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Sammanfattning

Syftet med uppdraget var att planera och initiera en tidsserie for miljokemikalier i urin hos svenska
fyradriga barn. Studieupplagg och méjligheter till samordning vid insamling av prover och information for
tidsserien har diskuterats med andra grupper som planerar exponeringsstudier hos barn samt med

Stockholms stad som planerar for inspektion av forskolor.

Som forsta matpunkt pa tidsserien analyserades urinprov som samlats in fran 100 fyradriga barn i
Stockholm under 1998-2000, inom den prospektiva kohorten BAMSE. Dessa prover analyserades for
ftalater, bisfenoler, triklosan, polycykliska aromatiska kolvaten (PAH), bekdmpningsmedel, kotinin och en

markor for oxidativ stress (8-oxo-dG).

Resultatet av matningen visar att uppmaétta halter av idag tillstandspliktiga ftalater och bisfenol A (BPA)
var hogre ar 1998-2000 &n vad vi férvantar oss i urin fran fyradringar idag. Detta antas vara en effekt av
att den europeiska lagstiftningen for dessa dmnen har blivit striktare under 2000-talet. Endast
metaboliter till en ftalat (DiNP) forkom i halter som vi forvantar oss idag, vilket kan bero p& att denna

ftalat inte omfattas av samma strikta lagstiftning.

Vi foreslar att en fortsattning av tidsserien baseras pa insamling av urinprov fran 100 fyraarigar i
Stockholms stad under 2015. Barnen rekryteras via forskolor och férutom urinprover samlas aven
handavtorkningsprover fran barnen och dammprover fran forskolemiljon. Genom att barn i samma alder
och pa samma ort studeras ar 1998-2000 respektive 2015 kommer direkta jamforelser av

kemikaliehalter i urin att kunna genomfdéras.




Summary

The aim of the study is to plan and initiate a time trend series of environmental chemicals in urine
from four year old children. Urine samples collected in 1998-2000 were selected as the first
retrospective measuring point in this time trend series and a plan for the continuation of the time series
is presented.

Here we present the results of the analysis of urine samples, collected in 1998-2000 within the
prospective cohort BAMSE, from 100 four year old children living in Stockholm. The samples were
analysed for phthalates, bisphenols, triclosan, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), pesticides,
cotinine and an oxidative stress marker (8-oxo-dG).

The levels of phthalates and bisphenol A (BPA) in urine from 1998-2000 were generally higher than
what is expected in four year old children today. This is probably an effect of the gradually stricter EU
legislation for these compounds over the recent years. Only one phthalate (DiNP), which is not as
strictly regulated as the other phthalates, was found in levels similar to what we expect today.

In the continuation of the study, samples from 100 four year old children living in Stockholm will be
collected in 2015. The children will be recruited via their preschools and in addition to the urine
sampling, hand wipe samples from the children and dust samples from the preschool environments
will be collected. The group of participating children at respective measuring time point (1998-2000
and 2015) are the same age and live in the same region, which enables direct comparisons over time.



Bakgrund

Det finns méanga skal att folja exponeringen for olika miljokemikalier dver tid och det ar viktigt att
studera kemikalieexponeringen i sarskilt utsatta eller kénsliga grupper i befolkningen. Barn &r en
sérskilt utsatt grupp eftersom deras exponering for kemikalier ofta ar hogre per kilo kroppsvikt i
jamforelse med vuxnas. Detta beror pa att barn ater och dricker mera, har stérre hudyta och andas mer
luft i forhallande till sin vikt. Dessutom uppvisar de andra beteenden som kan paverka exponeringen.
Samtidigt ar barn ofta mer ké&nsliga for miljokemikaliers skadliga effekter eftersom de fortfarande
utvecklas. Att folja tidstrender i barns exponering for miljokemikalier ar darfor av hog relevans.
Genom att utfora upprepade matningar bland barn i en bestamd alder och pa samma ort genereras data
som ar jamforbar 6ver tid och som darmed kan anvandas till trendstudier.

Under senare ar har europeisk lagstiftning forbjudit anvandningen av flera ftalater i produkter for barn,
samt i kosmetik (EC 2005; EC 2009). | februari 2015 skarptes lagstiftningen ytterligare varpa
anvandningen av DEHP, DnBP, BBzP och DIBP endast ar tillaten for specifika andamal. Aven
anvandningen av bisfenol A (BPA) har forbjudits i nappflaskor och kosmetik (EC 2009; EC 2011).
Den forvantade minskningen av barns exponering till féljd av dessa regleringar kan studeras for att
beddéma effektiviten av lagstiftningen. Vidare bor kemikalier som kommit att substituera de hart
reglerade dmnena analyseras for att se om halterna av dessa amnen Okar i takt med att de reglerade
amnena minskar.

Institutet for miljomedicin (IMM) har pa uppdrag av naturvardsverket (NV) tagit fram ett forslag till
projektplan for en tidsserie av barns exponering for miljokemikalier (6verenskommelse 2215-14-009;
Bilaga 1). Tidsserien baseras pa en retrospektiv studie av bankade urinprover insamlade 1998-2000
fran fyraaringar i Stockholm inom ramen for en annan studie (BAMSE). | urinproverna analyserades
ftalater, BPA, bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF), triklosan (TCS), bekdmpningsmedel, polycykliska
aromatiska kolvaten (PAHer), kotinin, en markor for oxidativ stress och urindensitet
(6verenskommelse 2215-14-010 och 2215-14-011). Dessa méatningar utgor startpunkten for tidsserien
och presenteras i denna rapport.

Ftalater anvands framst som mjukgorare i PVC plast som aterfinns i t.ex. golv, konsumentprodukter,
klader och forpackningsmaterial. Vissa ftalater anvands dven for andra omraden &n plast, sa som
kosmetik, lakemedel, limmer och féarger (Frederiksen et al., 2007; Wittassek et al., 2011). Ftalater kan
lacka fran produkter varfor manniskor exponeras for dessa amnen genom mat och vatten, damm och
luft eller via direkt anvandning av konsumentprodukter (Janjua et al., 2008; Wittassek and Angerer
2008; Wormuth et al., 2006). Vissa ftalater, sa som DEHP, BBzP och DnBP ar kanda hormonstérande
amnen med antiandrogena effekter. Dessa &mnen har i djurforsok gett upphov det s.k.
“ftalatsyndromet” som innefattar bland annat férkortat anogenitalt avstand, hypospadi och
kryptorkidism (Foster 2006; Gray et al., 2000; Mylchreest et al., 2000). Liknande effekter har &ven
demonstrerats i epidemiologiska studier efter exponering i fosterlivet (Suzuki et al., 2012; Swan et al.,
2005). | epidemiologiska studier har ftalater &ven sammankopplats med ¢kad risk for astma och
allergier bland barn (Braun et al., 2013). Generellt sett har halterna av ftalater i urin fran unga svenska
man minskat under 2000-talet (Jonsson et al., 2010). Aven bland tyska studenter har halterna av
ftalater i urin generellt sett minskat mellan 1998 och 2008, med undantag for en ftalat (DiNP) som
fortfarande ér tillaten for anvandning och som istéllet har 6kat éver tid (Goen et al., 2011).

Bisfenol A (BPA) produceras i stora volymer och anvands framst vid framstéllningen av polykarbonat
och epoxiplaster. BPA kan férekomma i t.ex. CD- och DVD-skivor, tandfyllningsmaterial,
kassakvitton, konservburkar och relining i vattenledningar. Fédan utgér den storsta exponeringskallan
eftersom BPA kan 6verforas till livsmedel och vatten fran t.ex. konservburkar och andra
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livsmedelsforpackningar (Geens et al., 2012). BPA har &ven detekterats i damm som déarmed
potentiellt utgdr en kalla for exponering (Geens et al., 2009; Loganathan and Kannan 2011). BPA &r
ett endokrinstdrande &mne med Ostrogenliknande egenskaper. | djurstudier har effekterna av BPA
framst varit forknippade med utvecklingen och funktionen av reproduktionsorganen samt
nervsystemet (Richter et al., 2007). Urinhalterna av BPA har minskat bland svenska unga méan mellan
2010 och 2013 (Jonsson et al., 2010). Bland tyska studenter har intaget av BPA daremot varit relativt
ofdrandrat mellan 1995 och 2009 (Koch et al., 2012). Enligt den nationellt representativa amerikanska
studien NHANES har halterna av BPA i urin minskat bland amerikanska barn mellan 2003 och 2010,
medan halterna bland vuxna minskade mellan 2003 och 2005 for att sedan vara oféréndrade fram till
2010 (Wells et al., 2013). Bisfenol S (BPS) och bisfenol F (BPF) anvands idag som substitut for BPA.
Dessa substitut har dock hormonstérande egenskaper liknande dem fér BPA (Rochester and Bolden,
2015). | var vetskap finns inga trendstudier av exponeringen for BPS och BPF bland barn.

Triklosan (TCS) &r ett antibakteriellt &mne som framst anvands i hygienprodukter sa som deodoranter,
tandkram, munskdélj och duschkramer (Bedoux et al., 2012). Enligt det europeiska kosmetikadirektivet
ar TCS tillatet i kosmetiska produkter i halter upp till 0,3% (EC 2009). TCS ar inte langre tillatet i
material som kommer i kontakt med livsmedel (EC 2010). TCS har i djurforsok visat sig paverka
halterna av skdldkdrtelhormonerna (Dann och Hontela, 2011).

Icke-yrkesexponerade individer exponeras for bekampningsmedel framst via livsmedel sa som frukt,
gronsaker och spannmalsprodukter. Vissa exponeras dven via egen anvandning av bekampningsmedel
i tradgarden. I den aktuella studien har bekdmpningsmedelsrester i urin analyserats. Analyserade
amnen dar 2,4-diklorfenoxiattikssyra (2,4-D) och metaboliter till flera pyretroider (3-PBA, 4F3PBA,
DCCA). Dessutom analyserades urinmetaboliter till klorpyrifos (TCP), tiabendazol (OH-T) och
pyrimethanil (OH-P).

Polycykliska aromatiska kolvaten (PAHer) ar en grupp amnen som bildas vid ofullstandig forbranning.
Exponering for vissa PAHer dkar risken for cancer bland manniskor (Bostrém et al., 2002). Manniskor
exponeras for PAHer framst via foddan, omgivningsluft och tobaksrok eller via yrkesexponering.

8-0x0-2'-deoxyguanosine (8-0x0-dG) &r en stabil slutprodukt av icke-enzymatisk DNA oxidation och
ar en valanvand markor for oxidativ stress. Det finns misstankar om att miljokemikalier kan ge upphov
till 6kad oxidativ stress i kroppen och vissa studier som har undersokt halter av miljékemikalier och 8-
oxo-dG i urin har funnit signifikanta positiva korrelationer mellan denna oxidativa stressmarkor och
miljokemikalier sasom vissa ftalater och PAHer (Ferguson et al., 2014; Hong et al., 2009).

Syfte
Syftet med projektet var att planera och initiera en tidsserie for kemikalier i urin hos barn.



Metod

Férsta mdtpunkt 1998-2000

Den forsta matpunkten baseras pa analyser av urinprover insamlade inom ramen for den prospektiva
kohorten BAMSE. Under aren 1998-2000 samlades urinprover in fran 933 fyraériga barn boende i
Stockholm (Wickman et al., 2002). Utav dessa barn hade 684 barn symptom pa astma, eksem, rinit
och/eller fododzmnesallergi. Ovriga 249 barn som inte hade nagon av dessa symtom utgjorde
kontroller. Trots att urvalet av dessa barn gjordes utifran symtom pa allergirelaterade sjukdomar,
representerar urvalet den totala kohorten i avseende pa variabler sa som kénsfordelning,
socioekonomisk status och frekvens av rékning bland foraldrarna. Bland de urinprov som samlades in
inom BAMSE-studien valdes 100 urinprov ut for analys av miljokemikalier i den aktuella studien.

Urinproverna hade forvarats i -80°C fran provtagningen fram till analysen.

Metod for fortsatt tidsserie

Den andra matpunkten baseras pa en insamling av urin fran fyraariga barn i Stockholm under 2015.
Planering och utveckling av metodik for den andra méatpunkten beskrivs i bilaga 1. | korthet
rekryterades barnen via forskolor i Stockholms stad, i samarbete med Stockholms stads
miljoforvaltning (Kemikaliecentrum). | samband med insamlingen av urin samlades aven
handavtorkningsprover fran forskolebarnen samt dammprover fran forskolorna enligt metoden
beskriven i bilaga 1. Kemiska analyser av dessa prover genomfoérs under 2015 och dataanalyser samt
rapportering berdknas ske under 2016. Planering och design for kommande métpunkter i tidsserien
baseras pa resultaten fran de tva forsta matpunkterna.

Kemiska analyser av urin

For en lista 6ver analyserade kemikalier/metaboliter, se tabell 1. Analyserna utfordes pa Avdelningen
for Arbets- och miljomedicin, Lunds Universitet. Bekampningsmedel analyserades med
vatskekromatografi tandem masspektrometri (LC-MS/MS) enligt en modifierad metod av Ekman et
al., 2014. Ovriga kemikalier/metaboliter analyserades med en modifierad LC-MS/MS metod enligt
Bornehag et al., 2015.

Statistik

| de statistiska analyserna har varden under detektionsgransen inte bytts ut, men negativa varden har
ersatts med motsvarande positiva varden. Halterna av de analyserade metaboliterna/kemikalierna i urin
sammanfattas med aritmetiskt medelvarde, geometriskt medelvérde, median, minimum- och
maximumvarde samt detektionsfrekvens (antal prov dver detektionsgransen; DG). Ingen av de
undersokta kemikalierna/metaboliterna var normalférdelade. For jamforelser mellan pojkar och flickor
anvéndes Mann-Whitney U test. Spearmans rangkorrelationstest anvandes for att studera korrelationer
mellan densitetsjusterade halter av olika kemikalier/metaboliter och oxidativ stress markéren 8-oxo-
dG. Analyserna utférdes med hjélp av statistikprogrammet STATA IC version 13.0 for Windows. For
kemikalier med detektionsfrekvens under 50% (OH-P, 4F3PBA och BPS) genomférdes inga
statistiska analyser.



Tabell 1. Analyserade metaboliter/kemikalier.

Bekdampningsmedel
2,4-D (2,4-diklorfenoxiattiksyra) 2,4-D
DCCA ((2,2-diklorvinyl)-2,2-dimetylcyklopropan  Metabolit till deltametrin
karboxylsyra)

4F3PBA (4-fluoro-3-fenoxybensoesyra) Metabolit till cyflutrin
OH-T (5-hydroxytiabendazol) Metabolit till tiabendazol
OH-P (3-hydroxy-pyrimetanil) Metabolit till pyrimetanil
3-PBA (3-fenoxibensylsyra) Metabolit till flera pyretroider
TCP (triklorpyridinol) Metabolit till klorpyrifos
Ftalater
MEHHP (mono-(2-etyl-5-hydroxylhexyl)ftalat) Metabolit till DEHP
MEOHP (mono-(2-etyl-5-oxohexyl)ftalat) Metabolit till DEHP
MECPP (mono-(2-etyl-5-karboxypentyl)ftalat) Metabolit till DEHP
MEHP (mono-(2-ethylhexyl)ftalat) Metabolit till DEHP
MHINP (mono-(4-metyl-7-hydroxyloktyl)ftalat)  Metabolit till DiNP
MOINP (mono-(4-metyl-7-oxooktyl)ftalat) Metabolit till DiINP
MCiOP (mono-(4-metyl-7-carboxyheptyl)ftalat) Metabolit till DiINP
MEP (monoetylftalat) Metabolit till DEP
MnBP (monobutylftalat) Metabolit till DnBP
MBzP (monobenzylftalat) Metabolit till BBzP
Fenoler

BPA (bisfenol A)
BPS (bisfenol S)
BPF (bisfenol F)

TCS (triklosan)
Polycykliska aromatiska kolviten (PAH)
1-HP (1-hydroxypyren) Pyren
2-OH-PH (2-hydroxyfenantren) Fenantren
Kotinin
Kotinin Metabolit till nikotin (indikator for tobaksrok)
8-ox0-dG
8-ox0-dG (8-oxo-2'-deoxyguanosine) Markor for oxidativ stress




Resultat

Analysresultat 1998-2000

Barnen lamnade urinprov mellan 31 augusti 1998 och 23 januari 2001. Bland de deltagande barnen var
50% flickor och 50% pojkar och medelaldern var 49 manader (motsvarande 4 &r och 1 manad) med en
spridning mellan 45 och 55 manader. Det fanns inga signifikanta skillnader i halter av miljokemikalier
i urin mellan pojkar och flickor.

Avritmetiskt medelvérde (AM), geometrisk medelvérde (GM), median, minimum, maximum,
detektionsgréans (DG) och detektionsfrekvens (Antal >DG) ges i tabell 2A for ojusterade urinhalter och
i tabell 2B for densitetsjusterade urinhalter. Densitetsjusterade urinhalter har justerats till den
genomsnittliga densiteten 1,023 gp.

Tabell 2A. Deskriptiv analys av 100 urinprover. Halterna har inte justerats for densitet. Samtliga halter
anges som ng/ml urin.

C(:‘rili\:(s‘a‘el::;imetabolit DG A:I])tgl AM GM Median Min Max
Bekdmpnings-  2,4-D 0,1 50 0,40 0,11 0,10 <DG 15
medel DCCA 0,1 83 0,48 0,25 0,26 <DG 4,2
4F3PBA 0,1 3 ; ; ; <DG 3,1
OH-T 0,05 73 1,0 0,21 0,18 <DG 18
OH-P 0,1 19 . ; ; <DG 161
3-PBA 004 93 0,44 0,25 0,22 <DG 3,3
TCP 0,06 100 1,9 1,2 1,2 0,08 16
Ftalater MEHHP 0,06 100 124 96 108 7,0 823
MEOHP 0,04 100 90 68 76 3,6 666
MECPP 001 100 117 94 96 10 561
MEHP 0,20 100 13 9,3 9,7 0,71 68
MHiNP 001 100 14 8,6 8,2 0,44 166
MOINP 001 100 5,9 3,4 3,5 0,08 74
MCiOP 0,02 100 15 9,8 8,9 1,1 121
MEP 011 100 185 127 126 10 1084
MnBP 1,02 100 308 223 240 31 3415
MBzP 0,03 100 82 49 54 3,3 1083
Fenoler BPA 007 100 48 3,0 2,9 0,32 50
BPF 001 99 0,66 0,14 0,12 <DG 30
BPS 0,50 4 ; ; ; <DG 3,9
TCS 007 99 31 2,1 1,6 <DG 2044
PAHer 1-HP 001 100 0,11 0,09 0,09 0,02 0,42
2-OH-PH 0,004 100 0,67 0,37 0,37 0,06 9,5
Nikotin Kotinin 020 76 2,0 0,68 0,76 <DG 35
Ox stress 8-0x0-dG 0,2 100 5,8 5,2 5,5 0,84 14




Tabell 2B. Deskriptiv analys av 100 urinprover. Halterna har justerats for densitet. Samtliga halter
anges som ng/ml urin.

Analyserad

Antal

kemikalie/metabolit >DG AM GM Median Min Max
Bekdmpnings-  2,4-D 0,1 50 0,48 0,12 0,11 <DG 23
medel DCCA 0,1 83 0,46 0,26 0,27 <DG 4,2
4F3PBA 0,1 3 - - - <DG 3,2
OH-T 0,05 73 1,0 0,21 0,22 <DG 18
OH-P 0,1 19 - - - <DG 115
3-PBA 0,04 93 0,43 0,26 0,23 <DG 2,4
TCP 0,06 100 2,0 1,2 1,2 0,18 16
Ftalater MEHHP 0,06 100 120 100 111 11 751
MEOHP 0,04 100 87 71 81 5,9 607
MECPP 0,01 100 113 98 99 17 512
MEHP 0,20 100 12 9,7 9,7 1,2 62
MHiINP 0,01 100 14 9,0 8,3 1,1 165
MOINP 0,01 100 5,8 3,6 3,2 0,20 74
MCiOP 0,02 100 15 10 8,9 2,1 120
MEP 0,11 100 184 133 131 21 824
MnBP 1,02 100 294 232 235 57 2595
MBzP 0,03 100 76 51 52 8,4 726
Fenoler BPA 0,07 100 4,6 3,2 3,0 0,52 45
BPF 0,01 99 0,63 0,15 0,12 <DG 24
BPS 0,50 4 - - - - 3,4
TCS 0,07 99 32 2,2 1,8 <DG 2219
PAHer 1-HP 0,01 100 0,11 0,09 0,09 0,02 0,45
2-OH-PH 0,004 100 0,75 0,38 0,31 0,06 15
Nikotin Kotinin 0,20 76 2,1 0,68 0,71 <DG 44
Ox stress 8-oxo-dG 0,2 100 5,7 5,4 5,6 1,7 11




Densitetsjusterade halter av 8-oxo-dG var signifikant korrelerade med de flesta ftalater, PAH-
metaboliterna, nagra bekdampningsmedel (3-PBA, 2,4-D och DCCA) samt BPF (tabell 3). De
signifikanta korrelationerna var dock relativt svaga (Spearmans rho = 0,22-0,38).

Tabell 3. Korrelation mellan densitetsjusterade halter av metaboliter/kemikalier och densitetsjusterade
halter av 8-oxo-dG i urin.

Typ av kemikalie Kemikalie/metabolit Spearmans rho p-varde
Bekdampningsmedel 2,4-D 0,23 0,020
DCCA 0,31 0,002
OH-T 0,08 0,437
3-PBA 0,31 0,002
TCP 0,14 0,157
Ftalater DEHP' 0,22 0,029
DIiNP? 0,30 0,002
MEP 0,06 0,589
MnBP 0,38 <0.001
MBzP 0,29 0,004
Fenoler BPA 0,14 0,167
BPF 0,27 0,006
TCS -0,00 0.967
PAHer 1-HP 0,35 0,001
2-OH-PH 0,30 0,026
Nikotin Kotinin 0,09 0,355

T summa av MEHP, MECPP, MEHHP och MEOHP
2 summa av MCiOP, MHiNP och MOINP
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Diskussion

For att fa en uppfattning om hur exponeringen har forandrats 6ver tid bland nordeuropeiska barn sattes
urinhalterna fran 1998-2000 i relation till nyligen genomforda europeiska studier. Larsson et al (2014)
analyserade ftalater, BPA och triklosan i urinprover insamlade under 2011-2012 fran 100 svenska barn
i dldrarna 6-11 ar. Fromme et al (2013) analyserade ftalater i urinprover insamlade under 2011-2012
fran 663 tyska barn i aldrarna 2-7 ar (medelalder 4,5 ar). | jamférelse med dessa nyare studier var
halterna av ftalat metaboliter (MnBP, MBzP, DEHP-metaboliter och MEP) avsevart hogre 1998-2000
an idag. Daremot var halterna av metaboliter till ftalaten DiNP pd samma niva eller till och med nagot
hogre i de nyare studierna. Detta &r forvantat eftersom lagstiftningen for anvandningen av MnBP,
MBzP och DEHP har blivit allt striktare under senare &r, medan DiNP inte omfattats av samma harda
lagstiftning.

Tabell 4. Medianhalter (ng/ml) av ftalater, BPA och TCS i urin, rapporterade i den aktuella studien
samt i nyligen genomfdrda europeiska studier.

ﬁzzrﬂ:‘r:;' BPA | TCS | MEP | MnBP | MBzP | MEHP | MEHHP | MEOHP | MECPP | MHiNP | MOINP | MCiOP
1998-2000° | 2,9 | 1,6 | 126 | 240 | 54 | 9,7 | 108 76 96 8,2 35 8,9
2011-20122 | 1,3 |<DG| 25 | 79 | 22 | 2,9 24 16 23 9,0 5,2 20
2011-2012° 15 | 32 | 12 16 18 46

T pen aktuella studien
2 Larsson et al., 2014
% Fromme et al., 2013

| studien anvandes prover som varit frysta under cirka 15 ar. Baserat pa studier av stabiliteten av
metaboliter i frusen urin dver tid antas minskningen av metabolithalterna vara liten (Poulsen et al.,
1998; Samandar et al., 2009). De uppmatta halterna i proverna fran 1998-2000 var som forvantat eller
nagot hogre an forvantat, vilket indikerar att minskningen under forvaringstiden inte har varit
omfattande.

Den planerade insamlingen av urin fran fyradringar under 2015 och ytterligare framtida
urininsamlingar bland fyraariga barn i Stockholmsomradet kommer att mojliggora direkta jamforelser
mellan olika méatpunkter och bidra till 6kad kunskap om trender av exponering for de analyserade
miljokemikalierna bland svenska barn.

I studien analyserades &ven en markdr for oxidativ stress (8-0xo-dG) i urin. Samband mellan
ftalatexponering och en 6kad oxidativ stress har visats i bade in vivo och epidemiologiska studier (Aly
et al., 2016., Ferguson et al., 2014; Guo et al., 2014; Hong et al., 2009; Kim et al., 2014, Shono et al.,
2014) och har foreslagits som en mojlig mekanism bakom vissa negativa hélsoeffekter av ftalater.
Aven i den aktuella studien observerades signifikanta korrelationer mellan 8-oxo-dG och flertalet
ftalater i urin. Vi fann &ven signifikanta korrelationer mellan 8-oxo-dG och vissa bekdmpningsmedel,
nagot som inte studerats i tidigare studier i var vetskap. De observerade korrelationerna skulle dock
kunna bero pa att analyserna inte tillrackligt justerats for urinens utspadningsgrad, varfor resultaten
kan spegla samutsondringen av 8-o0xo0-dG och dvriga damnen, snarare an kemikaliernas effekt pa nivan
av oxidativ stress i kroppen.
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Projektforslag 2014-12-23
Tidsserie: Barns exponering for miljokemikalier
K Larsson, M Berglund, IMM, KI

Bakgrund

Det finns manga skal att folja exponeringen for olika miljokemikalier Gver tid i olika grupper av
befolkningen. Barn ar en viktig grupp att félja eftersom de utséatts for den relativt hgsta exponeringen
for manga miljokemikalier. Samtidigt ar barn ofta mer kansliga for kemikaliers skadliga effekter da de
fortfarande utvecklas. Flera av kroppens mest komplexa organsystem och funktioner utvecklas
kontinuerligt under fosterstadiet och uppvaxten, vilket gor foster och barn sérskilt kénsliga. Det galler
bland annat immunsystemet, nervsystemet, hormonsystemet och reproduktionssystemet. Allt fler
studier tyder dessutom pa att exponering for toxiska &mnen tidigt livet kan ge bestaende forandringar
som visar sig som halsoeffekter senare i livet. Ett exempel pa detta ar astma och allergi hos barn och
ungdomar.

IMM har pa uppdrag av NV tagit fram ett forslag till projektplan for en tidsserie av barns exponering
for miljokemikalier (6verenskommelse 2215-14-009). Tidsserien baseras pa en retrospektiv studie av
bankade urinprover insamlade 1998 fran fyradringar i Stockholm inom ramen for en annan studie
(BAMSE). I urinproverna analyserades 10 ftalatmetaboliter, Bisfenol A, S och F, triklosan, 2 PAH-
metaboliter, 7 bekampningsmedel, kotinin, en markér for oxidativ stress och urindensitet. Dessa
matningar utgor startpunkt for tidsserien. Nedan foljer ett forslag till studieuppléagg for fortsatta
matningar.

Under arbetet har vi diskuterat studieupplagg och majligheter till samordning med andra grupper som
planerar exponeringsstudier hos barn samt med Stockholms stad som planerar for inspektion av
forskolor, och i samband med detta, dammprovtagning for kemisk analys. | Uppsala (SLV) kommer
blodprover samt bostadsdamm samlas in fran barn (4, 8 och 12 ar) som ingar i POPUP-cohorten.
Dessa skulle kunna utgora ett komplement till tidsserien for barns kemikalieexponering i Stockholm.
Vid Orebro AMM planeras en studie av barns exponering som inkluderar urin och damm, bade
bostader och offentliga miljéer. Samordning av enkéter och metoder for damminsamling har
diskuterats med Anders Glynn och Sanna Lignell, SLV, samt med Katja Hagstréom, Orebro AMM.
Dammprovtagningsmetodik har dven diskuterats med Cynthia de Wit och Ulla Sellstrom vid ITM,
Stockholms universitet.

Damm utg0r en intressant matris for kemikalieexponering i inomhusmiljon, och speciellt for barn som
kan ha ett betydande dammintag. FOrskolemiljon kan vara viktig for barns exponering for
miljokemikalier men &r relativt outforskad ur kemikaliesynpunkt. Kemikaliehalten i damm kan ocksa
anvandas for att uppskatta exponering for sadana &mnen som inte kan matas i barnens urin, t ex
bromerade flamskyddsmedel. Vi foreslar darfor att projektet dven omfattar analyser av damm vid
denna tidpunkt. En utvardering av resultaten far sedan visa om damm bor ingd i en tidsserie for barns
kemikalieexponering, och i sa fall vilka kemikalier som bor métas.

Syfte

Syftet med studien ar att paborja en tidsserie for barns exponering for miljokemikalier.

Genomférande
Projektet genomfors i samarbete mellan IMM, Institutionen for Tillampad Miljévetenskap (ITM),
Stockholms Universitet, IVL Svenska Miljoinstitutet (IVL) och Lunds Universitet.
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Studiegrupp

Barn, ca 4 ar (3,5-4,5 ar), rekryteras via forskolor i Stockholms stad. Urval av forskolor gors i
samarbete med Stockholms stad som ska inspektera dessa under 2015. Godkand etisk ansékan krévs
innan projektstart.

Insamling av prover och enkétdata

Urinprover samlas in fran ca 100 barn vid ca 30 forskolor. Foraldrarna informeras vid forskolan om
projektet och de som accepterar att delta far provtagningsmaterial med sig hem fér morgonurinprov
som tas torsdag morgon. Provet forvaras kallt i hemmet (kyl eller frys) innan det tas med till forskolan.
For att undersodka hur halterna av de studerade miljokemikalierna skiljer sig 6ver veckan tas ytterligare
ett urinprov pa mandag morgon fran 25 av barnen. Mandagsprovet representerar halten av
miljokemikalier efter att barnet varit borta fran forskolemiljon dver helgen och torsdagsprovet
representerar halten da barnet vistats tre dagar i forskolan. Samtidigt fas ett matt pa inom-
individvariation. Totalt samlas ca 125 urinprov.

Enkat till foraldrar

I samband med urinprovtagningen besvarar foraldrarna en enkét med fragor om barnet och
hemmamiljon (bilaga 2). Formularet baseras pa fragor fran miljohéalsoenkaten, BAMSE-enkaten och
DEMOCOPHES-enkaten samt nya fragor av betydelse for den aktuella studien.

Exempel pa fragor till foraldrarna:
e Barnets langd, vikt, alder
Socioekonomi (utbildning)
Typ av bostad, byggnadsar
Golvmaterial i bostaden
Foréldrarnas rokning
Kost (ekologisk kost samt ev. viktiga kostvariabler, sisom konservmat med avseende pa BPA)
Hur lange barnet har gatt i forskola
Hur mycket tid barnet vistas pa forskolan
Om bostaden ligger néara hogtrafikerad vag
Fragor om urinprovtagningen (separat urinprovtagningsformuldr, se bilaga 3)

Damm samlas in fran de 30 forskolor i Stockholms stad dér barnen som provtas vistas. Forskolorna
valjs ut sa att bade nybyggda och aldre byggnader inkluderas. Om mojligt inkluderas &ven forskolor
med specifik pedagogik, sasom Waldorf-forskolor, eftersom dessa har en uttalad policy vad galler val
av material och livsmedel.

Damminsamlingen pa de 30 forskolorna genomfors av forskare fran Institutet for Miljomedicin
(IMM). Dammprover samlas fran ytor ovanfor golvet (hyllplan, dorrkarmar, etc) med hjalp av en
filterhallare kopplad till en dammsugare enligt standardiserad metodik som anvands vid Stockholms
universitet. | samband med damminsamlingen besvaras ett inspektionsformuldr som har utvecklats for
att tacka in fragestallningarna i studien och innehaller fragor som ror forekomst av elektroniska
produkter, skummdbler, PVC golv och plastleksaker, etc (se nedan Inspektionsformuldr).

Stockholms stad planerar att samla damm fran ytterligare 70 forskolorbaserat pa erfarenheter som
erhallits fran denna studie. Milj6inspektorer kommer aven att genomfora rutinkontroller i de 30
forskolor som undersoktes av IMMs forskare i bérjan av studien, for att komplettera med information
fran sina rutinformular. Observera att budgeten for den aktuella studien endast avser kostnaderna for
de 30 forsta forskolorna.
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Inspektionsformul&r

I samband med dammprovtagningen besvaras ett formular med fragor om forskolemiljon. Dessutom
fotograferas rummet som dammprovet tas fran. Inspektionsformuléret innehaller fragor av betydelse
for den aktuella studien (se exempel nedan):

Material i golv, vaggar och mobler

Antal elektriska apparater

Forekomst av plast- och skumplastleksaker
Forekomst av mobler av skumplastmaterial

Alder och typ av vilomadrasser

Trafik, forskolans geografiska plats

Ekologisk mat

Hur manga timmar barnen dgnar sig at uteaktivitet
Byggnadsar

Antal barn som vistas i lokalen

I samband med att Stockholm Stads miljinspektorer besoker forskolorna besvaras aven fragor som
ingar i deras rutinformular, om bl a ventilation, stadrutiner, buller och hygien etc.

Handavtorkningsprover samlas in fran de 100 barn som aven lamnar urinprov. Provtagningen utfors
av féltarbetare som torkar barnens hander med sterila gasvavskompresser eller glasull uppblotta i
isopropanol enligt standardiserad och beprévad metod som anvénds vid Stockholms universitet.
Handavtorkningsprov bor tas efter lek och innan handtvatt. Ett provtagningsformular fylls i vid
provtagningen (bilaga 4).

Analyser i urin

Urinproverna analyseras for 10 ftalatmetaboliter, Bisfenol A, S och F, triklosan, tetrabromobisfenol A
(TBBPA), tva PAH-metaboliter, 7 bekdmpningsmedel, kotinin samt en markor for oxidativ stress.
Samma miljokemikalier mattes i urinproven som samlades in 1998 (utom TBBPA). Dessutom mats
densitet i urin. Urinproverna analyseras vid avdelningen for Arbets- och miljémedicin, Lunds
Universitet.

Analyser i damm och handavtorkningsprover

Dammproverna och handavtorkningsproverna analyseras for merparten av de kemikalier som dven
analyseras i urin: fem ftalater, BPA, BPS, BPF, TBBPA och PAHer. De analyseras dock inte for
triklosan eller bekd&mpningsmedel. Dessutom mats bromerade flamskyddsmedel PBDEs (BDE-47,
BDE-99, BDE-100, BDE-153 och BDE-209), HBCD (a-, B-, y-), nya bromerade flamskyddsmedel
(DBDPE, EH-TBB, BEH-TEBP, DBE-DBCH) och organofosfater (TBEP, TCEP, TCIPP, TDCIPP,
TPP) som inte kan métas i urin.

Trots att flamskyddsmedel inte méts i urin &r analys av dessa &mnen i damm betydelsefull eftersom
damm anses vara en betydande exponeringskalla for dessa amnen, speciellt hos sma barn. Det &r
dessutom viktigt att undersoka hur halterna av de utfasade flamskyddsmedlen (PBDEs och HBCD)
forhaller sig till nya flamskyddsmedel. Urvalet av nya bromerade flamskyddmedel och organofosfater
baseras pa tidigare studier, samt om d&mnena misstanks vara hélsoskadliga (Keml 2103, Bergh et al
2011, Stapleton et al 2014, Bradman et al 2014).

Handavtorkningsprover ar ett matt pa barnets individuella exponering for miljokemikalier och &r ett
bra alternativ da &mnena inte kan métas i urinprover. Barns serum- och urinhalter av flamskyddsmedel
har visat sig korrelera battre med handavtorkningsprov an med dammprov och de utgor darfor ett
viktigt exponeringsmatt for bromerade och organofosfat flamskyddsmedel som inte analyseras i urin i
den aktuella studien (Hoffman et al 2014, Stapleton et al 2012).

Damm- och handavtorkningsprover analyseras for bromerade och organofosfat flamskyddsmedel vid
ITM. Dammprover analyseras for ftalater och bisfenoler vid IVL.
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Tidsplan
Hosten/Vintern Planering av studien, etisk ansokan, inforskaffande av provtagningsmaterial, ta
2014 fram informationsmaterial till férskolor och foraldrar, utveckla enkéter.
Vintern Rekrytering av forskolor och foraldrar/barn for insamling av damme-, urin- och
2014/2015 handavtorkningsprov.

Paborja damm-, handavtorkning- och urininsamling.
Varen 2015 Damm-, handavtorkning- och urininsamling.

Paborja damm- och handavtorkningsanalyser.
Hosten 2015 Analyser av urin, damm- och handavtorkningsprover, aterkoppling till foraldrar.
Vinter 2015/16 Utvérdering och rapportering.
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Frageformular

Tack for att du deltar i undersékningen!

Pa forsta sidan anger du ditt och ditt barns namn samt era kontaktuppgifter.
Nar vi har fatt in enkdten kommer denna sida att avlagsnas fran formuléret
och din och ditt barns identiteter kommer att kodas sa att svaren inte kan
sammankopplas med dig eller ditt barn.

Vardnadshavarens namn:

Barnets namn:

Kontaktpersoner:

Marika Berglund, Docent Kristin Larsson, Doktorand
marika.berglund@ki.se kristin.larsson@ki.se
Tel: 08-524 875 36 Tel: 08-524 877 96
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Fyll i enkdten pa foljande vis:

Satt ett kryss i cirkeln vid det svarsalternativ som bast dverensstammer med din eller
ditt barns situation.

Observera att fragor om ditt barn endast avser din 3 - 4-aring som medverkar i
studien och inte andra eventuella syskon i familjen.




Bilaga 2

Boendemiljo

1. I vilken utstrackning bor det medverkande barnet pa er adress?
Barnet bor endast pa min adress
Barnet bor mindre an 50% av tiden pa en annan adress

OO0

Barnet bor mer an 50% av tiden pa en annan adress

2. Har barnet bott i den nuvarande bostaden sedan féodseln?

Ja O
Nej O

Om nej, ange antal Gr och mdnader sedan senaste flytten: ___ droch__ _mdadnader

3. Vilken typ av bostad bor du i?
Fristaende smahus (villa) (O

Radhus eller kedjehus O
Lagenhet i flerbostadshus (O
Annan typ av bostad O

Om annan typ av bostad, specificera:

4. Vilket ar dr bostaden byggd?
Fore 1941
1941-1960
1961-1975
1976-1985
1986-1995
1996-2003
2004-2015
Vet ej

OO00O0OO0O0O

5. Hur manga kvadratmeter ar din bostad? (Utan biarea sdésom kdllare, altan, garage)




6. Har bostaden nagot fonster som dr vant mot...
(Markera samtliga passande alternativ)
...storre gata eller trafikled?
...mindre gata eller lokalgata?
...jarnvag?
...industri eller industriomrade?
..innergard, bakgard, tradgard, vatten, skog, 6ppet falt?
..annat an det uppraknade?

7. Har ditt barns sovrum nagot fonster som ar vant mot...

(Markera samtliga passande alternativ)

...storre gata eller trafikled?

...mindre gata eller lokalgata?

...jarnvag?

...industri eller industriomrade?

..innergard, bakgard, tradgard, vatten, skog, 6ppet falt?
..annat an det uppraknade?

O0000O

O00O00O0

8. Vilken energikalla anvands till uppvarmning i bostaden?
(Flera alternativ kan anges under kolumnen “Ja”, endast ett alternativ kan anges i kolumnen

“Huvudkdlla”)

—
Q

Vattenburen radiatorvarme

Elradiatorer

Luftvarme (dvs. varm luft cirkulerar i huset)
Golvvarme

Oppen spis, kakelugn, braskamin etc.

O0000O0

Annan

O

Vet ej

Huvudkalla

Bilaga 2

9. Har din bostad ytrenoverats det senaste aret? (Ommdlning av viggar, nya golv etc.)

Ja (O Om ja, Hur ménga ménader sedan:

Nej O
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10. Har din bostad renoverats under det senaste aret? (Nya fénster, rumsindelning med
ny vdgg, nya rér, inredning av vind etc.)

Ja (O Omja, Hur ménga ménader sedan: _ __
Nej O
11. Finns det golv av PVC/vinyl nagonstans i bostaden? (Obs, ej linoleum)
Ja O
Nej O
Vet gj O

12. Vilket typ av golv ar det i barnets sovrum?
(Om plastgolv av okdnd sort, ange detta pd den strickande linjen efter “ange sort”)
PVC/vinyl
Linoleum

O

O
Laminat O
Klinker/sten/kakel O
Heltidckningsmatta O
Tra/parkett O

O

Annat Om annat, ange sort:

13. Finns tapeter av PVC/vinyl ndgonstans i bostaden? (Vanligt t.ex. i vdtrum)

Ja O
Nej O
O

Vet ej

14. Vilken typ av ytskikt finns pa vdaggarna i barnets sovrum? (Flera alternativ kan

anges)
PVC/vinyltapet

O

Papperstapet O
Vav/textiltapet O
Malad yta O
Vaggstickers O
Trépanel O

O

Annat Om annat, ange sort:
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15. Hur manga elektriska produkter (TV, stereo, stationar dator, laptop, etc.) finns i
barnets sovrum? (Ridkna inte iPod, iPad, iPhone)
Ingen
1
2-3
Fler an 4

O00O

16. Ungefar hur ofta dammsuger eller sopar ni i barnets rum?
Varje dag
2 ggr per vecka
1 gang per vecka
Varannan vecka
1 gang per manad

O0O0O00O0

Mer sallan

17. Ungefar hur ofta vattorkar ni golvet i barnets rum?
Varje dag
2 ggr per vecka
1 gang per vecka
Varannan vecka
1 gang per manad

O0000O

Mer sallan

18. Vilken ar den huvudsakliga kallan till dricksvattenforsérjning i hemmet?
(Vdlj endast ett alternativ)

Kommunalt vatten O
Handelsvatten (dvs. képt i butik) O
Enskild/delad brunn O
Vet €] O

19. Vilken ar den huvudsakliga kallan till vattenforsorjning for matlagning i hemmet?
(Vilj endast ett alternativ)

Kommunalt vatten O
Handelsvatten (dvs. képt i butik) ()
Enskild/delad brunn O

Vet ej O



Bilaga 2

20. Har bekdampningsmedel anvants i hemmet for att bekdampa skadedjur under de
senaste 6 manaderna?

Ja O
Nej O
Vet ej O

Om det medverkande barnet

Ar det medverkande barnet en pojke eller flicka?
Pojke O
Flicka O

Hur mycket véger barnet utan klader? (Ange i hela Kg, ej decimaler)

Hur ofta uppskattar du att ditt barn har lekt med leksaker som bestar av gummi

eller gummiliknande plastmaterial under den senaste veckan? (Gdller ej lek pé
férskola)

Dagligen O
Mer sallan an dagligen O
Aldrig O
Vet ej O

Hur tar sig barnet vanligtvis fran/till forskolan, fritidsaktiviteter, kompisbesok, etc?

(Svara med alla alternativ som stémmer med hur det vanligtvis dr)

Gar

Cyklar O

Aker bil eller dylikt O
O
O

O

Aker buss, tunnelbana, etc.

Annat fardmedel Om annat, specificera:
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6. Hur lang tid per dag anvander ditt barn sammanlagt fér att komma till och fran
aktiviteter en vanlig vardag? ( Rdkna tiden till och fran férskolan, trdning, kompisar etc.)
Mer an 4 timmar
3-4 timmar
1-2 timmar
30-60 minuter
Mindre @n 30 minuter
Inte aktuellt

O0000O0

7. Vilken forskola gar barnet pa? Ange forskolans namn och omrade (t.ex. Barnstugan,

Bromma)
Ange forskolans namn:

8. Hur ldnge har barnet gatt i den nuvarande forskolan? (Inklusive semestrar etc.)

Ange antal manader:_ __

9. Hur manga timmar i genomsnitt per vecka har ditt barn vistats pa forskolan under
de senaste 6 manaderna?

Ca timmar per vecka

10. Har ditt barn tidigare gatt pa en eller flera andra férskolor innan den nuvarande

forskolan?
Ja O
Nej O

11. Vid vilken alder bérjade barnet pa forskola, oavsett om det var den nuvarande eller
en tidigare forskola?

Vid ca manaders alder
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Ovrigt

Roéker nagon inomhus i din bostad?

Ja, dagligen O
Ja, ibland O
Nej O

I vilken utstrackning kdper hushallet ekologiska frukter och gronsaker?
Sallan ekologiska frukter och gronsaker

Cirka 25% ekologiska frukter och gronsaker
Cirka 50% ekologiska frukter och gronsaker
Cirka 75% ekologiska frukter och gronsaker
Ndastan enbart ekologiska frukter och gronsaker
Vet ej

O00O00O0

Hur lange har familjemedlemmarna bott i Sverige? (Om nédgon av familjemedlemmarna
har flyttat till Sverige under sin livstid, ange dret for flytten till Sverige)

Medverkande barn: Bott i Sverige sedan fodseln (O
Flyttade till Sverige, artal:

Foralder 1: Bott i Sverige sedan fodseln (O
Flyttade till Sverige, artal:

Foralder 2/sambo/partner: Bott i Sverige sedan fodseln (O
Flyttade till Sverige, artal:_
Ej aktuellt O

Fyll i kon och alder for hushallets samtliga medlemmar (inte det medverkande

barnet). (Efter “person:”, ange om personen dr mamma, pappa, sambo, barn etc.)

Person. kén:_ alder:_
Person: kén:_ alder:_
Person. kén:_ alder:_
Person: kén:_ alder:_
Person: kén:_ alder:_
Person. kén:_ alder:_
Person: kon: alder:

Person: kén: alder:_
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5. Ange hogsta utbildning for respektive foralder som bor tillsammans med barnet i
ert hushall.
Fordlder1  Fordlder 2/sambo/partner

Arskurs 1-6 O O
Arskurs 7-9 O O
Gymnasium O O
Hogskola/universitet max 2 ar O O
Hogskola/universitet minst 3 ar O O
Foskarutbildning O O
Vet €] O O
Inte aktuellt O

6. Vem fyllde i enkdten?
Barnets foralder O
Annan vardnadshavare

Stort tack for ditt deltagande i undersékningen.
Viéinligen kontrollera att alla fragor har besvarats.

Vid eventuella fragor eller funderingar, kontakta:

Marika Berglund, Docent Kristin Larsson, Doktorand
marika.berglund@ki.se kristin.larsson@ki.se
Tel: 08-524 875 36 Tel: 08-524 877 96
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Urininsamling - Instruktioner

Tack for ditt deltagande i studien.

Nedan finns instruktioner for urininsamlingen. Vanligen anvand endast det
medféljande materialet vid provtagningen for att undvika kontamination fran
andra material.

Pa baksidan av detta papper finns en enkat som besvaras i samband med
urinprovtagningen. Las garna igenom fragorna pa kvéllen innan provtagningen.

Material

Pappmuggar att kissa i. Pappmuggen kan formas till en pip nar du héller dver urinen i
provroret.

En péase med ror. Pasen och roret ar markta med ett id-nummer. Fyll réret, men inte dnda upp
eftersom vi ska frysa proverna.

Instruktioner

1. Stall insamlingsmaterialet pa toalettlocket kvéllen innan sa ar det lattare att komma
ihdg att ta provet pa morgonen!

Tvatta handerna med tval och vatten

Lat barnet kissa i pappersmuggen (det finns flera)

Ta ut provroret ur plastpasen

Oppna ett provror i taget genom att skruva av locket

Hall 6ver urinen fran pappersmuggen till roret. Fyll réret med urin nastan anda upp
Skruva at locket hart

Lagg tillbaka provroret i plastpasen

Om provet inte tas direkt till forskolan, forvara provet i kylskap

10 Ta med urlnprovet till forskolan

11. Fyll i enkéten pa nasta sida i samband med urinprovtagningen

CoNO~WN
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Urinprovtagning — Enkat

Deltagarens ID:

1. Ar detta prov taget pa ditt barns forsta toalettbesok pd morgonen? (satt kryss)

Ja O
Nej (O Om nej, ange skal:

2. Datum och tid vid provtagningen

dag manad t : mm
(Ange i 24-timmar, t.ex. 16:30, 05:30)

3. Ungefar nar var ditt barns senaste toalettbesok innan detta prov insamlades?

dag manad tt : mm

4. Har ditt barn atit nagot av foljande inom de senaste 2 dygnen? (galler inte forskolan)

A. Mat fran konservburk O
B. Applen/Paron (O Omja, ange uppskattat antal:_ _
C. Vindruvor (O Omja, ange uppskattat antal:_ _
D. Bananer (O Omja, ange uppskattat antal:_
E. Citrusfrukter (clementin, apelsin, el dyl.) ()  Om ja, ange uppskattat antal:__
F. Apelsinjuice/Appeljuice O
G. Inget av ovanstdende O



Bilaga 4

Handavtorkningsprov — Enkat

Enkéten besvaras av féltarbetare vid provtagningen.

Barnets id:

dag manad tt : mm
(ange i 24-timmar, t.ex. 16:30, 05:30)

N

Nar tvattade barnet senast handerna?
Ange tid sedan senaste tvatt: minuter

(O Vetgj

3. Har barnet anvant handsprit under den aktuella dagen?
(O Ja, ange tid sedan senaste handspritning: minuter

(O Har gj anvant handsprit den aktuella dagen
(O Vetgj

4. Vilken aktivitet gnade sig barnet at precis innan provtagningen:

(O Aktivt pyssel (parlplatta, lera, malning etc.), ange typavpyssel:_ _
(O Inomhusvistelse (lek, spela spel, lasning etc.), ange typ av aktivitet:_ _
(O Utomhusvistelse

O Vila

O Maltid

O

Annat, specificera:
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