5 
 2 86 20,8 
 ≥3 39 9,4 
Αποβολές-Εκτρώσεις 0 334 80,7 
 >1 80 19,3 
Εισαγωγή σε νοσοκομείο Όχι 365 88,4 
 Ναι 48 11,6 
Κάπνισμα (πριν την  εγκυμοσύνη) Όχι 202 51,8 
 Ναι 188 48,2 
Κάπνισμα (κατά την διάρκεια) Όχι 209 68,1 
  Ναι 98 31,9 
 
Τα επίπεδα κάθε ενός από τους μετρούμενους μεταβολίτες  DMP, 

DEP, DMTP, DETP, DEDTP παρουσιάζονται στο παρακάτω 

θηκόγραμμα  (Box and Whisker plot) αλλά και στον Πίνακα 3. Οι 

συγκεντρώσεις των επιμέρους μεταβολιτών έχουν τοποθετηθεί σε 

λογαριθμική κλίμακα λόγω της μεγάλης διακύμανσης στις 

συγκεντρώσεις. Τα ποσοστά ανίχνευσης στο αμνιακό υγρό (τιμές >LOD) 

κυμάνθηκαν σε 57,2% για το DMP, 88,0 για το DEP, 43,3% για το 

DMTP, 76,2% για το DETP και 64,4% για το DEDTP. Οι διάμεσες 

συγκεντρώσεις υπολογίστηκαν με φθίνουσα σειρά 2,8 ng/ml  για το 

DMP, 1,2 ng/ml για το DEP, 1,0 ng/ml για το DMTP, 0.4 ng/ml για το 

DETP και 0,1 ng/ml για το DEDTP. 
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Διάγραμμα 2. Θηκογράμματα για τις μετρήσεις DAP στο αμνιακό 

υγρό 
 
Τα ποσοστά ανίχνευσης των αθροιστικών συγκεντρώσεων 

κυμάνθηκαν σε 71,6% για το SUMDMPs με διάμεση τιμή 2,7 και 

ενδοτεταρτομοριακό εύρος από 1,3-5,3. Η αντίστοιχες τιμές για το 

SUMDEPs ήταν 96,4% με διάμεση τιμή 1,7 και ενδοτεταρτομοριακό 

εύρος από 0,6-5,2. Τέλος η άθροιση όλων των DAP μεταβολιτών ήταν 

στο 97,6% με διάμεση τιμή 4,5 και τιμές 1ου και 3ου τεταρτημορίου από 

1,7-11,6. 
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Πίνακας 3. Περιγραφικά στατιστικά μεταβολιτών και των 
αθροιστικών συγκεντρώσεων DAP. 
 
     Tεταρτημόρια 

  N % 
Μέση 
Τιμή 

Τυπική 
Απόκλι

ση 1ο 

2ο  
(Διάμεσος

) 3ο 
DMP 238 57,2 7,6 22,5 1,4 2,8 5,6 
DEP 366 88,0 5,4 16,7 0,5 1,2 4,0 
DMTP 180 43,3 1,9 8,9 0,4 1,0 1,5 
DETP 317 76,2 1,2 4,8 0,2 0,4 0,9 
DEDTP 268 64,4 0,4 0,9 0,1 0,1 0,3 
SUMDMPs 298 71,6 7,2 21,5 1,3 2,7 5,3 
SUMDEPs 401 96,4 6,1 17,0 0,6 1,7 5,2 
SUMDAPs 406 97,6 11,3 25,3 1,7 4,5 11,6 

 

 

Ο έλεγχος εάν οι τιμές διαφοροποιούνται σε σχέση με τον τόπο 

κατοικίας εξετάστηκαν στον Πίνακα 4. Από τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν δεν υπήρξε κάποια στατιστικά σημαντική διαφορά στις 

αθροιστικές συγκεντρώσεις SUMDMPs (p=0,885), SUMDEPs (p=0,571) 

και SUMDAPs (p=0,730). 
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Πίνακας 4. Επίπεδα συνολικών DAPs ανά περιοχή κατοικίας.  
    Levles of DAPs   

      Quartiles  

  N % Mean SD 1st Median 3rd p 

Amniotic          

SUMDMPs Urban 

(271) 

198 73,1% 7,1 22,5 1,1 2,4 4,9  

 Rural ( 

144) 

100 69,4% 7,5 19,2 1,4 3,3 7,3 0,885 

SUMDEPs Urban 

(271) 

263 97,0% 5,8 17,6 0,6 1,7 4,9  

 Rural ( 

144) 

138 95,8% 6,8 15,7 0,8 1,7 5,8 0,571 

SUMDAPs Urban 

(271) 

265 97,8% 11,0 26,5 1,7 4,4 10,7  

 Rural ( 

144) 

141 97,9% 11,9 23,1 1,9 4,9 13,0 0,730 

 
 
 
 

Αντίστοιχη εικόνα μη στατιστικά σημαντικής διαφοροποίησης 
παρουσιάστηκε στα επίπεδα αθροιστικών DMPs, DEPs και DAPs 
ανάλογα με την ηλικιακή ομάδα των συμμετεχουσών εγκύων γυναικών 
(Πίνακας 5). Οι τιμές του στατιστικού p είναι 0.864 για τα SUMDMP, 
0,648 για τα SUMDEPs και 0,951 για τα SUMDAPs 
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Πίνακας 5. Επίπεδα συνολικών DAPs ανά ηλικιακή ομάδα εγκύων 
     Τεταρτημόρια  

Αμνιοτικά 
Ηλικί

α N Μέση SD 
 

1st 2ο  
 

3rd P 

 
  Τιμή  

 Διάμεσ
ο 

 
 

SumDMPs  <= 25 39 5.3 9.5 1,5 2.9 5,2 0.864 
26 - 30 51 8.9 31.1 1,0 2.1 5,6  
31 - 35 99 8.4 22.7 1,1 2.9 6,4  
36 - 40 94 6.0 18.9 1,3 2.4 4,6  
41+ 15 5.9 7.6 1,9 3.6 4,9  

SUMDEPs <= 25 53 6.6 13.9 0,9 2.0 6,2 0.648 
26 - 30 73 6.2 12.7 0,8 2.5 6,1  
31 - 35 129 4.6 7.8 0,5 1.3 4,9  
36 - 40 124 7.8 26.2 0,7 1.5 4,9  
41+ 22 4.3 5.8 0,9 2.5 4,7  

SUMDAPs <= 25 53 10.5 15.8 2,0 5.9 12,7 0.951 
26 - 30 74 12.2 28.9 1,6 5.4 13,2  
31 - 35 130 11.0 22.5 1,6 4.4 12,4  
36 - 40 126 12.1 30.8 1,9 4.3 10,4  
41+ 23 7.9 8.1 2,6 4.4 8,9  

 
Στον Πίνακα 6 παρουσιάζονται οι συσχετίσεις μεταξύ των επιμέρους 

DAPs και των αθροιστικών DAPs. Σύμφωνα με τους υπολογισμούς που 

έγιναν με τον συντελεστή Spearman’s tho τα επιμέρους DAP 

παρουσίασαν θετικές συσχετίσεις με χαμηλότερο συντελεστή rs=0,194, 

p<0,001 για τα DEP-DEDTP έως rs=0,689, p<0,001 για τα DETP με 

DEDTP. Υψηλές συσχετίσεις, όπως αναμένονταν παρουσίασαν τα DMP 

με τα SUMDMPs (rs=0,941, p<0,001), το DEP με το SUMDEPs 

(rs=0,939, p<0,001) και το DMTP με το SUMDMPs (rs=0,711, p<0,001). 

Στο Διάγραμμα 3 παρουσιάζεται σε διπλή λογαριθμική κλίμακα η σχέση 

μεταξύ των SUMDMPs με τα SUMDEPs στο αμνιακό υγρό εγκύων 

γυναικών (rs=0,453, p<0,001). 
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Πίνακας 6. Συσχετίσεις των επιμέρους και των συνολικών DAPS σε αμνιακό υγρό  
 
      Pearson's Spearman's 
    N Rho P Rho P 
DMP DEP 211 0,021 0,767 0,369 <0,001 
 DMTP 120 0,191 0,036 0,512 <0,001 
 DETP 187 0,232 0,001 0,647 <0,001 
 DEDTP 151 0,297 <0,001 0,461 <0,001 
 SUMDMPs 238 0,945 <0,001 0,941 <0,001 
 SUMDEPs 234 0,046 0,484 0,433 <0,001 
  SUMDAPs 238 0,750 <0,001 0,701 <0,001 
DEP DMTP 158 -

0,012 
0,883 0,372 <0,001 

 DETP 287 0,062 0,298 0,523 <0,001 
 DEDTP 246 0,055 0,392 0,194 0,002 
 SUMDMPs 263 0,003 0,961 0,355 <0,001 
 SUMDEPs 366 0,966 <0,001 0,939 <0,001 
  SUMDAPs 366 0,862 <0,001 0,751 <0,001 
DMTP DETP 145 0,092 0,269 0,602 <0,001 
 DEDTP 139 0,049 0,564 0,503 <0,001 
 SUMDMPs 180 0,940 <0,001 0,711 <0,001 
 SUMDEPs 179 0,032 0,669 0,456 <0,001 
  SUMDAPs 180 0,773 <0,001 0,643 <0,001 
DETP DEDTP 231 0,308 <0,001 0,679 <0,001 
 SUMDMPs 230 0,211 0,001 0,652 <0,001 
 SUMDEPs 317 0,312 <0,001 0,700 <0,001 
  SUMDAPs 317 0,371 <0,001 0,667 <0,001 
DEDTP SUMDMPs 194 0,178 0,013 0,529 <0,001 
 SUMDEPs 268 0,127 0,038 0,381 <0,001 
  SUMDAPs 268 0,193 0,002 0,397 <0,001 
SUMDMPs SUMDEPs 293 0,045 0,444 0,453 <0,001 
  SUMDAPs 298 0,787 <0,001 0,748 <0,001 
SUMDEPs SUMDAPs 401 0,755 <0,001 0,812 <0,001 
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Διάγραμμα 3. Συσχέτιση επιπέδων SUMDMPs με επίπεδα SUMDEPs σε 

αμνιακό υγρό εγκύων γυναικών. 
 

Η σχέση των επιπέδων DAPs με τα σωματομετρικά χαρακτηριστικά 

και το φύλο του νεογνού παρουσιάζονται σε αυτή την ενότητα. Στον 

Πίνακα 7 παρουσιάζονται τα επίπεδα των αθροιστικών DAPs σε σχέση 

με το φύλο αλλά και τα εκατοστιαία σημεία του βάρους και της 

περιμέτρου κεφαλής. Οι συγκρίσεις έχουν γίνει με την μέθοδο ANOVA 

και το Kruskal-Wallis (σε παρένθεση).  

Από τα αποτελέσματα του πίνακα δεν παρουσιάστηκε κάποια 

στατιστικά σημαντική διαφορά με το φύλο στα επίπεδα SUMDMPs 

(p=0,431), στα επίπεδα SUMDEPs (p=0,849) και στα SUMDAPs 

(p=0,686). Παρόμοια εικόνα παρατηρήθηκε και για τα εκατοστιαία 

σημεία της περιμέτρου κεφαλής όπου η τιμή p ήταν για το SUMDMPs 

ίση με 0,817, για τα SUMDEPs  ίση με 0,714 και για τα SUMDAPs ίση 

με 0,698. 
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Ως προς τα εκατοστιαία σημεία του βάρους του νεογνού οι 

υψηλότερες συγκεντρώσεις SUMDMPs παρατηρήθηκαν σε ε.θ.>97 του 

βάρους του νεογνού (4,3±6,0) με στατιστική σημαντικότητα p=0,043 

όπως υπολογίστηκε με την μέθοδο one-way ANOVA αλλά όχι με την 

μέθοδο Kruskal-Wallis. 

 
Πίνακας  7. Επίπεδα αθροιστικών DAPs σε σχέση με το φύλο και την 
εκατοστιαία θέση του βάρους και της περιμέτρου κεφαλής των νεογνών 
 
    SUMDMPs SUMDEPs SUMDAPs 
    Τεταρτημόρια Τεταρτημόρια Τεταρτημόρια 
  1ο 2ο 3ο 1ο 2ο 3ι 1ο 2ο 3ο 
Φύλο ΑΡΡΕΝ 1,4 2,8 5,6 ,7 1,5 4,9 1,7 4,5 11,4 

ΘΗΛΥ 1,1 2,7 5,2 ,5 2,0 5,5 1,7 4,7 11,8 

P   0,431 (0,547) 0,849 (0,858) 0,686 (0,924) 
BW  WGT <= 3,0 0,9 1,6 4,1 0,9 1,2 3,0 2,0 4,3 6,2 
(εκατοστια
ία θέση) 

WGT 3 – 10 
1,0 2,1 3,1 0,6 0,9 2,8 1,6 2,9 4,9 

 WGT 10 – 90 1,3 2,9 5,9 0,6 1,7 5,2 1,7 4,9 11,1 
 WGT 90 - 97 1,3 2,2 2,9 0,6 4,1 15,1 1,0 10,6 20,1 
 WGT 97+ 3,1 5,3 13,9 1,1 2,0 3,6 2,2 5,9 9,6 

P   0,043 (0,186) 0,314 (0,387) 0,422 (0,605) 
HC  HC <= 3 1,3 2,7 3,3 0,4 1,4 3,3 2,1 3,3 6,1 
(εκατοστια
ία θέση) 

HC 3 - 10 
1,3 3,0 6,5 0,7 1,2 6,6 1,6 5,9 15,3 

 HC 10 - 90 1,3 2,6 5,3 0,6 1,7 5,2 1,7 4,9 11,9 
 HC 90 – 97 1,5 5,7 7,6 0,8 2,0 7,2 2,0 6,7 11,3 
 HC >97+ 0,8 3,4 8,1 0,4 1,1 5,7 1,1 4,0 6,4 

P   0,817 (0,655) 0,714 (0,585) 0,698 (0,549) 
 

Στον πίνακα 8 η επίδραση στα σωματομετρικά ελέγχθηκε με την 

παρουσία μεταβλητών που πιθανώς να επηρεάζουν τα αποτελέσματα 

(ηλικία μητέρας, αγροτικές ασχολίες, εβδομάδα κύησης και φύλο 

παιδιού. Η ανάλυση εφαρμόστηκε τόσο στις θετικές συγκεντρώσεις 

(>LOD) όσο και στις συγκεντρώσεις με εμπλουτισμό των μη 

ανιχνεύσιμων με (LOD/2).  

Από τα στοιχεία του Πίνακα 8 προκύπτει ότι υπάρχει μια θετική 

επίδραση στο βάρος του νεογνού από τα επίπεδα των SUMDMPs (beta 
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4,43 95%CI: 0.83-8,03) τόσο στην ανάλυση που αφορά μόνο τα θετικά 

δείγματα όσο και σε αυτά που έχει γίνει χρήση του LOD/2 (beta: 2,65, 

95%CI: 0,20-5,01). 

 

Πίνακας 8. Επίδραση των σωματομετρικών χαρακτηριστικών 

βάρους και περιμέτρου κεφαλής από τα επίπεδα DAPs με συγχητικούς 

παράγοντες το βάρος της εγκύου, τις αγροτικές ασχολίες, εβδομάδα 

κύησης, και φύλο παιδιού. 

 
    SUMDMPs SUMDEPs SUMDAPs 

Μόνο θετικά 
BW (εκατοστιαία 
θέση)  

  

 
Beta (95%CI) 4,43 (0,83-

8,03) 
0,88 (-1,55-

3,31) 
3,43 (-0,13-

6,99) 
  P 0,016 0,478 0,059 

 
HC (εκατοστιαία 
θέση)       

 
Beta (95%CI) 2,11 (-1,43-

5,65) 
-0,20 (-2,57-

2,17) 
0,87 (-2,66-

4,32) 
  P 0,242 0,867 0,641 

    SUMDMPs SUMDEPs SUMDAPs 
Με χρήση 
LOD/2 

BW (εκατοστιαία 
θέση)  

  

 
Beta (95%CI) 2,65 (0,20-

5,01) 
0,76 (-1,57-

3,10) 
3,51 (-0,04-

7,03) 
  P 0,034 0,521 0,050 

 
HC (εκατοστιαία 
θέση)       

 
Beta (95%CI) 0,98 (-1,43-

3,40) 
-0,34 (-2,63-

1,95) 
0,78 (-2,68-

4,24) 
  P 0,425 0,770 0,657 
 

Η εποχική διακύμανση των επιπέδων των συνολικών DAPs 

παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 4. Παρατηρήθηκε υψηλή διακύμανση στις 

μέσων τιμών και των τριών DMPs, DEPs και SUMDAPs. Παρότι δεν 

παρουσιάστηκε κάποια συγκεκριμένη χρονοεξαρτώμενη έκφραση στα 

δεδομένα στα SUMDMPs οι υψηλότερες μέσες παρουσιάστηκαν το 

φθινόπωρο του ‘06 και το φθινόπωρο το ’07. Παρόμοια στα SUMDEPs η 
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ανώτερη μέση τιμή παρουσιάστηκε το φθινόπωρο του ’07 και το χειμώνα 

06-07. 

 

 
Διάγραμμα 5. Επίπεδα SUMDMPs, SUMDEPs και 

SUMDAPs ανάλογα με τη χρονική περίοδο αμνιοπαρακέντρησης 

 

 

4.4. Συζήτηση 

 

Η μελέτη μας περιγράφει μια ευαίσθητη αναλυτική μέθοδο για τη 

μέτρηση των μη-ειδικών μεταβολιτών των οργανοφωσφορικών 

φυτοφαρμάκων στο αμνιακό υγρό. Ερευνήσαμε τη δυνητική αξία των 

DAPs ως βιοδεικτών της έκθεσης του εμβρύου σε οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα. Τα DAPs συσχετίστηκαν με χαρακτηριστικά της μητέρας  

και με βιομετρικούς παραμέτρους του εμβρύου. Τα μακροσωμικά νεογνά 

βρέθηκαν να έχουν υψηλότερα επίπεδα sumDMPs. Είναι ενδιαφέρον ότι 

η εκατοστιαία θέση του βάρους γέννησης ήταν θετικά συνδεδεμένη με 
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sumDMPs σε μοντέλο γραμμικής παλινδρόμησης μετά την προσαρμογή 

για το ανατρεπτικό αποτέλεσμα των δημογραφικών χαρακτηριστικών.  

 

Αυτό το νέο εύρημα δείχνει μια συνεχή γραμμική σχέση για όλο το 

φάσμα της κατανομής του βάρους γέννησης. Συγκεκριμένα, η απόκλιση 

του βάρους γέννησης από την αναμενόμενη διάμεση τιμή, όπως 

εκφράζεται από την υπολογισμένη εκατοστιαία θέση, φαίνεται να 

συσχετίζεται με τα επίπεδα των sumDMPs, παρά το απόλυτο βάρος 

γέννησης. Τα παρουσιαζόμενα στοιχεία συμφωνούν με μια προηγούμενη 

μελέτη μας που κατέδειξε ότι σημαντικά επίπεδα μεταβολιτών των 

οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων υπάρχουν στο μηκώνιο (Tsatsakis 

AM, Koutroulakis D et al. 2009). 

Έτσι, προσφέρουμε αποδεικτικά στοιχεία για την εκτεταμένη έκθεση 

του εμβρύου στα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα στο δεύτερο τρίμηνο 

της εγκυμοσύνης. Από όσο γνωρίζουμε, αυτή είναι η δεύτερη μελέτη που 

αναλύει δείγματα αμνιακού υγρού. Η μελέτη μας πραγματοποιήθηκε σε 

μια περιοχή με αυξημένη έκθεση στα εξεταζόμενα χημικά προϊόντα λόγω 

της εκτεταμένης επαγγελματικής και οικιακής χρήσης. 

Μια σημαντική βιβλιογραφία έχει συνδέσει την ενδομήτρια έκθεση 

στα φυτοφάρμακα με ανεπιθύμητα αποτελέσματα στην νευροανάπτυξη 

και την ανάπτυξη του εμβρύου (Eskenazi B et al. 1999, Eskenazi B et al. 

2010, Jaga K  et al.2003, Androutsopoulos VP et al. 2013, Hernandez AF 

et al. 2013). Συνεπώς, η έρευνα έχει επικεντρωθεί στην αξιολόγηση 

δεικτών για την έκθεση του εμβρύου σε αυτές τις χημικές ουσίες. Η 

πλειονότητα των μελετών που εξέτασαν τη σχέση της προγεννητικής 

έκθεσης  στα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα με τα περιγεννητικά 

αποτελέσματα, μέτρησαν συγκεντρώσεις του μεταβολίτη DAP σε 

δείγματα ούρων της μητέρας  ή σε ορό μητέρας. Ωστόσο, το κύριο 

μειονέκτημα αυτών των μελετών είναι ότι η έκθεση σε 
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οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα προτείνεται με μετρήσεις στα 

προαναφερθέντα βιολογικά υλικά είναι μάλλον προσωρινός παρά 

μακροπρόθεσμος δείκτης. Μόνο μετά από εξέταση δειγμάτων, όπως το 

μηκώνιο ή το αμνιακό υγρό μπορεί να γίνει εκτίμηση της έκθεσης σε 

φυτοφάρμακα στις πρώτες εβδομάδες της κύησης. Τα αποτελέσματα 

προηγούμενων μελετών είναι συνεπή και αναπαραγώγιμα και οι 

μεταβολίτες DAP ανιχνεύθηκαν στη συντριπτική πλειοψηφία των 

εξεταζόμενων πληθυσμών με ποσοστά που ποικίλλουν από 92,7% έως 

100% (Engel SM et al. 2011, Marks AR et al. 2010, Rauch SA et al. 

2012, Eskenazi B et al. 2004, Bradman A et al. 2005). Ωστόσο, η έλλειψη 

καθιερωμένων φαρμακοκινητικών μοντέλων που βασίζονται στη 

φυσιολογία και που θα χρησίμευαν ως πολύτιμα εργαλεία για την 

εκτίμηση της έκθεσης του εμβρύου με βάση μόνο τα μητρικά βιολογικά 

δείγματα, εξηγούν το ερευνητικό ενδιαφέρον για άλλες πηγές όπως το 

μηκώνιο και το αμνιακό υγρό για την αξιολόγηση της άμεσης έκθεσης 

του εμβρύου. 

Το μηκώνιο πιθανόν να αντιπροσωπεύει εκθέσεις από το δεύτερο 

τρίμηνο της κύησης μέσω του τοκετού. Ενώ το αμνιακό υγρό που 

συλλέγεται κατά τη διάρκεια της αμνιοπαρακέντησης είναι το μόνο 

διαθέσιμο βιολογικό μέσο που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να 

χαρακτηρίσει την έκθεση του εμβρύου μεταξύ της 16ης και της 20ής 

εβδομάδας της κύησης, όταν τα έμβρυα είναι ιδιαίτερα ευάλωτα στις 

δυσμενείς επιδράσεις για την υγεία που προκαλούνται από 

περιβαλλοντικούς μολυντές, λόγω της ταχείας αύξησης και ανάπτυξης 

τους και την περιορισμένη ικανότητα αποτοξίνωσης των επιβλαβών 

ουσιών (Bradman A et al. 2003, Eskenazi B et al. 1999). 

Το αμνιακό υγρό περιβάλλει και προστατεύει το αναπτυσσόμενο 

κύημα και το έμβρυο. Στις αρχές της 11ης εβδομάδας της κύησης, το 

έμβρυο αρχίζει να παράγει ούρα που εισέρχεται στο αμνιακό υγρό, το 
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οποίο με τη σειρά του καταπίνεται από το έμβρυο και απορροφάται από 

τη γαστρεντερική και αναπνευστική οδό (Hytten F et al. 1991). Οι 

τοξικές ουσίες μπορούν να εκλυθούν στο αμνιακό υγρό μέσω του 

πλακούντα ή μπορεί να μεταφερθούν απευθείας από το μητρικό αίμα 

μέσω του αμνιακού σάκου (Schmidt W et al. 1992). Στις μελέτες που 

μετρούν τα DAPs  σε δείγματα αμνιακού υγρού (Bradman A et al. 2003, 

παρούσα μελέτη) δεν υπάρχει σαφής εξήγηση σχετικά με τον μηχανισμό 

μεταφοράς αυτών των μεταβολιτών μέσω του πλακούντα. Στη μελέτη 

μας, σχεδόν όλα τα δείγματα αμνιακού υγρού (97,8%) παρείχαν 

τουλάχιστον έναν θετικό μεταβολίτη φυτοφαρμάκων(DMP, DEP, 

DMTP, DETP, DEDTP), οι οποίοι είναι κοινοί μεταβολίτες περίπου των 

75% των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων. Η παρουσία των 

μεταβολιτών DAPs δείχνει έκθεση σε ένα ή περισσότερα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, αλλά δεν υποδεικνύει έκθεση σε 

οποιοδήποτε συγκεκριμένο φυτοφάρμακο. Η ικανότητα προσδιορισμού 

συγκεκριμένης έκθεσης σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα θα 

βελτίωναν τις αιτιολογικές μελέτες λόγω του ότι τα οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα διαφέρουν σημαντικά όσον αφορά τη χρήση και τη 

σχετική τους τοξικότητα. Το γεγονός ότι δεν υπήρχε διαφορά μεταξύ του 

αστικού και του αγροτικού πληθυσμού (97,8% στις αστικές περιοχές 

έναντι 97,9% στις αγροτικές περιοχές) μας δείχνει ότι η κυρίαρχη πηγή 

έκθεσης μάλλον ήταν η διατροφή και η χρήση οικιακών εντομοκτόνων 

παρά η επαγγελματική έκθεση. 

Υπάρχει επίσης μια εποχική διακύμανση στα επίπεδα των DAPs τα 

οποία μπορούν να εξηγηθούν με τη χρήση συγκεκριμένων 

οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων σε ορισμένους τύπους καλλιεργειών 

(διάγραμμα 5). Τα sumDMPs έδειξαν αυξημένα επίπεδα το φθινόπωρο 

του 2006 και του 2007 και την άνοιξη του 2008. Τα DMPs προέρχονται 

από O,O-dimethyl-υποκατεστημένα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, 
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όπως το μαλάθειο και το dimethoate τα οποία χρησιμοποιούνται για 

ψεκασμό μήλων, αχλαδιών, βερίκοκων, κερασιών, ροδάκινων, αμπελιών, 

σύκων, ελιών, λαχανικών και για άλλα κοινά γεωργικά προϊόντα στην 

Κρήτη και το oxydemeton methyl που χρησιμοποιείται ως εντομοκτόνο. 

Η πιο πιθανή αιτία αύξησης των επιπέδων dimethyl phosphate 

μεταβολιτών το φθινόπωρο του 2006 και του 2007 είναι ο συστηματικός 

ψεκασμός των ελαιόδεντρων για το δάκο (dacus oleae) χρησιμοποιώντας 

fenthion και dimethoate κατά τη διάρκεια της περιόδου μεταξύ 

Αυγούστου και Σεπτεμβρίου που είχε εγκριθεί από το Υπουργείο 

Αγροτικής Ανάπτυξης & Τροφίμων στην Ελλάδα.  

Τα sumDEPs παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα το χειμώνα 2006-2007 

και το φθινόπωρο του 2007. Τα DEPs που προέρχονται από O,O-diethyl-

υποκατεστημένα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, όπως το chlorpyrifos 

και το diazinon και τα αυξημένα επίπεδα τους μπορεί να οφείλονται στην 

ευρεία χρήση του diazinon σε αμπελώνες και φρούτα. Επιπλέον, τα 

αποτελέσματα μας έδειξαν ότι η ηλικία της μητέρας δεν επηρεάζει τα 

επίπεδα των sumDAPs (p> 0.400). Με βάση τους συντελεστές 

Spearman’s rho, όλα τα μετρημένα DAPs στο αμνιακό υγρό φαίνονται να 

συνδέονται θετικά μεταξύ τους (p <0,002) και αυτό θα μπορούσε 

ενδεχομένως να αποδοθεί στην ταυτόχρονη έκθεση των συμμετεχόντων 

σε  methyl και ethyl οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα. 

Από όσο γνωρίζουμε, υπάρχει μόνο μία προηγούμενη πιλοτική μελέτη 

που διεξήχθη από τους Bradman et al. (το 2003) σε μια γεωργική περιοχή 

στην Καλιφόρνια και αξιολόγησε την παρουσία συνθετικών 

πυρεθροειδών, χημικά-ειδικών (chemical-specific) και κατηγοριο-ειδικών 

(class-specific) μεταβολιτών των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων, 

carbamates, ζιζανιοκτόνων και φυτοφαρμάκων με μεταβολίτες 

χλωριωμένης φαινόλης, όπως τα απολυμαντικά στο αμνιακό υγρό. Αυτή 

η ερευνητική ομάδα εφάρμοσε ανάλυση GC / MS σε 20 δείγματα 
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αμνιακού υγρού που συλλέχθηκαν κατά την διάρκεια 

αμνιοπαρακέντησης και διαπίστωσε ότι πέντε από τα 20 δείγματα (25%) 

είχε ανιχνεύσιμα για  μη ειδικούς μεταβολίτες οργανοφοσφωρικών 

φυτοφαρμάκων και συγκεκριμένα είχε ανιχνεύσιμα επίπεδα DEP (2 

δείγματα, 10%), DMP (2 δείγματα, 10%) ή DMTP (1 δείγμα, 5%), με 

συγκεντρώσεις που κυμαίνονται από 0,26 έως 0,43 μg/L (Bradman A et 

al. 2003). Πιθανές εξηγήσεις για τη μάλλον χαμηλή συχνότητα 

ανίχνευσης επιπέδων των χημικών ουσιών που ανιχνεύτηκαν σε αυτή τη 

μελέτη σε σύγκριση με τα ευρήματά μας μπορεί να περιλαμβάνουν 

τεχνικές βελτιώσεις στις εφαρμοζόμενες εργαστηριακές μεθόδους με 

αποτέλεσμα υψηλή ευαισθησία και χαμηλότερα όρια ανίχνευσης, το δικό 

μας μεγάλο μέγεθος του δείγματος , τις διαφορές στον πληθυσμό-στόχο 

και την ευρεία χρήση των φυτοφαρμάκων στην περιοχή της Κρήτης. 

Παρόμοια ασυνέπεια παρατηρείται μεταξύ των μελετών που αξιολογούν 

το επίπεδο μόλυνσης του αμνιακού υγρού από άλλες κατηγορίες 

φυτοφαρμάκων όπως τα οργανοχλωριωμένα για τια οποία  μια 

ερευνητική ομάδα συμπεριέλαβε 100 έγκυες γυναίκες από το νησί της 

Τενερίφης και έδειξε κάποια ανιχνεύσιμα υπολείμματα 

οργανοχλωριωμένων στην πλειονότητα των δειγμάτων αμνιακού υγρού  

(67%). Σε μια διαχρονική μελέτη σε 323 έγκυες γυναίκες από τον Δυτικό 

Καναδά κατέληξε στο συμπέρασμα ότι δεν υπήρχαν οργανοχλωριωμένα 

στο αμνιακό υγρό στο εφαρμοσμένο επίπεδο ποσοτικοποίησης (Jarrell J 

et al. 2005, Luzardo OP et al. 2009). 

Η πρώιμη ενδομήτρια έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

είναι ένας τομέας έντονης έρευνας λόγω των πιθανών μακροπρόθεσμων 

επιπτώσεων αυτής της χημικής κατηγορίας στο έμβρυο και το 

νεογέννητο. Τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα  έχουν κοινό 

μηχανισμό τοξικότητας που είναι η αναστολή της δράσης της 

ακετυλοχολινεστεράσης (Worek F et al.2012). 
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Μελέτες σε πειραματόζωα έχουν δείξει ότι η έκθεση σε χαμηλό 

επίπεδο σε διάφορα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα θα μπορούσε να 

επηρεάσει τη νευροανάπτυξη και την ανάπτυξη (Faraq AT et al.2012, 

Roy TS et al.2005). Σε ανθρώπινες μελέτες, οι περισσότερες από τις 

δημοσιευμένες εκθέσεις δεν έδειξαν συσχετισμό για οποιοδήποτε 

μετρούμενη έκθεση σε οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα και το βάρος 

γέννησης, υποδηλώνοντας ότι τα οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα 

μπορεί να μην έχουν επίδραση στην εμβρυϊκή ανάπτυξη (Wang P et al. 

2012, Barr DB et al. 2010). Συγκεκριμένα, οι Wang et al. δεν βρήκαν 

συσχετισμό ακόμα κι αν τα επίπεδα φυτοφαρμάκων στα ούρα της 

μητέρας στον πληθυσμό της μελέτης τους ήταν πολύ υψηλότερα από 

εκείνων που αναφέρονται στις ανεπτυγμένες χώρες (Wang P et al. 2012). 

Επιπλέον,  οι Eskenazi et al. απέτυχαν να αποδείξουν μια δυσμενή 

συσχέτιση μεταξύ της ανάπτυξης του εμβρύου και της ενδομήτριας 

έκθεσης σε οργανοφωσφορικά, όπως εκτιμήθηκε με πολλαπλές 

μετρήσεις της έκθεσης, συμπεριλαμβανομένων των επιπέδων 

χοληνεστεράσης του αίματος, των dialkyl phosphate μεταβολίτων στα 

ούρα και ορισμένων ειδικών για φυτοφάρμακα μεταβολίτες 

οργανοφωσφορικών (Eskenazi B et al. 2004). Ωστόσο, οι συγγραφείς 

σημειώνουν ότι οι υψηλότερες συγκεντρώσεις sumDMAP ούρων 

συσχετίστηκαν με μικρότερη διάρκεια κύησης και με μικρές αυξήσεις 

στο βάρος γέννησης προσαρμοσμένου με την ηλικία κύησης σε μια 

βασική Latin cohort. Άλλες επιδημιολογικές μελέτες έδειξαν ότι η 

μεταφορά των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων από την μητέρα στο 

έμβρυο μπορεί να σχετίζεται με μειωμένη ανάπτυξη του εμβρύου και 

αυτή η σχέση φαίνεται να είναι ισχυρότερη σε μαύρα από ότι σε λευκά 

νεογνά (Perera FP et al.2003, Whyatt RM et al. 2004). Αυτή η ασυνέπεια 

είναι επίσης εμφανές σε μια πρόσφατα δημοσιευμένη μετα-ανάλυση 

σχετικά με τις πιθανές επιδράσεις του chlorpyrifos (ένα από τα πιο 
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ευρέως χρησιμοποιούμενα οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα που 

χρησιμοποιούνται επίσης στην περιοχή μας) στην εμβρυϊκή ανάπτυξη 

τόσο σε μελέτες σε ανθρώπους όσο και σε ζώα (Mink PJ et al. 2012). 

Άλλες ερευνητικές ομάδες έχουν επίσης αναφέρει την επίδραση στην 

τροποποίηση του φύλου του παιδιού, αλλά μια πιο πρόσφατη μελέτη δεν 

βρήκε στοιχεία για αυτή την αλληλεπίδραση (Marks AR et al. 2010, 

Rauch SA et al. 2012). Αυτό μπορεί να οφείλεται σε γεωγραφικές και 

ρυθμιστικές  παραλλαγές στη χρήση και το περιορισμό των 

οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων σε όλο τον κόσμο και δεύτερον, σε 

μεθοδολογικές (εκχύλιση και καθαρισμός του δείγματος) και / ή 

αναλυτικές διαφορές μεταξύ των εργαστηρίων. 

Μια άλλη πιθανή εξήγηση για την έλλειψη συνέπειας μεταξύ των 

μελετών θα μπορούσε να είναι ότι οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου 

στο ένζυμο της παραοξονάσης (PON1) , ενός ενζύμου σχετιζόμενο με 

λιποπρωτεΐνη υψηλής πυκνότητας, που εμπλέκεται στο μεταβολισμό και 

την αποτοξίνωση των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων, μπορούν να 

τροποποιήσουν τις σχέσεις μεταξύ έκθεσης σε οργανοφωσφορικά 

φυτοφάρμακα και το περιγεννητικό αποτέλεσμα (Harley KG et al.2011). 

Συγκεκριμένα, αυξημένος κίνδυνος πρόωρης γέννησης και περιορισμός 

ανάπτυξης εμβρύου έχουν παρατηρηθεί  σε βρέφη που μπορεί να είναι 

περισσότερο ευαίσθητα στις επιπτώσεις της έκθεσης σε 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα, είτε επειδή είχαν χαμηλότερη 

δραστηριότητα PON1 ή είχαν ευαίσθητο γονότυπο (PON1108TT και 

PON192QR) (Harley KG et al. 2011). Υπάρχουν επίσης αποδείξεις ότι οι 

κατανομές PON1 διαφέρουν μεταξύ των φυλετικών ομάδων (Davis KA 

et al. 2009). Δυστυχώς δεν έχουμε δεδομένα σχετικά με την 

δραστηριότητα του ενζύμου PON1 στα έμβρυα από τον πληθυσμό της 

μελέτης μας. Στη μελέτη μας, εστιάσαμε στις συσχετίσεις μεταξύ 

αυξημένων επιπέδων DAPs και βάρους γέννησης καθώς και με την 
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περιφέρεια της κεφαλής. Είναι ενδιαφέρον, ότι η εκατοστιαία θέση του 

βάρος γέννησης συνδέθηκε θετικά με τα sumDMPs σε μοντέλο 

γραμμικής παλινδρόμησης  μετά την προσαρμογή για το ανατρεπτικό 

αποτέλεσμα των δημογραφικών χαρακτηριστικών. Συνολικά, τα 

αποτελέσματά μας διαφωνούν με  προηγούμενες μελέτες, οι οποίες 

βρήκαν αρνητική συσχέτιση (Rauch SA et al.2012, Perera FP et al. 2003, 

Whyatt RM et al. 2003) ή καμία επίδραση (Eskenazi B et al. 2004, Wang 

P et al. 2012, Barr DB et al. 2010). Παρ 'όλα αυτά, δεν υπάρχει άμεση 

σύγκριση μεταξύ των αποτελεσμάτων των προηγούμενων αναφορών και 

των συμπερασμάτων μας λόγω των διαφορών που υπάρχουν στις 

μελέτες. Πρώτον, αναλύσαμε δείγματα αμνιακού υγρού, που 

συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της αμνιοπαρακέντησης, ενώ σε άλλες 

μελέτες χρησιμοποιήθηκαν μόνο δείγματα ούρων. Επιπλέον, πρέπει να 

λάβουμε υπόψη μας το διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο και την 

ομοιογένεια του πληθυσμού που μελετήθηκε σε κάθε περίπτωση. Τέλος, 

ο πληθυσμός της μελέτης μας είναι κατά κύριο λόγο  ελληνικής 

καταγωγής και ζει στο νησί της Κρήτης τα τελευταία 2 χρόνια, ενώ στις 

άλλες μελέτες διέφερε όχι μόνο η εθνικότητα μεταξύ των 

συμμετεχόντων, αλλά και η φυλή. Η μέση ηλικία μητέρας της ομάδας 

μελέτης ήταν 32,7 (SD = 5,7) που έδειξε ότι δεν είναι ένας πληθυσμός 

προχωρημένης ηλικία της μητέρας (μία κοινή ένδειξη για την 

αμνιοπαρακέντηση). Δυστυχώς, μια μελέτη με τυχαία δειγματοληψία των 

εγκύων γυναικών στο δεύτερο τρίμηνο της εγκυμοσύνης δεν είναι 

δυνατόν να διεξαχθεί. 

Μια άλλη σκέψη στα συμπεράσματά μας θα ήταν να εξετάσουμε αν η 

συσχέτιση μεταξύ της μακροσωμίας του εμβρύου και των υψηλών 

επιπέδων των οργανοφωσφορικών στο αμνιακό υγρό μπορεί να 

προκληθεί μέσω διαταραχών του μεταβολισμού της  γλυκόζης της 

μητέρας. Μελέτες σε ανθρώπους και ζώα έχουν δείξει ότι η μακροχρόνια 
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έκθεση στα οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα μπορεί να σχετίζεται με 

αυξημένο κίνδυνο ανάπτυξης διαβήτη (Slotkin TA et al. 2005, 

Montgomery MP et al. 2003, Slotkin TA et al. 2011). Συγκεκριμένα, ο 

Slotkin έχει αποδείξει ότι όταν νεογνά αρουραίων που εκτέθηκαν σε 

οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα στην πρώιμη ζωή, εμφάνισαν 

παχυσαρκία και μεταβολική δυσλειτουργία που μοιάζει με προδιαβήτη 

(Slotkin TA et al. 2011). Επιπλέον, υπάρχουν όλο και περισσότερες 

ενδείξεις για μια ισχυρή και συνεχής συσχέτιση των επιπέδων γλυκόζης 

της μητέρας κάτω από τα διαγνωστικά στοιχεία του διαβήτη με το 

αυξημένο βάρος γέννησης (Metzger BE et al. 2008). Με βάση όλες αυτές 

τις παρατηρήσεις από προηγούμενες μελέτες, θα μπορούσε να προταθεί 

ότι η συσχέτιση μεταξύ μακροσωμίας και οργανοφωσφορικών στην 

μελέτη μας διαμεσολαβείτε από ένα διαταραγμένο μεταβολισμό 

γλυκόζης της  μητέρας σε γυναίκες που εκτίθενται σε οργανοφωσφορικά. 

Στο πληθυσμό της μελέτης μας, ωστόσο, δεν υπήρχαν γυναίκες με 

προϋπάρχον διαβήτη. Επιπλέον, η διάγνωση του διαβήτη κύησης γίνεται 

αργότερα κατά την εγκυμοσύνη μεταξύ 24 και 28 εβδομάδων κύησης 

μετά από δοκιμή ανοχής γλυκόζης. Δυστυχώς, δεν έχουμε αυτά τα 

δεδομένα από την ομάδα μας και δεν είμαστε σε θέση να υποστηρίξουμε 

περαιτέρω αυτή την υπόθεση. Ένας άλλος μηχανισμός που θα μπορούσε 

να προταθεί είναι ένας οργανοφωσφορικά-μεταβαλλόμενος κίνδυνος 

δυσανεξίας στη γλυκόζη μέσω προηγούμενης γενετικής έκθεσης. 

Υπάρχουν αυξανόμενα αποδεικτικά στοιχεία που υποστηρίζουν την 

επιγενετική διαγονιδιακή κληρονόμηση της νόσου που εκδηλώνεται 

στους ενήλικες και την φαινοτυπική παραλλαγή που μεσολαβείτε εν 

μέρει από επιγενετικούς μηχανισμούς, καθώς τα φυτοφάρμακα φαίνεται 

να τροποποιούν τα επίπεδα μεθυλιώσεως του γονιδίου του εκκινητή του 

DNA (Anway MD et al. 2006, Skinner MK et al. 2012, Zhang X et al. 



80 
 

2012). Ωστόσο, αυτή η συσχέτιση δεν μπορεί να υποστηριχθεί από το 

διεξαγωγή της παρούσας μελέτης και απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση. 

 

 

4.5 Συμπεράσματα 

 

Το αμνιακό υγρό ως βιολογικό υλικό είναι χρήσιμο για την μέτρηση 

φυτοφαρμάκων, διότι μας δείχνει συσσωρευμένη έκθεση και δρα ως 

αποθηκευτικό μέσο, ενώ στα ούρα και στο αίμα τα φυτοφάρμακα 

μεταβολίζονται γρήγορα. Το αμνιακό υγρό θα μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί και για μέτρηση – ανίχνευση και άλλων 

περιβαλλοντικών μολυντών. 

Το αμνιακό υγρό μας δείχνει άμεση έκθεση του εμβρύου στα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα ενώ όλες σχεδόν μέχρι τώρα μελέτες 

μας δείχνουν έμμεση έκθεση με μετρήσεις στα βιολογικά υλικά της 

μητέρας (ούρα , αίμα). Επίσης  μας δείχνει έκθεση από το δεύτερο 

τρίμηνο, που είναι μια ευαίσθητη περίοδος για την ανάπτυξη του 

εμβρύου. Επομένως τα DAPs στο αμνιακό υγρό μπορεί να θεωρηθούν ως 

βιοδείκτης για την αξιολόγηση της εμβρυϊκής έκθεσης του εμβρύου σε 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα. 

Υπάρχει μια συσχέτιση μεταξύ της ενδομήτριας έκθεσης στα 

οργανοφωσφορικά φυτοφάρμακα και της επίπτωσης των 

βραχυπρόθεσμων και μακροπρόθεσμων επιπτώσεων στην υγεία. Τα 

μακροσωμικά νεογνά (>97η  ε.θ.) βρέθηκαν να έχουν υψηλότερα επίπεδα 

sumDMPs. 

Συνολικά, τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης καταδεικνύουν ότι τα 

DAPs στο αμνιακό υγρό μπορεί να θεωρηθούν ως δυνητικός βιοδείκτης 

για την αξιολόγηση της εμβρυϊκής έκθεσης σε οργανοφωσφορικά. 
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Ακόμη υπήρχε μια εποχιακή διακύμανση στις μέσες τιμές των 

μεταβολιτών  sumDMPs και sumDEPs, που επηρεάζεται από τους 

ψεκασμούς στις αντίστοιχες περιόδους των γεωργικών καλλιεργειών. 

Ανάμεσα στις αγροτικές και αστικές περιοχές δεν υπήρχε διαφορά, ούτε 

στην συχνότητα ανίχνευσης μεταβολιτών sumDAPs (97,8% στις αστικές 

vs 97,9% στις αγροτικές), ούτε στις διάμεσες τιμές των μεταβολιτών. 

Έτσι καθώς στην μελέτη μας δεν υπήρχε επαγγελματική έκθεση, τελικά η 

διατροφή και η οικιακή χρήση φυτοφαρμάκων φαίνεται ότι είναι οι 

κύριες πηγές προγεννητικής έκθεσης του εμβρύου. 

Τα ευρήματά μας προστίθενται στο αυξανόμενο σώμα της 

βιβλιογραφίας σχετικά με την ευαισθησία της ανάπτυξης του εμβρύου 

στην έκθεση των οργανοφωσφορικών φυτοφαρμάκων με άμεσο τρόπο 

παρά με τα δεδομένα  βιολογικής παρακολούθηση της μητέρας. Το 

επόμενο βήμα θα είναι να συγκρίνουμε τα επίπεδα των DAPs στο 

αμνιακό υγρό και στο μητρικό αίμα στην ίδια ομάδα των εγκύων 

γυναικών και να αξιολογήθει εάν υπάρχει κάποια σχέση μεταξύ των 

επιπέδων DAP στο αμνιακό υγρό και στη νευροανάπτυξη σε αυτά τα 

έμβρυα. Απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για τον προσδιορισμό της 

εμμονής αυτών των συσχετίσεων και τη γενικευσιμότητα τους σε άλλους 

πληθυσμούς και να αντιμετωπίστουν οι ανησυχίες σχετικά με τις πιθανές 

επιπτώσεις στην υγεία της  προγεννητικής  και μεταγεννητικής έκθεσης 

στα φυτοφάρμακα και να αναπτυχθούν κατάλληλες ρυθμιστικές δόσεις 

αναφοράς. 
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a  b  s  t  r  a  c  t

The  aim  of  this  study  was  to evaluate  fetal  exposure  to organophosphate  pesticides  (OPs)  by  measur-
ing  their  non-specific  dialkyl-phosphate  metabolites  (DAPs)  in  amniotic  fluid  (AF),  and  to examine  the
potential  association  between  prenatal  exposure  and  fetal  growth.  AF samples  were  collected  from  415
women  during  the  second  gestational  trimester.  The  determined  OPs metabolites  were  DMP,  DMTP,
DEP,  DETP,  and DEDTP.  DAPs  were  extracted  by liquid–solid  extraction,  derivatized  and  analyzed  by  gas
chromatography–mass  spectrometry.  97.8%  of  AF  samples  were  positive  for at least  one  DAP.  DAPs  levels
did  not  differ  between  urban  and rural  areas.  Macrosomic  neonates  have  significantly  higher  sum  lev-
irth weight
ialkyl phosphates
etal exposure
etal growth
as chromatography–mass spectrometry
rganophosphate pesticides

els of DMPs  (p =  0.043),  which  exerted  a linear  positive  association  with  birth-weight  centile (b  =  4.43,
p  =  0.016).  Conclusively,  as  DAPs  are  detectable  in  AF  they  may  be used  as a potential  biomarker  of fetal
exposure  to OPs.  Sum  levels  of DMPs  appear  to be  associated  with  birth  weight  independently  of  other
covariates.

© 2014  Published  by Elsevier  Inc.
regnancy

. Introduction

The residents of the island of Crete, Greece are a mixture
f rural and urban population whose most important source of
ncome is agriculture, mainly based on the production of olive
il, vegetables and fruits. In these types of crops, organophos-
hate pesticides (OPs) consist of a class of widely used neurotoxic

nsecticides and it is well established that environmental and/or
ietary exposure to OPs results in the bioaccumulation of these
hemicals in the human body, especially in adipose tissue, urine

nd breast milk [1–6]. During pregnancy, OPs which are lipophilic
hemicals stored in maternal adipose tissue can be mobilized
o the blood stream reaching the fetus through the placenta

Abbreviations: AF, amniotic fluid; CV, coefficient of variability; DAPs, dialkyl
hosphate metabolites; DEDTP, diethyl dithiophosphate; DEP, diethyl phosphate;
ETP, diethyl thiophosphate; DMP, dimethyl phosphate; DMTP, dimethyl thio-
hosphate; OPs, organophosphate pesticides; GC–MS, gas chromatography–mass
pectrometry; sumDMPs, sum levels of DMP  and DMTP; sumDEPs, sum levels of
EP, DETP and DEDTP; sumDAPs, sum levels of DMP, DMTP, DEP, DETP and DEDTP.
∗ Corresponding author at: Department of Obstetrics and Gynecology, University
ospital of Heraklion, Crete 71201, Greece. Tel.: +30 2810392335;

ax: +30 2810392133.
E-mail address: stavros.sifakis@yahoo.com (S. Sifakis).

ttp://dx.doi.org/10.1016/j.reprotox.2014.03.010
890-6238/© 2014 Published by Elsevier Inc.
[7]. The next step is their rapid metabolism in the human body
by hydrolysis or oxidative desulfuration, giving the non-specific
metabolites dimethyl phosphate (DMP), dimethyl thiophosphate
(DMTP), dimethyl dithiophosphate (DMDTP), diethyl phosphate
(DEP), diethyl thiophosphate (DETP), and diethyl dithiophosphate
(DEDTP), referred as dialkyl phosphate metabolites (DAPs) [7–9].
These metabolites are polar water-soluble compounds and are used
as biomarkers of OPs exposure on human population in various bio-
logical samples such as blood, urine, post-mortem tissue, hair, AF
and meconium [2–4,10–12].

Maternal exposure to pesticides during pregnancy is a topic
of major public concern as there are human and animal studies
that associate the prenatal exposure to these compounds with
aberrations in neuronal proliferation, migration, differentiation,
synaptogenesis, myelination, and apoptosis. Prenatal exposure
to organochlorine pesticides has been associated with adverse
effects in neurodevelopment and growth in infancy and childhood
[13–15]. Similarly, significant associations have been reported after
prenatal exposure to OPs with structural changes in the developing
human brain in terms of abnormal reflexes [16], reduced cognitive

abilities [17–19], and attention problems [20,21]. Recent studies
associate the prenatal exposure to OPs with pregnancy-associated
complications such as shorter length of gestation and lower birth-
weight [22]. In addition, there is increasing evidence in support of a

dx.doi.org/10.1016/j.reprotox.2014.03.010
http://www.sciencedirect.com/science/journal/08906238
http://www.elsevier.com/locate/reprotox
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.reprotox.2014.03.010&domain=pdf
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otential link between increased risk for childhood leukemia, brain
ancer, neuroblastoma, non-Hodgkin’s lymphoma, Wilms’ tumor,
nd Ewing’s sarcoma with pesticide exposure [23,24]. Although
here is an increasing number of studies that determine pesticide

etabolites levels in maternal urine or serum samples, there is
o extending literature for measuring pesticides or metabolites

n AF samples [25–27], and there is only one study that evaluates
P metabolite levels in AF [28]. The concentration of OP metabo-

ites in AF collected during amniocentesis from pregnant women
ho are exposed to pesticides through a number of sources, includ-

ng residential and agricultural applications, is likely to be a useful
iomarker of direct fetal exposure to these chemicals between 16th
nd 20th weeks of gestation which is a critical period for the devel-
ping embryo.

The aim of this study was first, to determine the presence of OP
on-specific metabolites (DAPs) in AF as an index for in utero expo-
ure to these contaminants among a cohort of pregnant women
n the island of Crete and second, to evaluate any potential link
etween prenatal exposure to OPs and birth weight. This is in con-
inuation and advancement of the authors’ studies hitherto focused
n the determination of the parent compounds in fetal and mater-
al compartments [1–6,9].

. Materials and methods

.1. Study’s design

The study was carried out between August 2006 and May  2008.
15 women with singleton pregnancies, who  were permanent
esidents of Crete for at least two years, were enrolled. Women
ere recruited at the time of referral for amniocentesis to the

etal-Maternal Unit, Department of Obstetrics and Gynecology,
niversity Hospital of Heraklion, Crete, Greece. The indications

or referral included increased risk for chromosomal abnormalities
based on advanced maternal age or the results of the first trimester
ombined test for fetal aneuploidies, or sonographically detected
arkers or abnormalities between 18 and 22 weeks of gestation)

uspicion of genetic syndromes or increased risk for single gene dis-
rders (based on history or sonographic findings), abnormal fetal
rowth, and suspicion of congenital infection. Written informed
onsent was obtained from each woman that agreed to participate.
he Ethics Committee of the University Hospital of Crete approved
he study’s protocol.

.2. Data collection

82.5% of the amniocenteses were carried out between 16th and
0th weeks of gestation and an additional volume of 8–10 ml  of AF
as obtained during each procedure. Each AF sample was frozen at
20 ◦C immediately after collection. The samples were analyzed to

he laboratory of Toxicology, Medical School, University of Crete.
he participants were asked to complete a detailed questionnaire
bout their medical history, demographic data, socioeconomic sta-
us, occupational and residential status and exposure to other
otentially embryotoxic factors.

.3. Materials and assays

Diethyl ether (95.5%), toluene (99.5%), hydrochloric acid (37%),
atriumdisulfit (98%) and potassium carbonate were obtained

rom Merck (Darmstadt, Germany). Dimethyl phosphate (DMP,

8%) and dimethyl chlorothiophosphate (DMClTP, 97%) were pur-
hased from Acros Organics (Geel, Belgium). Diethyl phosphate
DEP, 98.9%) was obtained from Chem Service (West Chester, USA),
,O-diethyl thiophosphate potassium salt (DETP, 98%) and diethyl
 Toxicology 46 (2014) 98–105 99

dithiophosphate salt (DEDTP, 95%) from Sigma–Aldrich (Stein-
heim, Germany). Methanol and acetonitrile, both HPLC-grade,
were purchased from Roth (Karlsruhe, Germany). Sodium chloride
(NaCl) was  from Riedel-de Haen (Seelze, Germany). The deriva-
tization agent 2,3,4,5,6-pentafluoro benzylbromide (PFBBr, 99%)
was purchased from Sigma–Aldrich (Steinheim, Germany) and
water (LC–MS grade) from Sigma–Aldrich (Buchs, Switzerland).
The synthesis of dimethyl thiophosphate (DMTP) was achieved
by hydrolysis of 5 g of DMCITP in a solution of 40 ml  of HPLC
grade water–acetonitrile (10:30, v/v) and triethylamine (3 ml).
After hydrolysis, acetonitrile was  added in order to achieve a final
volume of 200 ml  [9,29].

2.4. Stock solutions

Stock solutions (1 mg/ml) of each individual DAP were prepared
in methanol and stored at −20 ◦C. Mixed working solutions of DMP,
DEP, DMTP, DETP and DEDTP were prepared monthly and stored at
0 ◦C, in the dark, covering concentration range from 0 to 500 ng/ml.

2.5. Sample treatment

2.5.1. Liquid–liquid extraction
AF samples were treated according to previously reported pro-

cedure by Ueyama et al. [30] with slight modifications. Briefly,
5 ml  of AF were transferred to a clean 15 ml screw-top glass vial.
Four grams of NaCl, 1 mL  of HCl (6 M),  50 mg  of Na2S2O5 were
added. Liquid–liquid extraction was  performed by adding 4 ml  of
diethyl ether–acetonitrile (1:1, v/v) followed by mechanical shak-
ing for 5 min. After the extraction, the samples were centrifuged at
2000 × g (5 min) at 4 ◦C. The supernatant was collected in another
vial containing 15 mg  of K2CO3 and the liquid–liquid extraction step
was repeated. The two extracts were combined and evaporated to
dryness under a stream of nitrogen at 30 ◦C.

2.5.2. Derivatization procedure
Fifteen milligrams of K2CO3 was added to the residue, which was

reconstituted in 1 ml  of acetonitrile and 0.1 ml of PFBBr in acetoni-
trile (1:3, v/v) and incubated in a water bath at 80 ◦C for 30 min with
occasional shaking [30]. After incubation, the mixture was  brought
to room temperature and acetonitrile was evaporated to dryness
under a stream of nitrogen at 35 ◦C. The residue was  dissolved in
50 �l of toluene and 2 �l was injected to GC–MS.

2.6. Chromatography and mass spectrometry conditions

Electron ionization mass spectrometric analysis was  per-
formed on a GC-2010 Shimadzu system equipped with a BPX5
(30 m × 0.25 mm × 0.25 �m)  capillary column (SGE, Argent Place,
Ringwood, Victoria, Australia). Pure helium (99.999%) was used as
a carrier gas. The column temperature was initially held at 60 ◦C for
1 min, raised to 180 ◦C at 20 ◦C/min, held for 1 min, raised to 250 ◦C
at 4 ◦C/min, held for 1 min  and finally raised to 300 ◦C, at 25 ◦C/min.
The injector, interface and ion source temperatures were 270 ◦C,
310 ◦C and 230 ◦C, respectively.

Quantitative analysis was  performed in selected ion monitoring
(SIM) mode with a total run time 32.2 min  per sample, using one
target ion for quantification and one fragment ion for confirmation
for each DAP. Specifically, m/z = 110, 306 for DMP; 258, 334 for DEP;
322, 211 for DMTP; 350, 274 for DETP; 366, 185 for DEDTP; and 335
for DBP (IS) [4,9].
2.7. Data management and statistical analysis

Exploratory data analysis was carried out to investigate the
distributions of the examined continuous variables. Normality of



1 uctive Toxicology 46 (2014) 98–105

t
p
d
a
n
w
f
t
c

b
e
c
a
l
s
r
m
g
A
i
t
s

3

3

5
s
f
2
s
p
e
D
t
n
f
o
c
c
f

3

e
5
s
i
D
1
o
t
p
c
c
a

t
i
t

Table 1
Demographic characteristics and medical history of the study’s sample.

Variable Subgroups N %

Age groups ≤25 54 13.0
26–30 77 18.6
31–35 133 32.0
36–40 128 30.8
41+ 23 5.5

Region of living Urban 271 65.3
Rural 144 34.7

Place of birth Greece 361 87.0
Other 54 13.0

Agriculture work No 390 94.0
Yes 25 6.0

Agricultural activities No 288 69.4
Yes 127 30.6

Insecticides use at
home

No 278 67.0
Yes 137 33.0

Education Primary 40 9.7
Secondary (Gymnasium) 66 16.0
Secondary (Lyceum) 228 55.3
Post-Lyceum 42 10.2
University 36 8.7

Parity 0  138 33.3
1  151 36.5
2  86 20.8
≥3 39 9.4

Abortion 0  334 80.7
>1 80 19.3

Admission in pregnancy No 365 88.4
Yes 48 11.6

Smoking before pregnancy No 202 51.8
Yes 188 48.2
00 D. Koutroulakis et al. / Reprod

he studied parameters was assessed by Shapiro Wilk test. Com-
arisons among groups for variables that demonstrated Gaussian
istribution was done by independent samples t-test and one-way
nalysis of variance (ANOVA), whereas for skewed parameters,
on-parametric Mann–Whitney U test, and Kruskal–Wallis test
ere applied. Dialkylphosphate metabolites were log10 trans-

ormed to approximate Gaussian distribution for the purpose of
he subsequent regression analysis. Dichotomous variables were
ompared by chi-square test.

We  plotted biometric parameters namely head circumference,
ody length, weight and body mass index, to published refer-
nce ranges, to obtain the corresponding centiles [31,32]. We
onstructed multiple linear regression models to investigate the
ssociation between the levels of sum of dialkylphosphate metabo-
ites (dimethyl metabolites – sumDMPs, diethyl metabolites –
umDEPs, dialkyl metabolites – sumDAPs) and neonatal biomet-
ic indices after adjustment for the potential confounding effect of
aternal age (in years), gestational age at delivery (weeks), neonate

ender (male or female) and exposure to pesticides (sum of DAPs).
 limit of a 0.200 was set for independent variables to be included

n the linear models. An IBM SPSS Statistics 21.0 was used for sta-
istical analysis of data and a level of significance of a = 0.05 was
et.

. Results

.1. Linearity, limits of determination and extraction recoveries

Mix  DAPs solutions with concentrations 0, 25, 50, 100, 250 and
00 ng/ml were used to prepare the standard curves. Pooled AF
amples, with DAP levels below LOQ values, were used as blank
or the preparation of spiked solutions in concentrations 0, 0.125,
.5, 0.5, 1, 2.5 and 5 ng/ml. Peak area ratios (DAP response/internal
tandard response) were used for quantification. The spiked sam-
le curves were linear in the above concentration range for all DAPs
xamined, with r2 = 0.9841 for DMP; 0.9923 for DEP; 0.9761 for
MTP; 0.9972 for DETP; and 0.9934 for DEDTP. The limit of quan-

ification (LOQ) of the method was calculated based on the signal to
oise ratio being 10 and defined as 0.13, 0.07, 0.05, 0.05, 0.04 ng/ml

or DMP, DEP, DMTP, DETP and DEDTP, respectively. The recovery
f the extraction method was estimated on spiked AF samples at six
oncentrations levels (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2.5 and 5 ng/ml), in tripli-
ate. The mean recovery was 59.2% for DMP, 62.0% for DEP, 113.3%
or DMTP, 114.4% for DETP and 67.8% for DEDTP.

.2. Method precision and accuracy

The precision of the method was evaluated by preparing and
xtracting blank spiked AF samples at concentrations of 2.5 and

 ng/ml for each DAP and then injecting them into the GC–MS
ystem during one working day (within-day precision) or dur-
ng consecutive working days (between-day precision). For DMP,
EP, DMTP, DETP and DEDTP the within-day precision (% RSD) was
8.4%, 4.9%, 4.6%, 0.1% and 0.5%, respectively, at the concentration
f 2.5 ng/ml, and 2.5%, 2.8%, 16.4%, 4.5% and 4.6%, respectively, at
he concentration of 5 ng/ml. The values (% RSD) of between-day
recision was 27.1%, 11.5%, 12.9%, 0.4%, 1.1%, respectively, at the
oncentration 2.5 ng/ml and 0.5%, 3.5%, 11.6%, 1.0% and 3.2% at the
oncentration of 5 ng/ml respectively for DMP, DEP, DMTP, DETP
nd DEDTP.
For the estimation of accuracy four spiked AF samples at concen-
rations of 0.25, 0.5, 1 and 2.5 ng/ml were prepared and extracted
n five consecutive working days and injecting into the GC–MS sys-
em. The mean accuracy of the method at the above spiked levels
Smoking during pregnancy No 209 68.1
Yes 98 31.9

was estimated at 81.2%, 83.3%, 99.5%, 114.9% and 104.5% for DMP,
DEP, DMTP, DETP and DEDTP, respectively.

3.3. Maternal characteristics

The study population consisted of 415 women  carrying a sin-
gleton pregnancy. The demographic characteristics are presented
in Table 1. Twenty two pregnancies resulted in either fetal demise
or termination of pregnancy due to chromosomal abnormalities
or major fetal defects. Mean maternal age was 32.7 (SD = 5.7). The
mean gestational age at amniocentesis was 18.5 weeks (SD = 2.5).

3.4. Biological monitoring

Univariate comparisons did not reveal any statistically sig-
nificant difference between rural and urban population, for the
subgroup of women with positive samples (>LOQ) for sumDAPs,
sumDMPs and sumDEPs (Table 2).

Exposure to OPs, expressed as sums of DMPs, DEPs, DAPs in AF
samples ranged from 0.07 to 222.9 ng/ml, 0.19 to 254.3 ng/ml, and
0.05 to 252.6 ng/ml, respectively. DEP was the metabolite with the
higher frequency of detection (90.5%), followed by DETP (74.0%),
DMP (60.0%) and DEDTP (39.5%) (data not shown in tables for sim-
plicity reasons).

The sample was stratified by maternal age (≤25, 26–30, 31–35,
36–40, >41). Analysis of the variance demonstrated that the levels
of sumDMPs, sumDEPs and sumDAPS in AF samples did not differ
significantly amongst the examined age subgroups (Table 2). Log10-
transformed levels of sumDMPs and sumDEPs were significantly
correlated (Pearson correlation coefficient, r = 0.453, p < 0.001). The

abovementioned association is graphically depicted in Fig. 1. More-
over, comparisons between the levels of the individual DAPs in
pairs, showed the existence of positive correlations (p < 0.002).
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Table  2
Levels of dialkyl phosphate metabolites (DAPs) in amniotic fluid for different regions of living and age groups.

Area Na %b Meanc ±SD 25th 50th 75th p

sumDMPs Urban 198 73.1 7.1 22.5 1.1 2.4 4.9 0.885
Rural  100 69.4 7.5 19.2 1.4 3.3 7.3

sumDEPs Urban 263 97.0 5.8 17.6 0.6 1.7 4.9 0.571
Rural  138 95.8 6.8 15.7 0.8 1.7 5.8

sumDAPs Urban 265 97.8 11.0 26.5 1.7 4.4 10.7 0.730
Rural  141 97.9 11.9 23.1 1.9 4.9 13.0

Age  groups N % Mean ±SD 25th 50th 75th p

sumDMPs ≤25 39 72.2 5.3 9.5 1.5 2.9 5.2 0.864
26–30 51 66.2 8.9 31.1 1.0 2.1 5.6
31–35 99  74.4 8.4 22.7 1.1 2.9 6.4
36–40  94 73.4 6.0 18.9 1.3 2.4 4.6
41+  15 65.2 5.9 7.6 1.9 3.6 4.9

sumDEPs ≤25 53 98.1 6.6 13.9 0.9 2.0 6.2 0.648
26–30  73 94.8 6.2 12.7 0.8 2.5 6.1
31–35  129 97.0 4.6 7.8 0.5 1.3 4.9
36–40  124 96.9 7.8 26.2 0.7 1.5 5.2
≥41  22 95.7 4.3 5.8 0.9 2.5 4.7

sumDAPs ≤25 53 98.1 10.5 15.8 2.0 5.9 12.7 0.951
26–30  74 96.1 12.2 28.9 1.6 5.4 13.2
31–35 130 97.7 11.0 22.5 1.6 4.4 12.4
36–40  126 98.4 12.1 30.8 1.9 4.3 10.4
≥41  23 100.0 7.9 8.1 2.6 4.4 8.9

T
D

h
i
t
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F
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a N: number of AF samples.
b %: percentage of positive samples.
c Mean: Mean values (ng/ml).

he strength of the associations ranged from 0.194 to 0.941 for
EP/DEDTP and DETP/DEDTP, respectively (data not shown).

We subdivided the neonates according to their birth weight and
ead circumference centile. Subsequently we stratified neonates

nto 5 distinct subgroups by using the calculated centiles (<3th cen-
ile, 3–10th centile, 10–90th centile, 90–97th centile, >97th centile).
he respective comparisons between groups, categorized by the
iometric indices, are presented in Table 3. Overall the magnitude
f biometric parameters was not associated with the levels of DAPs,
xcept for the birth weight. In particular, ANOVA has shown that for
he levels of sumDMPs statistically significant differences exist for
he different subgroups. The group of macrosomic neonates (>97%)
ad the highest levels of sumDMPs (median = 4.6 ng/ml). Further-

ore we found that there is no effect of neonatal gender in the

evels of DAPs (Table 3).

ig. 1. Correlation of logarithmically transformed levels of sumDMP and sumDEP
easured in amniotic fluid.
We constructed multiple linear regression models to describe
the potential association between sumDMPs, sumDEPs and sum-
DAPs treated as dependent variables whereas birth weight and
head circumference were the predictors. The aforementioned asso-
ciations were adjusted for the confounding effect of neonatal
gender, maternal age, agricultural activities and gestational age at
amniocentesis. SumDMPs was  positively related with birth weight
centile (Table 4). The remaining DAPs were not correlated with
biometric indices. Similar results were found after missing data
imputation with LOD/2 values. However, the relation between
sumDMPs and biometric parameters was  attenuated being at the
same level of statistical significance.

4. Discussion

Our study describes a sensitive analytical method for the mea-
surement of OP non-specific metabolites in AF. We  investigated
the potential value of DAPs as biomarkers of the fetal exposure to
OPs. DAPs were correlated with maternal characteristics and fetal
biometric parameters. Macrosomic neonates were found to have
higher levels of sumDMPs. Interestingly, birth weight centile was
positively associated with sumDMPs in a linear regression model
after adjustment for the confounding effect of demographic charac-
teristics. This novel finding suggests a continuous linear relation for
the whole range of the birth weight distribution. Specifically, the
deviation of birth weight from the expected median, as expressed
by the computed centile, appears to be correlated with the levels
of sumDMPs, rather than the absolute birth weight. The presented
data are in agreement with our previous study that demonstrated
that significant levels of OPs metabolites exist in meconium [9].
Thus, we provide evidence for pervasive fetal exposure to OPs  in the
second trimester of pregnancy. To the best of our knowledge this is
the second study that analyzes AF samples. Our study was carried
out in an area with increased exposure to the examined chemical

compounds due to extensive occupational and residential use.

A significant literature has linked intra-uterine pesticide expo-
sure with adverse neurodevelopmental and fetal growth outcomes
[33–37]. Consequently research has focused in the evaluation of
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Table 3
Median (2nd) and quartiles (1st and 3rd) of sum DMPs, DEPs and DAPs of positive samples.

sumDMPs sumDEPs sumDAPs

1st 2nd 3rd 1st 2nd 3rd 1st 2nd 3rd

Gender
Male (214) 1.4 2.8 5.6 0.7 1.5 4.9 1.7 4.5 11.4
Female (185) 1.1 2.7 5.2 0.5 2.0 5.6 1.7 4.7 11.9

p* 0.431 (0.547) 0.849 (0.858) 0.686 (0.924)

BW  (centile)
≤3% (24) 0.9 1.6 4.1 0.6 1.1 1.9 1.6 4.4 11.5
3–10%  (23) 1.0 2.1 3.6 0.3 .8 3.0 1.6 3.6 15.7
10–90% (305) 1.3 2.9 5.7 0.4 1.5 5.1 2.4 5.9 12.3
90–97% (17) 1.0 2.2 2.9 0.2 6.7 16.5 1.3 17.1 30.9
>97% (19) 2.2 4.3 6.0 0.8 1.1 3.2 3.2 5.9 9.2

p** 0.043 (0.186) 0.314 (0.387) 0.422 (0.605)

HC  (centile)
≤3% (23) 1.1 2.7 3.3 0.4 0.9 2.3 1.9 3.7 6.2
3–10%  (40) 1.3 3.0 6.5 0.6 1.1 12.4 3.7 8.8 16.0
10–90% (289) 1.3 2.6 5.3 0.4 1.5 5.0 2.3 5.7 13.1
90–97% (12) 1.5 5.7 8.0 0.7 1.2 8.3 2.4 8.3 15.7
>97%  (20) 0.4 2.7 3.9 0.4 0.5 1.7 0.7 3.1 5.6

p** 0.817 (0.655) 0.714 (0.585) 0.698 (0.549)

B
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W:  birth weight; HC: head circumference.
* p: values as resulted from independent samples t-test and Mann–Whitney (ins

** p: values as resulted from one-way ANOVA and Kruskal–Wallis (inside brackets

arkers for fetal exposure to these chemicals. The majority of
tudies that examined the relation of prenatal OP exposure with
erinatal outcomes, measured DAP metabolite concentrations in
aternal urinary samples or maternal serum. However, the main

rawback of these studies is that the exposure to OPs suggested
y measurements in the above mentioned biological materials

s rather a temporary than a long-term indicator; only after the
xamination of samples such as meconium or amniotic fluid can
stimates be made of pesticide exposures at earlier gestational
eeks in pregnancy. The results of previous studies are consistent

nd reproducible and DAP metabolites were detected in the vast
ajority of the examined populations with percentages varying

rom 92.7% to 100% [18,21,22,38,39]. However, the lack of estab-
ished physiologically based pharmacokinetic models which will
erve as valuable tools for estimating fetal exposure based only on
aternal biologic samples explains the research interest in other

ources such as meconium and AF to evaluate direct fetal expo-
ure. Meconium is likely to represent exposures from the second

rimester through delivery whereas AF collected during amnio-
entesis is the only biologic medium available that can be used
o characterize fetal exposure between 16th and 20th weeks of
estation when fetuses are particularly vulnerable to the adverse

able 4
esults of multiple linear regressions for the prediction of sumDMPs, sumDEPs and sum
ctivities, gestational week at sampling and neonatal gender.

Somatometric data of neonates sumDMPs 

Weight (percentiles)
Beta (95%CI) 4.43 (0.83–8.03) 

p-Value  0.016 

Head  circumference (percentiles)
Beta (95%CI) 2.11 (−1.43 to 5.65) 

p-Value  0.242 

sumDMPs*

Weight (percentiles)
Beta (95%CI) 2.65 (0.20–5.01) 

p  value 0.034 

Head circumference (percentiles)
Beta (95%CI) 0.98 (−1.43 to 3.40) 

p-Value  0.425 

* Values of pesticides with an asterisk are referred to missing values which imputed w
ckets) tests.
s.

health effects induced by environmental contaminants due to rapid
growth and development and limited ability to detoxify harmful
substances [28,33].

Amniotic fluid surrounds and protects the developing embryo
and fetus. At the beginning of the 11th week of gestation, the
fetus begins to produce urine that enters the AF which in turn is
swallowed by the fetus and absorbed by the gastrointestinal and
respiratory tracts [40]. Toxic substances can be excreted in the AF
via the placenta or can be transferred directly from maternal blood
through the amniotic sac [41]. In the studies that measure DAPs in
amniotic fluid samples [28, present study] there is no a clear expla-
nation about the mechanism of transport of these water-soluble
metabolites across the placenta. In our study, almost all AF sam-
ples (97.8%) provided at least one positive pesticide metabolite
(DMP, DEP, DMTP, DETP, DEDTP), which are common metabolites
of about 75% of the OPs. The presence of DAPs metabolites indi-
cates exposure to one or more OP pesticides but does not indicate
exposure to any particular pesticide. The ability to identify spe-

cific OP exposures would improve etiological studies because OPs
differ widely in their use and relative toxicity. The fact that there
was no difference between urban and rural population (97.8% in
urban areas vs. 97.9% in rural areas) makes difficult to pinpoint if

DAPs levels by biometric indices after adjustment for maternal age, agricultural

sumDEPs sumDAPs

0.88 (−1.55 to 3.31) 3.43 (−0.13 to 6.99)
0.478 0.059

−0.20 (−2.57 to 2.17) 0.83 (−2.66 to 4.32)
0.867 0.641

sumDEPs* sumDAPs*

0.76 (−1.57 to 3.10) 3.51 (−0.04 to 7.03)
0.521 0.050

−0.34 (−2.63 to 1.95) 0.78 (−2.68 to 4.24)
0.770 0.657

ith LOD/2.
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Fig. 2. Time dependence of sum of DA

he dominant source of exposure is the diet and home pesticide
se or agriculture. There is also a seasonal variation in the levels of
APs which can be explained by the use of specific OPs in certain

ypes of cultivations (Fig. 2). The sumDMPs showed elevated levels
n autumn of 2006 and 2007 and spring 2008. DMPs derived of O,O-
imethyl-substituted OPs such as malathion and dimethoate which
re used for spraying apple, pear, apricot, cherry, peach, grapevine,
gs, olives, vegetables, and other common agricultural products

n Crete and oxydemeton methyl is used as insecticide. The most
robable cause of increased dimethyl phosphate metabolite lev-
ls in the autumns of 2006 and 2007 is the systematic spraying of
live oil trees for dacus oleae using fenthion and dimethoate during
he period between August and September which was approved by
he Ministry of Rural Development & Food in Greece. The sumDEPs
howed elevated levels in winter 2006–2007 and autumn 2007.
EPs derived from O,O-diethyl-substituted OPs such as chlorpyri-

os and diazinon and their elevated levels may  be due to the
idespread use of diazinon in vineyards and fruit. In addition,

ur results showed that maternal age does not affect the levels
f sumDAPs (p > 0.400). Based on Spearman’s rho coefficients, all
easured DAPs in AF seem to positively associate with each other

p < 0.002) and this could possibly be attributed to the concomitant
xposure of the participants in methyl and ethyl OPs.

To the best of our knowledge, there is only one previous pilot
tudy conducted by Bradman et al. [28], in an agricultural area
n California and evaluated the presence of synthetic pyrethroids,
hemical-specific and class-specific metabolites of OP pesticides,
arbamates, herbicides, and pesticides with chlorinated phenol
etabolites, such as disinfectants in AF. This research group applied
C/MS analysis in 20 AF samples collected during amniocentesis
nd found that five of 20 samples (25%) in the nonspecific OP pes-
icide metabolite assay had detectable levels of DEP (2 samples,

0%), DMP  (2 samples, 10%), or DMTP (1 samples, 5%), with concen-
rations ranging from 0.26 to 0.43 �g/L [28]. Possible explanations
or the rather low frequency of detection levels of the chemicals
etected in this study compared with our findings may  include
tabolites measured in amniotic fluid.

technical improvements in the laboratory methods applied result-
ing in high sensitivity and lower detection limits, our large sample
size, differences in the target population and the wide use of pes-
ticides in the region of Crete. Similar inconsistency is observed
among studies that evaluate the level of contamination of AF by
other classes of pesticides such as organochlorines for which one
research group recruited 100 pregnant women from Tenerife island
and showed some detectable OC-residue in the majority of the AF
samples (67%) though a longitudinal study in 323 pregnant women
from Western Canada concluded that there were no organochlo-
rines present in the AF at their applied level of quantification
[26,27].

Early intrauterine exposure to OPs is an area of intense research
due to the potential long-term effects of this chemical class in the
fetus and newborn. OP pesticides share a common mechanism of
toxicity that is the inhibition of acetylcholinesterase activity [42].
Animal studies have shown that low-level exposure to various OP
pesticides could affect neurodevelopment and growth [43,44]. In
human studies, most of published reports showed no associations
for any of the OP exposure measures and the birth weight, suggest-
ing that OP may  have no effect on fetal growth [45,46]. In particular,
Wang et al. found no association even though the maternal urine
pesticide levels in their study population were much higher than
those reported in developed countries [45]. In addition, Eskenazi
et al. failed to demonstrate an adverse relationship between fetal
growth and in utero organophosphate exposure as assessed by mul-
tiple measures of exposure including levels of blood cholinesterase,
urinary dialkyl phosphate metabolites, and some pesticide-specific
metabolites of organophosphates [38]. However, the authors note
that higher urinary sumDMAP concentrations were associated with
shortened gestation and small increases in gestational age-adjusted
birth weight in a primary Latin cohort. Other epidemiological stud-

ies have shown that maternal–fetal transfer of OP could be related
to reduced fetal growth and this association appears to be stronger
in black newborns than white newborns [22,47,48]. This inconsis-
tency is also evident in a recently published meta-analysis about
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he potential effects of chlorpyrifos (one of the most widely used
rganophosphate insecticides that is also used in our region) on
etal growth outcome both in human and animal studies [49].
ther research groups have also reported effect modification by
hild sex but a more recent study found no evidence for this inter-
ction [21,22]. This could be due to geographical and regulatory
ariations in the use and restriction of OPs around the world and
econd, methodological (extraction and purification of the sample)
nd/or analytical differences between laboratories. Another possi-
le explanation for the lack of consistency between studies could
e that single nucleotide polymorphisms in paroxanase (PON1)
nzyme, a high-density lipoprotein-associated enzyme involved in
he metabolism and detoxification of OP pesticides, may  modify
he relationships between OP exposure and perinatal outcomes
22,50]. Specifically, increased risk for premature birth and fetal
rowth restriction has been observed among infants who  might be
ore susceptible to the effects of exposure to OPs either because

hey had lower PON1 activity or they were of a susceptible geno-
ype (PON1108TT and PON192QR) [22,50]. There is also evidence that
ON1 distributions differ across racial groups [51]. Unfortunately
e do not have data about the PON1 enzyme activity in the fetuses

rom our study population. In our study, we focused on the asso-
iations between increased levels of DAPs and birth weight as
ell as with head circumference. Interestingly, birth weight cen-

ile was positively associated with sumDMPs in a linear regression
odel after adjustment for the confounding effect of demographic

haracteristics. Overall, our results are in disagreement with pre-
ious studies, who found a negative association [22,47,48] or no
ffect [38,45,46]. Nevertheless, there can be no direct comparison
etween the results of the previous reports and our conclusions due
o various differences in the studies. Firstly, we analyzed AF sam-
les, which were collected during amniocentesis, while in other
tudies only urine samples were used. Moreover, we must take into
ccount the different genetic backgrounds and the homogeneity of
he populations studied in each case. Finally, our population is pri-

arily of Greek decent and have been living on the island of Crete
or the last 2 years, while in the other studies not only the ethnicity
iffered between the participants, but also the race. A limitation
f our study however, is that the study population is consisted of
omen undergo an amniocentesis at 18.5 weeks of gestation for a

ariety of indications. The mean maternal age of the study group
as 32.7 (SD = 5.7) showing that it is not a population of advanced
aternal age (one common indication for amniocentesis). Unfor-

unately, a study with a random sampling of pregnant women at
he second trimester of pregnancy is not possible to be conducted.

Another consideration in our findings would be to exam-
ne if the association between macrosomia and high levels of
rganophosphates in the amniotic fluid may  act through disrupted
aternal glucose metabolism. Human and animal studies have

hown that long-term exposure to organophosphate insecticides
ay  be associated with increased risk of developing diabetes

52–54]. In particular, Slotkin has demonstrated that when neona-
al rats were exposed to organophosphate insecticides in early life,
he animals developed obesity and metabolic dysfunction resem-
ling prediabetes [54]. Moreover, there is increasing evidence of

 strong and continuous association of maternal glucose levels
elow those diagnostic of diabetes with increased birth weight
55]. Based on all these observations from previous studies, it
ould be suggested that the association between macrosomia and
rganophosphates in our study is mediated by a disrupted mater-
al glucose metabolism in women exposed to organophosphates. In
ur study population, however, there were no women with preexis-

ing diabetes. Furthermore, the diagnosis of gestational diabetes
s made later in pregnancy between 24 and 28 weeks of gesta-
ion after a glucose tolerance test; unfortunately, we do not have
uch data from our cohort, and we are not able to support further
 Toxicology 46 (2014) 98–105

this hypothesis. Another mechanism that could be proposed is an
organophosphate-altered glucose intolerance risk through prior
generational exposure. There is increasing evidence supporting the
epigenetic transgenerational inheritance of adult-onset disease and
phenotypic variation mediated in part by epigenetic mechanisms,
as pesticides seem to modify gene promoter DNA methylation lev-
els [56–58]. This association, however, cannot be supported by the
conduction of the present study, and requires further investigation.

5. Conclusion

Overall, the results of this study demonstrate that DAPs in AF
may  be considered as a potential biomarker for the assessment of
fetal exposure to OPs and this is an important objective as there is
a link between the in utero exposure to this chemical class and the
incidence and/or prevalence of short and long term health effects
linked to OPs. Our findings add to the growing body of literature
regarding the sensitivity of developing fetus to OP pesticide expo-
sure in a direct way  rather than from maternal biologic monitoring
data. The next step is to compare the levels of DAPs in AF and in
maternal blood in the same cohort of pregnant women  and evaluate
if there is any relation between DAP levels in AF and neurodevelop-
ment in these fetuses. Further studies are required to determine the
persistence of these associations and their generalizability to other
populations and to address concerns about the potential health
effects of pre- and postnatal exposure to pesticides and develop
suitable regulatory reference doses.
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Introduction

The majority of the insecticides are neurotoxicants so 
the exposure of pregnant women and the foetus to orga-
nophosphate pesticides (OPs) is a topic of major public 
concern (Eriksson 1997; Bruckner 2000; Ostrea et al. 
2008). Aberrations in neuronal proliferation, migra-
tion, differentiation, synaptogenesis, myelination and 
apoptosis in the foetus have been described in animals 
and humans antenatally exposed to these compounds 
(Eriksson 1997; Barone et al. 2000).

An important source of income on the island of Crete, 
Greece, is agriculture and the most abundant agricul-
tural products are olive oil, vegetables and fruits. The 
use of OPs in these types of cultivations is widespread. 
Intoxication of pesticides sprayers due to organophos-
phates has been extensively reported (Tsatsakis et al. 
1998). The potential exposure of pregnant women to 
these pesticides is under investigation. Many OPs are 
lipophilic and cross the placenta (Richardson 1995). 
They are rapidly metabolized in the human body 
by hydrolysis or oxidative desulfuration, giving the  

ISSN 0049-8254 print/ISSN 1366-5928 online © 2009 Informa UK Ltd
DOI: 10.1080/00498250902745090

Abstract
1.  The authors developed a sensitive analytical method for the determination of dialkyl phosphates 

(DAPs) in meconium. This method was applied to determine the DAPs, which are non-specific metabo-
lites of the organophosphate pesticides (OPs), in meconium of newborns by mothers who live in rural 
areas in Crete, Greece. DAPs are considered as biomarkers of exposure to OPs. Meconium is produced in 
the foetus at approximately 16 weeks of gestation and it acts as a repository of many xenobiotics. The 
determined organophosphate metabolites were dimethylphosphate (DMP), diethylphosphate (DEP), 
dimethylthiophosphate (DMTP), diethylthiophosphate (DETP), and diethyldithiophosphate (DEDTP).

2.  The DAPs were extracted from meconium by liquid–solid extraction, derivatized, and analysed by gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The mean percentile recoveries were 76.9%, 65.2%, 
94.1%, 109.4%, and 107.2% for DMP, DEP, DMTP, DETP, and DEDTP, respectively. The percentage of 
positive samples was 92.1% for DMP, 36.8% for DEP, 60.5% for DMTP, 63.2% for DETP, and 57.9% for 
DEDTP. Mean (± standard deviation) and the range concentrations of the positive samples (ng g−1) were 
126.74 ± 142.73 (10.64–739.45), 11.46 ± 20.43 (1.50–79.14), 215.05 ± 187.34 (8.54–662.16), 4.92 ± 5.09 
(1.25–19.04), and 1.84 ± 2.07 (0.5–8.04) for DMP, DEP, DMTP, DETP, and DEDTP, respectively.

3.  Statistical analysis revealed no significant difference in meconium levels between high- and low-risk 
groups of exposure of pregnant women. However, the results of this study demonstrate that DAPs in 
meconium may be considered as a potential biomarker for the assessment of foetal exposure to orga-
nophosphate pesticides.

Keywords:  Meconium; dialkyl phosphates; prenatal exposure; gas chromatography-mass spectrometry  
(GC-MS); pesticides; pregnancy
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non-specific metabolites dimethyl phosphate (DMP), 
diethyl phosphate (DEP), dimethyl thiophosphate 
(DMTP), diethyl thiophosphate (DETP), dimethyl 
dithiophosphate (DMDTP) and diethyl dithiophos-
phate (DEDTP), referred as dialkyl phosphate metabo-
lites (DAPs) (Table 1). These metabolites are polar 
water-soluble compounds and are used as biomarkers 
of OPs exposure in human population (Margariti et al. 
2007; Margariti & Tsatsakis forthcoming 2009).

Blood, urine and post-mortem tissues samples have 
been used for the assessment of pesticide exposure in 
the past. These samples provide information for a short 
period of pesticide exposure and are usually analysed 
in cases of acute intoxications. The parent pesticides 
concentrations in various biological samples in cases 
of poisoning have been extensively reported (Bertsias 
et al. 2004). Other biological tissues like hair or meco-
nium can provide a wider window of detection (Covaci 
et al. 2002; Tsatsakis & Tutudaki 2004; Margariti et al. 
2007).

Meconium is a complex matrix, consisting mainly of 
water, but also containing mucopolysaccharides, lipids, 
proteins, bile acids and salts, epithelial cells, choles-
terol and sterol precursors, blood group substances, 

squamous cells, residual amniotic fluid, and enzymes. 
It begins to accumulate in the foetus bowels at approxi-
mately 16 weeks’ gestation and is not excreted until after 
delivery (Moriya et al. 1994; Moore et al. 1998; Whyatt & 
Barr 2001). Meconium is also mentioned as a repository 
of endogenous compounds and many xenobiotics like 
licit and illicit drugs (Ostrea et al. 2002; Zhao et al. 2007), 
food additives, heavy metals, nicotine, alcohol (Wessels 
et al. 2003), and pesticides (Barr et al. 1999; Bielawski 
et al. 2005; Posecion et al. 2008) that are transplacentally 
transferred from the mother to the foetus over the last 
two trimesters of pregnancy. Hence, meconium can 
provide a longer historical record for prenatal exposure 
to pollutant residues. Furthermore, meconium provides 
several advantages over other biological samples such 
as wider window of foetal exposure detection, non-inva-
sive analysis, easier sample collection and large amount 
of sample available for analysis (Hong et al. 2002; Ostrea 
et al. 2008).

The aim of this study was the development of a sen-
sitive analytical method for the determination of OP 
non-specific metabolites (DAPs) in meconium and the 
assessment of foetus exposure to OPs in the island of 
Crete. This is in continuation and advancement of the 
authors’ studies hitherto focused on the determination 
of the parent compounds in various matrices (Tutudaki &  
Tsatsakis 2005).

Materials and methods

Sample collection

Thirty-eight meconium samples were collected over 
4 months (January–April 2008) by the staff of the 
Fetal–Maternal Unit, Department of Ob/Gyn, University 
Hospital of Heraklion, Crete. Each meconium sample 
was frozen at −20°C immediately after collection. At the 
end of collection period, meconium samples were trans-
ferred to the laboratory of Toxicology, Medical School, 
University of Crete for analysis.

Data regarding the maternal level of potential expo-
sure to pesticides via occupational and residential envi-
ronment was collected. The participants in this study 
were called on to fill a questionnaire and answer the 
following questions:

Agricultural work before pregnancy.•	
Agricultural work during pregnancy.•	
Spouses’ occupation (pesticide applicator as farmer •	
or other).
Involvement in usage of pesticides (spraying, etc.).•	

The answers were classified in a yes/no form. A non-
weighted index of high risk of exposure was estimated 

Table 1. Non-specific metabolites and the parent organophosphate 
pesticides.

Dialkyl phosphate metabolites Parent pesticide

Dimethylphosphate (DMP) Azinphos-methyl, dichlorvos, 
dicrotophos, dimethoate, 
fenitrothion, fenthion, malathion, 
methyl parathion, trichlorfon, 
chlorpyrifos-methyl, methidathion, 
mevinphos, oxydemeton-methyl, 
phosmet, primiphos-methyl, 
temephos, tetrachlorvinphos, 
trichorfon, isazofos-methyl, naled, 
dicrotophos

Diethylphosphate (DEP) Chlorethoxyphos, chlorpyrifos, 
coumaphos, diazinon, disulfoton, 
ethion, parathion, phorate,  
phosalone, sulfotepp, terbufos, 
tribufos

Dimethylthiophosphate  
(DMTP)

Azinphos-methyl, dimethoate, 
fenchlorphos, fenitrothion,  
fenthion, malathion, methyl 
parathion, chlorpyrifos-methyl, 
methidathion, oxydemeton-methyl, 
phosmet, pirimiphos-methyl, 
temephos, isazofos-methyl

Diethylthiophosphate  
(DETP)

Chlorethoxyphos, chlorpyrifos, 
coumaphos, diazinon, disulfoton, 
ethion, ethyl parathion, phorate, 
phosalone, sulfotepp, terbufos, 
tribufos

Diethyldithiophosphate  
(DEDTP)

Disulfoton, ethion, phorate, phosa-
lone, terbufos,

Dimethyldithiophosphate 
(DMDTP)

Azinphos-methyl, dimethoate, 
malathion, methidathion, phosmet
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when more than two questions were answered posi-
tively. In any other case, the participant was classified in 
the low risk of exposure group.

Materials

DMP (98%) and dimethyl chlorothiophosphate 
(DMClTP) (97%) were purchased from Acros Organics 
(Geel, Belgium); DEP (98.9%) was from Chem Service 
(West Chester, PA, USA); and O,O-diethylthiophosphate 
potassium salt (98%) (DETP) and diethyldithiophosphate 
salt (95%) (DEDTP) were from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA). Diethyl ether (95.5%), toluene (99.5%) and 
potassium carbonate (K

2
CO

3
) were obtained from 

Merck (Darmstadt, Germany). HPLC-grade methanol 
and acetonitrile were purchased from Roth (Karlsruhe, 
Germany); and water (HPLC grade) was from Sigma-
Aldrich (Buchs, Switzerland). The derivative agent 
2,3,4,5,6-pentafluorobenzylbromide (PFBBr) (99%) was 
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).

DMTP synthesis

The synthesis of DMTP was achieved by hydrolysis of 
DMClTP as previously described by Hernandez et al. 
(2002). Briefly, a solution of triethylamine ( 3 ml) in  40 ml 
of HPLC-grade water and acetonitrile (10:30 v/v) was 
prepared and stirred at 0°C. Five grams of DMClTP were 
added to the above solution. Acetonitrile was added in 
order to achieve a final volume  200 ml.

Stock solutions

DAPs stock solutions at a concentration of  1 mg ml−1 
were prepared in methanol, while dilutions in methanol 
(working solutions) were prepared weekly in order to 
cover the entire range of organophosphate metabolite 
concentrations expected in biological samples. All stock 
solutions were stored at −20°C, while working solutions 
were stored at 0°C in the dark.

Statistical evaluation

Levels of metabolites in meconium samples were 
expressed as the mean and standard deviation (SD). 
Differences between low risk of exposure and high risk 
of exposure groups were examined by independent 
samples t-test. Package SPSS 16.0 was used for statistical 
analysis.

Dialkyl phosphate extraction

Before analysis, meconium samples were brought to 
room temperature and dried under vacuum and nitro-
gen stream at room temperature (approximately 26°C) 

for 12 h to remove residual water. The dried meconium 
was homogenized and an amount of 0.5 g was trans-
ferred to  6 ml screw top vials. A total of 25 l of 100 g 
ml−1 dibutylphosphate (DBP) were added as an internal 
standard (IS). After the addition of  2 ml of methanol, the 
suspension was incubated in an ultrasonic bath for 1 h at 
room temperature with occasional vortexing, and solid–
liquid extraction with mechanical shaking for 30 min 
followed. Methanol was separated from the solid phase 
by centrifugation at 4000 rpm for 5 min and transferred 
to a clean vial which contained  15 mg of K

2
CO

3
 (Ueyama 

et al. 2006). A total of  2 ml of acetonitrile–diethylether 
(1:1 v/v) were added to the meconium (solid phase) and 
the above procedure was repeated (ultrasonic for 1 h,  
solid–liquid extraction for 30 min). The organic phase 
of acetonitrile–diethylether was removed by centrifuga-
tion (at 4000 rpm for 5 min) and transferred to the vial 
containing the initial methanol phase. The combined 
organic phases were evaporated to dryness under a 
stream of nitrogen at 35°C or in a vacuum evaporator at 
room temperature.

A total of  15 mg of K
2
CO

3
 was added to the residue, 

reconstituted in  1 ml of acetonitrile and 0. 1 ml solution 
of pentafluorobenzylbromide (PFBBr) in acetonitrile 
(1:3 v/v) and incubated in an bath at 80°C for 30 min with 
occasional swirling (Ueyama et al. 2006). After incuba-
tion, the mixture was brought at room temperature and 
acetonitrile was evaporated to dryness under a stream of 
nitrogen at 35°C. The residue was dissolved in 100 l of 
toluene and 1 l was injected to GC-MS.

GC-MS analysis

Electron ionization mass spectrometric analysis was 
performed on a GC-2010 Shimadzu system equipped 
with a BPX5 (30 m × 0. 25 mm × 0.25 m) capillary col-
umn (SGE). Pure helium (99.999%) with a column 
flow of  1 ml min−1 was used as a carrier gas. A total 
of 1 l of the solution was injected into the system in 
the splitless mode and analysed under the following 
conditions. The column temperature was initially held 
at 60°C for 1 min, raised to 180°C at 20°C min−1, held 
for 1 min, raised to 250°C at 4°C min−1, held for 1 min 
and was finally raised to 300°C at 25°C min−1, where it 
remained stable for 2 min. The injector temperature 
was 270°C. The interface temperature was set at 310°C. 
The ion source temperature was 230°C. The m/z ions, 
target m/z ions and the retention time of each DAP are 
shown in the Table 2.

Quantitative analysis was achieved in selected ion-
monitoring (SIM) mode with a scan time of 0. 2 s, using 
one target ion for quantification and one qualifier ion for 
confirmation for each compound. Table 2 shows the tar-
get ions for each DAP (m/z = 306 for DMP, 258 for DEP, 
322 for DMTP, 350 for DETP and 366 for DEDTP) and the 
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qualifier ions (m/z = 110 for DMP, 334 for DEP, 211 for 
DMTP, 274 for DETP and 185 for DEDTP).

Results

Linearity

A nine-point standard curve at concentrations of 0, 5, 
10, 25,  50, 100,  250,  500 and 1000 ng ml−1 in methanol 
was prepared for each of the DAPs. The standard curves 
of DAPs were linear between the concentrations of zero 
and 1000 ng ml−1 with coefficients of linearity greater 
than 0.99 (Table 2). Eight-point calibration curves were 
prepared using blank meconium samples spiked with 
known concentrations of DAPs with concentration 
from zero to 1000 ng g−1 (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500 and 
1000 ng g−1). Peak area ratios (DAPs response/internal 
standard response) were used for quantification. The 
results indicated a good linearity in the concentration 
range between zero and 1000 ng g−1. The spiked sample 
curve was linear given r2 = 0.9888 for DMP; and r2 = 0.9945 
for DEP; 0.9864 for DMTP; 0.9816 for DETP; 0.9930 for 
DEDTP (Table 2).

Limit of detection and determination

The limit of detection (LOD) for methanolic standards 
solutions and the limit for quantification (LOQ) were 
determined empirically by injecting decreasing concen-
trations of standard and spiked solutions and we defined 
as our limits the peaks that gave a signal-to-noise ratio of 
3 for the LOD and of 10 for LOQ. The LOD was 5.0 ng ml−1 
for DMP, DEP and DETP, 10.0 ng ml−1 for DMTP, and 
2.5 ng ml−1 for DEDTP. The LOQ was 2.50, 1.50, 5.00, 1.25 
and 0.50 ng g−1 for DMP, DEP, DMTP, DETP and DEDTP, 
respectively (Table 2).

Method validation

The recovery evaluation of the extraction method was 
performed on spiked meconium. A mix of DAPs was 
added to 0.5 g of meconium to a final concentrations 
of 25, 100 and 200 ng g−1. Each sample was measured 

in triplicate. Extraction recovery was determined by 
comparing the ratio of DAPs peak areas/IS peak areas 
of extracted meconium with the ratio of methanolic 
standards at the same concentration. The mean recov-
ery of the target compounds with the employed method 
was estimated from 65.2% (DEP) to 109.4% (DETP) 
(Table 2).

Methanolic standard solutions at concentration 100 
and 500 ng ml−1 of each analyte were included in every 
batch of samples analysed. Spiked solutions with con-
centration from 10 to 1000 ng g were used to monitor any 
possible change to analytical parameters.

Relative standard deviation (%, RSD) was used for the 
determination of the precision of the method. Positive 
control samples, at a concentration of 100 ng g−1 (for 
each analyte), were prepared and analysed. The within-
day RSD was determined by injecting the positive con-
trol sample solutions four times during one working 
day into the GC-MS system. The between-day RSD of 
the procedure was also evaluated by injecting positive 
control samples (100 ng g−1) prepared in three sequential 
working days. Within-day precision ranged from 9.1% 
to 14.7% while the between-day precision ranged from 
11.2% to 18.1%.

Biological monitoring

Table 3 shows the concentration (ng g−1) of DMP, DEP, 
DMTP, DETP and DEDTP of 38 meconium samples 
collected over 4 months. The mean values (± standard 
deviation, SD) of DMP, DEP, DMTP, DETP and DEDTP 
were 126.74 ± 142.73, 11.46 ± 20.43, 215.05 ± 187.34, 
4.92 ± 5.09, and 1.84 ± 2.07 ng g−1, respectively. A total 
of 92.1% of meconium samples were positive for DMP, 
36.8% for DEP, 60.5% for DMTP, 63.2% for DETP, and 
57.9% for DEDTP. The concentration range (ng g−1) of 
positive meconium samples for DMP was 10.64–739.45, 
for DEP was 1.50–79.14, for DMTP was 8.54–662.16, for 
DETP was 1.25–19.04, and for DEDTP was 0.50–8.04 
(Table 3).

The sum of the concentration values of dimethylphos-
phate metabolites (DMPs), diethylphosphate metabo-
lites (DEPs) and DAPs are also given in Table 3. The 97.4% 

Table 2. Analytical parameters of the non-specific organophosphate metabolites.

 
Retention time 

(RT) (min)
Target ion 

(m/z)
Fragments 

(m/z)
Recoveries  

(%)

Limit of 
detection 

(LOD) (ng ml−1)

Limit of 
determination 
(LOQ) (ng g−1)

R2 of standard 
calibration  

curves

R2 of spiked 
calibration 

curves

DMP 17.34 306 306, 110 76.9 5.0 2.50 0.9997 0.9888

DEP 19.84 258 258, 334 65.2 5.0 1.50 0.9989 0.9945

DMTP 21.37 322 322, 211 94.1 10.0 5.00 0.9936 0.9864

DETP 23.40 350 350, 274 109.4 5.0 1.25 0.9989 0.9816

DEDTP 24.97 366 366, 185 107.2 2.5 0.50 0.9977 0.9930

DBP (IS) 26.98 335   335  – –   
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of the meconium was positive for at least one DAP with 
concentration range from 13.24 to 836.80 ng g−1, and only 
one meconium sample was negative (below the LOQ) 
for all the analysed DAPs (Table 3). As is obvious, DMPs 

are the metabolites with the main contribution to the 
detected concentration levels compared with those of 
DEPs. The 5.3% of samples were positive for all analysed 
DAPs, the 55.3% were positive for both DMP and DMTP, 

Table 3. Concentrations (ng g−1), mean values, sum values, standard deviation, range, and positive samples (in centile) of non-specific 
organophosphate metabolites from 38 meconium samples collected from newborns whose mothers live in rural areas in Crete.

Sample number

Concentration (ng g−1)

DMP DEP DMTP DETP DEDTP Sum DMPsa Sum DEPsb Sum DAPs

1 80.32 8.08 297.73 2.75 0.73 378.05 11.56 389.61

2 82.76 2.22 n.d. 1.85 0.56 82.76 4.63 87.39

3 98.79 8.97 48.41 1.53 0.50 147.20 10.95 158.14

4 87.31 n.d. 20.53 1.96 n.d. 107.84 1.96 109.79

5 69.59 n.d. 58.52 2.01 0.50 128.11 2.46 130.57

6 180.41 3.91 n.d. 3.38 0.80 180.41 8.09 188.50

7 67.80 n.d. 339.12 7.09 1.04 406.93 8.13 415.06

8 136.25 n.d. 457.61 19.04 2.42 593.86 21.46 615.31

9 143.96 n.d. 34.72 2.75 0.78 178.67 3.53 182.20

10 42.40 n.d. 89.12 13.26 2.78 131.53 16.04 147.57

11 88.90 n.d. n.d. 1.36 0.52 88.90 1.88 90.78

12 57.40 25.17 293.17 2.65 n.d. 350.57 27.82 378.39

13 74.53 n.d. n.d. 1.56 0.57 74.53 2.13 76.66

14 90.65 1.50 181.51 4.31 n.d. 272.16 5.81 277.97

15 71.91 3.38 19.88 n.d. 0.65 91.79 4.02 95.81

16 82.16 n.d. 114.19 n.d. n.d. 196.35  196.35

17 118.80 n.d. 423.71 n.d. 8.04 542.50 8.04 550.54

18 739.45 79.14 n.d. 9.18 4.50 739.45 92.83 832.28

19 339.99 n.d. 474.38 18.10 4.33 814.37 22.43 836.80

20 468.71 1.61 n.d. 5.30 0.98 468.71 7.89 476.60

21 65.14 6.16 411.60 n.d. n.d. 476.74 6.16 482.90

22 58.29 n.d. 53.87 1.90 0.58 112.16 2.48 114.64

23 190.74 4.19 n.d. 5.10 1.61 190.74 10.90 201.64

24 106.35 n.d. n.d. 5.67 0.72 106.35 6.39 112.74

25 61.25 n.d. n.d. 1.28 0.50 61.25 1.77 63.02

26 291.91 3.46 n.d. n.d. 1.35 291.91 4.81 296.72

27 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

28 13.24 n.d. n.d. n.d. n.d. 13.24 n.d. 13.24

29 n.d. n.d. 93.76 n.d. n.d. 93.76 n.d. 93.76

30 189.67 n.d. n.d. n.d. n.d. 189.67 n.d. 189.67

31 55.44 n.d. 662.16 n.d. n.d. 717.60 n.d. 717.60

32 21.89 n.d. 55.01 1.25 n.d. 76.90 1.25 78.15

33 141.19 n.d. n.d. n.d. n.d. 141.19 n.d. 141.19

34 41.67 10.68 336.52 n.d. n.d. 378.18 10.68 388.86

35 10.64 n.d. 128.48 n.d. n.d. 139.11 n.d. 139.11

36 n.d. n.d. 343.62 3.32 n.d. 343.62 3.32 346.94

37 26.87 n.d. n.d. 1.43 6.00 26.87 7.43 34.30

38 39.64 1.89 8.54 n.d. n.d. 48.18 1.89 50.07

Mean values 126.74 11.46 215.05 4.92 1.84    

± standard 
deviation (SD)

142.73 20.43 187.34 5.09 2.07    

Range 10.64–739.45 1.50–79.14 8.54–662.16 1.25–19.04 0.50–8.04 13.24–814.37 1.25–92.83 13.24–836.80

Percentage 
positive sample

92.1 36.8 60.5 63.2 57.9 97.4 78.9 97.4

aDMPs, methyl phosphate metabolites. 
bDEPs, ethyl phosphate metabolites. 
n.d., Not detected.
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50.0% for both DETP and DEDTP, and the 18.4% were 
positive for DEP, DETP and DEDTP.

The majority (57.1%, 6.5% and 90.9%) of the positive 
meconium samples for DEP, DETP and DEDTP, respec-
tively, were in the concentration range from LOQ to 5 ng 
g−1, 21.4%, 2.0% and 9.1% were in the concentration range 
from 5 to 10 pg mg−1, and only 7.1%, 1.2% and 0% were in 
the concentration range from 10 to 20 ng g−1. There was 
no positive sample for DEDTP at a concentration above 
10 ng g−1 and for a DETP concentration above 20 ng g−1. 
On the other hand, the majority of the positive samples 
(45.7%) for DMP was in a concentration range from 50 to 
100 ng g−1 and the 43.5% of the positive for DMTP sam-
ples were in a range above 200 ng g−1 (Figure 1).

A total of 21 of 38 samples were positive for both DMP 
and DMTP. As can be seen in Figure 2, most of them (14 
of 21) gave higher values for DMTP than DMP. Similarly, 
seven of 38 sample were positive for DEP, DETP and 
DEDTP. In five of seven samples, DEP concentrations 
were higher than the values of DETP and DEDTP and 
only on two of seven DETP given higher values than DEP. 
The concentration values of DEDTP in all cases were 
lower than these of DEP and DETP (Figure 3). Generally, 

97.4% of the analysed samples were positive for DMP 
or DMTP (DMPs, methyl phosphate metabolites) and 
78.9% were positive for DEP or DETP or DEDTP (DEPs, 
ethyl metabolites) (Table 3).

Table 4 presents statistical analysis of DAP (DMP, 
DEP, DMTP, DETP, DEDTP) levels in meconium-positive 
samples derived from the low risk of exposure and the 
high risk of exposure groups of pregnant women living 
in rural areas in Crete. The relation of the samples to 
groups was effected according to the index described 
in the second section. No statistically significant differ-
ence in mean levels between the low risk and high risk 
of exposure group is observed (p > 0.05).

Discussion and conclusion

The aim of this study was the development of a sensi-
tive analytical method for the determination of OP non-
specific metabolites in meconium and the assessment 
of foetus exposure to OPs in the island of Crete, Greece.

DAP metabolites are considered as biomarkers for a 
great number of OP pesticides. DAPs can be detected 
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Figure 1. Percentage of positive meconium samples with concentrations falling within the specified concentration scale.
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Figure 2. Differences in concentration values between DMP and DMTP in selected positive samples.
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in urine at exposure levels below those levels that affect 
cholinesterase activity. Because the parent OPs differ 
significantly in toxicity, the measurement of DAP levels 
does not provide direct measures of toxicity potential 
(Coye et al. 1986; Wessels et al. 2003).

Meconium was used for the assessment of pregnant 
women to OPs only in one study (Whyatt & Barr 2001), in 
which authors used methanol for the extraction of DAPs 
from dry meconium. Authors mentioned good results 
for DEP and DETP but they detected DMP in only one 
of 20 meconium samples. DMTP and DMDTP were not 
detected in any meconium sample. Other research-
ers used a mixture of acetonitrile–diethylether for the 
extraction of DAPs from urine. Hardt & Angerer (2000) 
used the above mixture for the determination of DAP 
in acidified human urine. Bravo et al. (2002) analysed 
DAPs using azeotropic co-distillation with acetonitrile 
and also determined (Bravo et al. 2004) six DAP metab-
olites (DMP, DEP, DMTP, DETP, DEDTP and DMDTP) 
in lyophilizate urine samples. The lyophilizate urine 
samples were extracted with acetonitrile and ethyl ether 
with DAPs recoveries greater than 80%. The acetonitrile–
diethylether solvent mixture proved to be efficient for 
the isolation of metabolites from biological samples. Our 

experiments based on acetonitrile–diethylether solvent 
gave satisfactory analyte recovery yields.

Meconium has also been used in the past to deter-
mine foetal exposure to heavy metals and organophos-
phate or organochlorine pesticides. Ostrea et al. (2002) 
analysed 426 meconium samples (Manila, Philippines) 
for lead, mercury, cadmium and arsenic as well for 
chlorpyrifos, DDT, chlordane, diazinon, lindane, 
malathion, parathion and pentachlorphenol. The con-
centration range for the organophosphate diazinon 
was 0.24–6027.00 g ml−1 (34.3% positive samples) 
with a mean value of 226.46 g ml−1, for malathion was 
0.04–771.8 g ml−1 (53% positive, mean = 71.69 g ml−1), 
for parathion 0.04–2116.36 g ml−1 (32% positive, 
mean = 86.03 g ml−1) and for chlorpyrifos 0.40–458.04 
g ml−1 (11% positive, mean = 53.46 g ml−1).

The same group of investigators analysed cord blood, 
infant hair and meconium samples simultaneously to 
determine the most sensitive matrix to detect antenatal 
pesticide exposure (Ostrea et al. 2008). In this compari-
son, analysis of infant hair, cord blood and meconium 
the authors reached the conclusion that meconium is the 
best matrix for this purpose. The pesticides under inves-
tigation were propoxur, diazinon, lindane, transfluthrin, 
malathion, chlorpyriphos, bioallethrin, pretilachlor, 
DDT, cyfluthrin and cypermethrin. Eight of these pes-
ticides were detected in meconium with a frequency 
between 0.2% for diazinon and 23.8% for propoxur. Cord 
blood and infant hair were positive, each for a single 
pesticide, propoxur and chloropyrifos, respectively. In 
general, the low incidence of parent pesticide detection 
success in the above study signifies either no exposure 
or low sensitivity of the applied analytical methodology 
for the concrete analysis. This indicates the competent 
usage of DAPs as biomarkers of organophosphorous 
exposure.

Hong et al. (2002) also reported an analytical method 
for the determination of foetal exposure to organo-
chlorine pesticides by GC-MS using meconium. They 
analysed 60 meconium samples collected in a period 
of two years, three of which were positive for p,p-DDE, 
a metabolite of DDT (5% positive samples). This paper 
also notes that the sensitivity of the analytical method-
ology is probably non adequate for low-level exposure 
detection.

Whyatt & Barr (2001) showed that DAPs (DMP, DEP 
and DETP) can be detected in meconium samples 
(without knowledge of prenatal pesticides use). They 
also showed that DEP, DETP and DMP are stable in 
pooled meconium samples over 12 h at room tempera-
ture. In their study, the concentration range of DEP was 
from 0.8 to 3.2 g g−1 (95% positive samples) and from 
2.0 to 5.6 g g−1 for DETP (100% positive samples). DMP 
and DEDTP were detected only in one of 20 samples 
with concentrations of 16.0 and 1.8 g g−1, respectively. 
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Figure 3. Differences in concentration values for DEP, DETP and 
DEDTP in selected positive samples.

Table 4. Statistical data of DAP (DMP, DEP, DMTP, DETP, DEDTP) 
levels (ng g−1) in meconium-positive samples derived from low risk of 
exposure and high risk of exposure groups of pregnant women living 
in rural areas in Crete.

 Low risk of exposure High risk of exposure

Pn
Mean 

(ng g−1) ± SD n
Mean 

(ng g−1) ± SD

DMP 25 149.5 159.9 10 67.8 58.9 0.128

DEP 9 12.0 25.3 5 9.2 9.4 0.818

DMTP 15 210.3 200.6 8 222.6 172.4 0.884

DETP 19 4.0 4.7 5 6.4 7.3 0.374

DEDTP 19 1.3 2.3 3 1.0 1.0 0.819

SumDMPs 26 265.4 224.3 11 223.8 193.9 0.596

SumDEPs 22 10.0 19.0 8 10.2 9.3 0.977

SumDAPs 26 274.3 234.2 11 231.7 200.7 0.602

n, Number of pregnant women; SD, standard deviation.
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DMTP and DMDTP were not detected in any meconium 
sample. The level of DMP given in that study (16 g g−1) is 
comparable with blood samples levels (3.9–4.9 g ml−1) 
or urine samples (33.5–50.4 g ml−1) from cases of poi-
sonings (Tarbah et al. 2004).

As can be observed in Table 5, the urine DAP con-
centrations in general population are generally lower 
than those in exposed population. The mentioned 
urinary concentration levels of DAPs in general popu-
lation varied from 5.1 to 20.1 ng ml−1 for DMP, from 0.7 
to 8.6 ng ml−1 for DEP, from 1.1 to 21.2 ng ml−1 for DMTP, 
from 1.0 to 1.4 ng ml−1 for DETP, and from 0.06 to 1 ng ml−1 
for DEDTP (Oglobline et al. 2001; Arcury et al. 2006; 
Dulaurent et al. 2006; Ueyama et al. 2006). Hernandez 
et al. (2004) detected 52 ng ml−1 DMP and 47 ng ml−1 
DMTP in urine samples of a grower after application 
of methyl parathion (exposed population) (Table 5). 
Bradman et al. (2003) reported a low concentration level 
and low detection frequency of DMP, DEP and DMTP 
(0.32, 0.31 and 0.43 ng ml−1, respectively) in amniotic 
fluid collected from women living in agricultural area.

In the present study, the detected levels of DAPs in 
meconium are higher than those reported in urine from 
non-occupationally exposed population (general popu-
lation) and similar to, or higher than those in urine from 
occupationally exposed population (Table 5). DAPs con-
centrations are also lower (for all the dialkyl phosphate 
metabolites) than those previously reported (Whyatt &  
Barr 2001). Furthermore, a great number of meconium 
samples were found positive for DMP, DMTP and DEDTP 

and their detection frequency was higher than in previ-
ous studies (Whyatt & Barr 2001). This could probably be 
attributed to the high sensitivity of the presently devel-
oped method. The determination limits ranged from 
0.5 ng g−1 for DEDTP to 5.0 ng g−1 for DMTP.

The observed high incidence of DAPs detection in 
meconium samples is probably due to the wide use of 
pesticides in the region of Crete (Tsatsakis et al. 2008). 
The most frequently used pesticides in the region of 
Crete are azinphos methyl, dichlorvos, malathion, 
dimethoate, chloropyrifos methyl which produce the 
non specific dimethylphosphate metabolites (DMP and 
DMTP) and chloropyrifos which produces the diethyl-
phosphate metabolites (DEP and DETP) (Table 1). 
Especially dimethoate is widely used in the cultivation 
of olive trees which is the most prevalent cultivation in 
Crete. Olive oil is one of the most important constituents 
of the Mediterranean diet and contains residual levels 
(below maximum residue limits (MRLs)) of dimethoate 
and fenthion if derived from conventional cultivations 
(Tsatsakis et al. 2003).

Our methodology and derived results indicate that 
DAPs can be detected in meconium samples, suggest-
ing that there is a cumulative transplacental exposure 
of the foetus to organophosphate pesticides, probably 
through the diet of the mothers or via occupational 
exposure. The detected values though, do not suggest 
that this exposure may be attributed to heavy exposure 
of organophosphate pesticides according to the existing 
knowledge of the scientific literature.

Table 5. Reported concentrations (median, mean, and range) of dialkyl phosphates (DAPs) in urine, meconium, and amniotic fluid from mothers 
and newborns of the general and exposed population and from meconium of newborns born by mothers who live in rural areas in Crete.

 Concentration (ng ml−1 or ng g−1)

Values Sample ReferencesDMP DEP DMTP DETP DEDTP

General 
population

20.1 4.5 4.6 < LOD < LODc Median Urine Dulaurent 
et al. (2006)

5.1 8.6 21.2 1.4 0.06 Mean Urine Arcury et al. 
(2006)

13 3 2 1 1 Median Urine Oglobline et al. 
(2001)

17.7 0.7 1.1 1.0  Median Urine Ueyama et al. 
(2006)

16 000a 800–3200 n.d. 2000–5600 1800a Range Meconium Whyatt & Barr 
(2001)

Exposed 
population

22.7 0.4 4.1 1.5  Median Urine Ueyama et al. 
(2006)b

52 – 47 – – a Urine Hernandez 
et al. (2004)b

0.30–0.340.32 0.26–0.360.31 0.43 – – RangeMean Amniotic fluid Bradman et al. 
(2003)

Present studyd 126.74 11.46 215.05 4.92 1.83 Mean Meconium  

10.64–739.45 1.50–79.14 8.54–662.16 1.25–19.04 0.50–8.04 Range Meconium  
aOne positive value. 
bSprayers. 
cLimit of detection (LOD) = 0.5 g l−1 for DETP and 0.9 g l−1 for DEDTP. 
dGeneral population from rural areas with potential occupational exposure.
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Clinical data regarding the outcome of pregnancy in 
our studied population is available, and includes pres-
ence/absence of pregnancy complications, gestational 
week of delivery, and presence/absence of foetal and 
neonatal congenital abnormalities, birth weight and 
neonatal somatometric measurements. However, as the 
pregnancy and neonatal outcome are influenced by a 
large number of contributing factors, statistical correla-
tions with multiple regression analysis will be performed 
in a larger sample group in our ongoing study.

The present method allows the detection and deter-
mination of five non-specific metabolites of organo-
phosphates in dry meconium. The extraction procedure 
of dialkyl phosphates from meconium (ultrasonic and 
liquid–solid extraction) is simple and fast and no special 
equipment or technique is required for the preparation 
stage. The described methodology enables high sensi-
tivity and allows the detection of DAPs at concentration 
levels of ng g−1 meconium. The results indicate that the 
measurement of non-specific organophosphate metab-
olites in meconium may be used as a valuable biomarker 
of prenatal exposure. Further investigations will evaluate 
potential correlation of DAPs levels with foetal growth 
parameters, congenital abnormalities, and pregnancy 
complications or adverse pregnancy outcome.
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