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Sammanfattning

2018 var kaninen det tredje vanligaste forsoksdjuret inom EU. | egenskap av ett litet bytesdjur med-
foljer dock naturlig radsla for manniskan och lag stresstroskel vid hantering, vilket riskerar aventyra
saval djurvalfard som forskningskvalitet. Hittills har ett fatal studier utvarderat strategier for att
reducera stressen hos vuxna kaniner i djurforsok. Déremot har resultat indikerat att potentialen &r
lika stor for denna alderskategori som for kaniner innan avvénjning, dar effekten av tillvanjning till
hantering framst ar studerad. Standardiserade riktlinjer gallande forfarandet for tillvanjning ar annu
ej formulerade.

Av det skalet amnade denna studie utvérdera ett socialiserings-och traningsprogram foér vuxna
kaniner utvecklat pa S:t Eriks Ogonsjukhus i Stockholm, tidigare beskrivet av Ersbring 2021. Pro-
grammet utvarderades pa en grupp om tre hankaniner av rasen New Zealand White i jamférelse med
en lika stor icke hanterad kontrollgrupp. Effekterna tolkades forutom med blindad subjektiv
beteendeanalys och approach-tester dven genom analys av blodglukos och plasmakortisol. Efter
programmets fullféljande tranades &ven kontrollgruppen enligt samma schema medan testgruppen
fick fortsatt daglig socialisering och en utvardering av beteendet upprepades. Strategin méjliggjorde
utvardering av eventuella bibehallna effekter samt resultat av programmets fordréjda start.

Sammantaget detekterades inga signifikanta skillnader mellan tranade och otranade kaniner i nagon
testparameter vilket sannolikt berodde pa gruppernas begrdnsade storlek. Daremot observerades
tydliga trender i beteende, forknippade med reducerad radsla. Storst effekt av traning observerades
hos gruppen vilken genomgatt programmet innan blodprovstagning agde rum. Det fanns dven tecken
pa att traning och socialisering har viss omedelbar paverkan och att daglig socialisering efter en
veckas fullféljd traning ger kumulativa resultat. Dock iakttogs ingen paverkan pa blodparametrarar,
mojligtvis pa grund av lag stress over lag, inadekvata matintervall eller att acklimatisering har
samma effekt pa dessa som socialisering och traning.

I sin helhet stodjer studien resultaten fran tidigare forskning inom dmnet men ytterligare studier
erfordras for att sakerstélla resultaten.

Nyckelord: Kanin, hantering, traning, socialisering, rédsla, stress, forséksdjur



Abstract

In 2018 the rabbit was the third most used research animal within the EU. However, as a small prey
species, it possesses an innate fear of humans and a low stress threshold during handling, which puts
both animal welfare and research quality at risk. While only a few studies have evaluated strategies
toward reducing stress in adult rabbits undergoing experimental trials so far, combined results show
a similarly strong potential of reducing stress through application of habituation methods on this age
group, as the more extensive research conducted on pups before weaning have done. Still any stan-
dardized protocol for such methods remains to be defined.

For this reason, this study aimed to evaluate a training and socialization program developed for adult
rabbits at S:t Eriks Eye Hospital in Stockholm, previously described by Ersbring 2021. The program
was incorporated for a group of 3 male New Zealand White rabbits and evaluated in comparison to
a corresponding non handled control group. Impacts were measured repeatedly through methods of
both blinded subjective behavior analysis and approach tests, as well as blood glucose and plasma
cortisol evaluation. Following completion of the program the test group was subject to continuous
daily socialization whereas the controls initiated the training and socialization protocol. Another
evaluation of behavior was then conducted which allowed for further assessment regarding possible
sustained effects from training in the test group, in conjunction with consequences of delayed start
of the program in the control group.

In conclusion, none of the various tests revealed statistically significant differences between trained
and untrained rabbits, which in large probably was due to the limited number of rabbits in each
group. There was however strong indication on behavior associated with reduced fear after training,
most prominently within the group which enrolled the program prior to blood collection. Further-
more, results were indicative of some immediate positive impact following training together with a
further lasting reduction of fear achieved by continuous daily socialization up on completion of the
training protocol. Regarding the physiological variables on the other hand, no effects of training
were observed. This was likely either due to low stress in general, inadequate measuring intervals
or acclimatization having similar effect on these as socialization and training.

In final, the study outcome was in concurrence with previous relevant research. However further
studies on larger groups of rabbits are required in order to assure the investigated effects.

Keywords: Rabbit, handling, training, socialization, restraint, fear, stress, research animal
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1. Inledning

Med ett immunsystem likt méanniskans, relativt stor kroppsmassa och blodvolym,
lang livslangd, samt foljsam natur och enkel skotsel har kaninen blivit en efter-
fragad djurmodell inom medicinsk forskning (Nagarajan et al. 2021). | egenskap av
ett litet bytesdjur med en forhallandevis sent paborjad domesticeringsprocess (Naff
& Craig 2012) har kaninen déremot en naturlig radsla fér ménniskan vilket har
konsekvenser for bade djurvalfard och forskningskvalitet (Richmond 2010). Uti-
fran dessa aspekter har motivationen till utvecklande av principer for hantering och
hallande av kaniner hojts, parallellt med att fokus pa djurvalfard i nationella och
internationella forfattningar Okat (Nagarajan et al. 2021). Genom traditionella
inlarningsstrategier sa som habituering, klassisk betingning och motbetingning har
flertal studier visat att tillvanjning och traning infér hantering och experimentella
procedurer reducerar stress hos forsoksdjur. Avseende studier pa kaniner har
majoriteten av dessa undersokt effekten under diperioden nér mottagligheten &r som
storst. Den existerande forskningen pa kaniner efter avvanjning ger daremot
indikation om att likvardiga resultat kan uppnas aven for denna alderskategori.

P& S:t Eriks Ogonsjukhus i Stockholm bedrivs sedan flera ar tillbaka ett sociali-
seringsprogram for vuxna kaniner med syftet att gradvis vanja kaniner infor
hantering och experimentella procedurer infor medicinska forsok. Personalens
subjektiva upplevelse ar att kaninerna efter traningen ar mindre stressade och mer
latthanterliga. Med syftet att dokumentera trdningen och utvardera programmet
genomforde Ersbring 2021 en primart deskriptiv studie vars resultat stodde hypo-
tesen om att traningen reducerade kaninernas rédsla. Med anledning av bland annat
brist pa kontrollgrupp kunde ingen saker slutsats dras, men var trots det av intresse
eftersom fatal liknande program tidigare blivit vetenskapligt granskade enligt
forfattarens kdnnedom.

Denna studie avser fordjupa sig i fragestallningen kring programmets effekt pa
kaniners réadsla, och starka det vetenskapliga beldgget for effekten genom strikt
definiering och dokumentation av tréningens genomférande, analys av fysiologiska
och biokemiska stressmarkorer, inkludering av kontrollgrupp samt blindad utvarde-
ring av beteende fran filmer. Den slutgiltiga malséttningen &r att erhalla ett evidens-
baserat standardiserat och effektivt socialisering-och traningsprogram for kaniner i



medicinsk forskning, och darmed Oka djurvalfard och forutsattningar for hog
forskningskvalitet.

10



2. Litteraturoversikt

2.1. Introduktion till djurforsok

2.1.1. Bakgrund och definitioner

Forsoksdjursmedicin ar en bred vetenskaplig disciplin innehallande grenar fran
bade biomedicin, human-och veterinarmedicin. Vetenskapen tacker flertal omraden
inom hallandet av djur i vetenskapligt syfte, dar avel, skotsel, djurforsok och djur-
valfard ingar. Sedan begynnelsen av motsvarande verksamheter har variationen av
anvanda djurkategorier 6kat och faltet utgér numera en av grundpelarna inom bio-
medicinsk forskning (Nagarajan et al. 2021). Det bor ocksa belysas att anvén-
dandet av djur for vetenskapliga andamal ar ett komplext och kansligt &mne, och
grund for flera etiska och moraliska stallningstaganden (Bayne et al. 2010; Rich-
mond 2010). Mot denna aspekt har under de senaste aren riktats allt storre fokus
vad galler bade generella attityder och reglerande lagar vilket lett till att djurvalfard
blivit en central dimension.

En vedertagen definition av djurvélfard bygger pd formuleringen om de fem
friheterna av brittiska Farm Animal Welfare Council 1992 (Brown & Smiler 2012).
Dessa inkluderar frihet fran hunger och torst, frihet fran obehag, frihet fran smarta,
skada och sjukdom, frihet att utféra normalt beteende samt frihet fran radsla och
stress. Konceptet togs ursprungligen fram i syfte att adressera problem kring anvén-
dandet av djur inom jordbruket men tillampas idag ofta dven i forsoksdjurssamman-
hang. P& samma tema anvands ofta aven begreppet "human hantering" (Tannen-
baum 1995). Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research
Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals 2011) beskriver detta som att behandling av forsoksdjur ska ske i
enlighet med hdga etiska och vetenskapliga standarder (National Research Council,
2011). 1 Sverige finns djurforsoksetiska namnder vars uppgift bestar av att vaga
nytta av djurforsok mot dess paverkan pa djurvalfarden (Jordbruksverket 2021b).
Infor samtliga planerade djurforsok krévs att ndmnden utfor en omfattande etisk
provning och ger sitt godkannande.
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Enligt svensk definition inbegriper termen forséksdjur” samtliga djur som fods
upp for eller anvénds i djurforsok (Djurskyddslag, SFS 2018:1192). Bendmningen
bibehalls sa lange som djuret halls kvar pa vederbdrande anléaggning. Djur som
anvands i undervisning och i samband med det ej befaras riskera lidande inrdknas
inte.

I termen djurférsok” ingar anvandning av djur inom omradena grundforskning och
tillampad forskning, sjukdomsdiagnostik, framstallning och produktion av farma-
ceutiska och kemiska produkter inklusive livsmedel, undervisning férknippat med
lidande samt &vriga verksamheter med likvardiga andamal (Jordbruksverket
2021b). Sammanfattningsvis ar anvandningens syfte principiellt avgérande. Sveri-
ges tolkning skiljer sig darmed fran 6vriga EU dar forekomst av lidande ar en essen-
tiell komponent. Forvantad fysisk-eller mental pafrestning kategoriseras efter
svarighetsgrad, dar den lagsta nivan beskrivs motsvara ett nalstick.

2.1.2. Statistik

De senast publicerade arliga statistiska sammanstéllningarna av forséksdjursan-
vandningen i Sverige och EU redovisar ar 2018. | Jordbruksverkets rapport for
Sverige ingar bland antal forsoksdjursanvandningar enligt EU:s definition, och
inkluderar bade djur som anvands for forsta gangen samt djur som ateranvands.
Med ateranvandning syftas pa anvandande av ett redan nyttjat forsoksdjur vilket i
forskningssynpunkt likval kunnat erséttas. Totalt registrerades 274 655 anvénd-
ningar, varav majoriteten utgjordes av husmagss (63 %), foljt av zebrafiskar och
Ovriga fiskar (16 respektive 9 %). Djurslaget kanin utgjorde <1 % (1738 stycken)
(Ljung et al. 2020). Inom hela EU motsvarade totalantalet anvandningar 2 353 112,
vilka ocksa dominerades av mdoss (40 %), foljt av rattor (20,3 %). Kaniner var till
skillnad fran i Sverige det tredje mest anvanda djurslaget (13 %) tatt foljt av
domesticerade fjaderfan (11,1 %) (ALURES Statistical EU Database 2020).

2.1.3. Aktuell lagstiftning och principer for 3R

Forsoksdjursverksamhet ar vitt utbrett globalt och regleras i allménhet i respektive
lands nationella lagstiftning (Nagarajan et al. 2021). Utdver det finns diverse inter-
nationella riktlinjer och inflytelserika ideella organisationer som verkar brett inom
sektorn. Trots omfattande framsteg i flertal lander finns fortfarande nationer i fram-
forallt Afrika och Mellandstern dar foreskrifter och reglerande organ for forsoks-
djurmedicin saknas (Vasbinder & Locke 2016; Mohr et al. 2017). | Sverige lyder
samtlig anvéndning av djurférsok under ett gemensamt EU direktiv samt nationella
forfattningar dar Jordbruksverket bér statligt myndighetsansvar.

| flera landers regelverk &r stravan efter god djurvalfard inom forsoksdjursverk-
samheten en vedertagen grundldggande princip (Richmond 2010). Principen drivs
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dels av moraliska och etiska skal men &r numer &ven starkt motiverad ur forsk-
ningssynpunkt. En forklaring &r att djur som halls under val anpassade forhallanden
|6per mindre risk for tillstand av stress, vilket annars kan ligga bakom variation hos
forsoksdjuren. Detta fenomen har bland annat utforskats av Verwer et al. (2009b),
med anledning av svartolkade resultat fran en biverkningsstudie av vaccin pa
kaniner. Variationer i kaninernas karntemperatur efter inokulation visades vara den
framsta komplicerande faktorn och hypotiserades vara orsakad av stressfram-
kallande hantering och andra suboptimala miljofaktorer. Genom modifieringar
inom dessa omraden lyckades Verwer et al. demonstrera att kaniner under for-
hallanden som var battre anpassade till deras naturliga behov och biologiska rytm
hade normal cirkadisk kroppstemperatur. Vidare reagerade hanterade kaniner
likartat med en dosrelaterad 6kning i temperatur efter inokulation, till skillnad fran
ohanterade som uppvisade en storre variation.

Tre nyckelstrategier utgor en internationellt accepterad utgangspunkt for ovan be-
skrivna andamal: replace, reduce och refine (Richmond 2010). Begreppen anvands
ofta med forkortningen 3R och motsvaras pa svenska av orden begransning, ersatt-
ning och forfining. Forkortningen instiftades 1959 av de tva brittiska forskarna
William Russell och Rex Burch, i en publikation med anslag fran Universitetsfor-
bundet for djurskydd, en oberoende vetenskaplig valgorenhetsorganisation (The
Universities Federation for Animal Welfare u.d.). Replace, eller ersatta, innebar
utbyte mot en eller flera forskningsmetoder som ej kréver anvandning av forsoks-
djur (Richmond 2010; Jordbruksverket 2021a). Reduce, eller reducera, betyder att
minska antalet forsoksdjur som kréavs for likvardiga eller battre resultat. Refine,
eller forfina, syftar till att minimera lidandet hos djur som anvands. Principerna ar
i olika grad befasta i respektive landers lagverk. | EU tradde 9:e november 2010 ett
nytt direktiv i kraft med specifik avsikt att implementera strategierna. Bland annat
stalls krav pa att samtliga djurforsok pa forhand maste redovisa hur djuranvand-
ningen i fraga relaterar till respektive punkt.

2.2. Kaninen som forsoksdjur

2.2.1. Bakgrund och anvandningsomraden

Tamkaninen ar ett nattaktivt bytesdjur harstammande fran den europeiska vild-
kaninen (Oryctolagus cuniculus) (Lidfors et al. 2007; Varga & Harcourt-Brown
2014). Domesticering tros ha inletts av franska munkar kring ar 500 e.Kr, vilket
lett till framavling av flertal olika raser (Lidfors et al. 2007). Beteendet fran vild-
kaninen har daremot inte utvecklats i nagon avsevard utstrackning vilket ar viktigt
att beakta vid till exempel hantering (Hawkins et al. 2008). Fran att ursprungligen
fotts upp for kottproduktion och handel av hud och péls har kaninen dven blivit
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populdr som séllskapsdjur och for jakt (Nagarajan et al. 2021). Bidragande faktorer
till att den ocksa blivit efterfrdgad inom forskning inkluderar den relativt stora
kroppsmassan, stora blodvolymen, langa livsspannet och ett immunsystem lik-
nande manniskans. Kaninens foljsamma natur och enkla skotsel ar ytterligare
anledningar (Burkholder et al. 2012). Rasen New Zealand White (NZW) selekte-
rades for snabb tillvéxt och foddes fram for kottproduktion och péalshandel (Lidfors
et al. 2007), men har dven blivit en vanlig ras inom djurférsok. Omraden dar
kaninen blivit en sarskilt attraktiv djurmodell innefattar bland annat polyklonal anti-
kroppsproduktion och studier om ateroskleros, 6gonsjukdomar, infektionssjukdo-
mar, ortopedi samt neoplasmer (Lidfors et al. 2007; Burkholder et al. 2012).

2.2.2. Beteendemassiga tecken pa radsla och stress

I likhet med andra sma bytesdjur &r kaninens initiala reaktion vid uppfattad fara att
frysa sina rorelser for att undvika detektion (Mcbride 2017). Om hotet kommer
narmre utloses ett flyktbeteende. |1 samband med faran kan kaninen stampa med
baktassarna i syfte att varna andra artfrander (Lidfors et al. 2007). | handelse av att
kaninen tillfangatas kan den antingen strida i forsvar eller som en sista utvag,
intrada ett tillstdnd av tonisk immobilitet (Humphreys & Ruxton 2018). Strategin
kan verka forebyggande av ytterligare attack, allt medan kaninen forblir hogst alert
och uppmarksam pa mojliga flyktvagar (Mcbride 2017). Till skillnad fran andra
fysiologiska flyktmekanismer kénnetecknas den toniska immobiliteten av en dep-
ression av cirkulatoriska parametrar (Giannico et al. 2014). Tillstandet &r rever-
sibelt men kan persistera upp till timmar trots att kaninen undkommit (Humphreys
& Ruxton 2018). Om initialt flyktforsok misslyckas kan kaninen éven frambringa
ett hogt skrik vilket kan astadkomma rovdjuret att ta avstand (Lidfors et al. 2007).

Kronisk stress kan associeras med flertal beteendeférandringar (Gunn & Morton
1995). Karaktéristiskt ses en 0kad frekvens av sérskilda beteenden medan andra
minskar. Generellt kan en reducering av beteendenas komplexitet och variation
forekomma. Beteenden vars utférande kan minska inkluderar reproduktionsbe-
teende och utforskande beteende. Till beteenden som kan forstarkas raknas vaksam-
het, skyddssokande, onormala beteenden samt beteenden forknippade med radsla,
sa som lattskramdhet och tendens att frysa (Morgan & Tromborg 2006).

2.2.3. Negativa valfardsaspekter och onormala beteenden

Suboptimala inhysningsférhallanden kan ge upphov till flera onormala beteenden
(Mcbride 2017). Stereotypier sa som gallerbitning, gravande i burgolvet och inakti-
vitet ar nagra av de mest pafallande exemplen. Beteendena beskrivs vara uttryck
for frustration, angest och tristess till foljd av inskrankt mojlighet till naturliga
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beteenden. Symtomens fortskridande kan relateras till kemiska forandringar i hjér-
nan och dolja tillstdndens allvarlighet.

Negativa miljoaspekter kan ocksa manifesteras i passivitet, dverdriven eller nedsatt
aptit, stort sexuellt beteenden, samt onormal putsning (Mcbride 2017). Passivitet
kan leda till onormal hallning, stort rérelsemonster samt forsvagning av skelettet.
Overdriven putsning kan ge upphov till bildande av harbollar som kan bidra till
ileus, medan nedsatt putsning kan paverka palskvaliteten. Tristess kan yttras i hu-
kande hallning, slohet och matt blick. Liten burstorlek, smal aktivitetsyta, och brist
pa berikning &r potentiella bakomliggande orsaker. Aven social isolering kan ge
negativ paverkan och fysiska symtom pa stress. Miljofaktorer sa som temperatur,
ljud och ljus kan ocksa orsaka stress da ej anpassade korrekt for djurslaget.

Eftersom mansklig kontakt upplevs hotfullt for bytesdjur utgér saval hantering som
mansklig narvaro sannolikt ocksa kallor till stress hos kaniner i laboratoriemiljo
(Pongréacz & Altbacker 1999; Balcombe et al. 2004; Mullan & Main 2007; Mcbride
2017). Bade experimentella procedurer och rutinmassiga skotselatgarder sa som
burstadning, forflyttning, eller végning har identifierats som stressutlésande mo-
ment i flera studier genom inverkan pa saval beteendeméssiga som fysiologiska
variabler (Pongracz & Altbéacker 1999; Balcombe et al. 2004).

2.2.4. Hantering under experimentella procedurer och aktuella
provtagningstekniker

Grundlaggande principer

Med hansyn till kaninens lattskramda natur bor all hantering ske med varsamhet
(Brewer 2006). Personalen bor ha god kdnnedom om kaninens reaktioner pa skram-
mande ljud och hantering (Lidfors et al. 2007). En god forhallningsregel i fore-
byggande av stress och skadeuppkomst ar praktiserande av ett mjukt, lugnt och
sjalvsakert handlag (Pekow 2012). Bast effekt har interaktion forenlig med
kaninens naturliga beteende (Hawkins et al. 2008). Eftersom kaninen kan sérskilja
manniskor fran varandra (Davis & Gibson 2000) kan hantering av bekanta personer
associerade med positiva upplevelser lindra stress och stimulera intresse. Positiva
interaktioner kan involvera smekning och beldéningar med aptitliga foder (Hawkins
et al. 2008; Swennes et al. 2011). Goda forutsattningar skapas ocksa genom att
gradvis vanja djuren med aktuella fixerings- och provtagningsmetoder (Burkholder
et al. 2012). Anestetika och sederande lakemedel kan underlatta ytterligare och
efter smartsamma ingrepp bor analgetika administreras. Personal bor uppmérksam-
mas pa nar en viss metod inte ar framgangsrik och anpassa strategin darefter. Till
exempel genom hjalp fran ytterligare personal eller byte av teknik. For beskrivning
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av tekniker avseende lyft, barande och fixering hanvisas lasaren till Ersbring
(2021).

Blodprovstagning

Blodprovsanalys ar ofta en nddvéndig diagnostik i forskningssammanhang (Para-
suraman et al. 2010). Volym och provtagningsfrekvens baseras generellt pa
provtagningens syfte och djurets totala blodvolym (Morton et al. 1993). | regel kan
upp till 1 % av kroppsvikten, motsvarande 10 % av blodvolymen, tas ut med tva
veckors intervall utan risk for foljdeffekter av blodforlust (McGuill & Rowan 1989;
Morton et al. 1993; Diehl et al. 2001). Blod kan erhallas fran vener, artarer och via
hjartstick (Pekow 2012). Tekniken och strategin som anvénds bor i enlighet med
3R ta hansyn till bade analysen i fraga samt vilken metod som asamkar minst stress
(Morton et al. 1993).

Hos kanin &r de rekommenderade platserna for upprepad provtagning vena auricu-
laris marginalis, arteria auricularis centralis och vena jugularis (Diehl et al. 2001).
Orats karl ar lattillgangliga och anvénds oftast i praktiken (Massanyi et al. 2020).
Det ar ocksa den minst invasiva blodtagningstekniken (National Centre for the
Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research 2021). Bade ven
och artar I6per ytligt pa den dorsala sidan. Upp till atta prover med maximalt 0.5
10 ml per dygn kan samlas (National Centre for the Replacement Refinement &
Reduction of Animals in Research 2021). For storre blodvolymer anvands med
fordel artdren men medfor déaremot 6kad risk for blédning och hematom. | fore-
byggande syfte rekommenderas darfor tryck mot insticksstéllet i minst 2 minuter
efter provtagning. Upprepad kontroll bor utféras efter 5 och 10 minuter (Diehl et
al. 2001).

Vid provtagning fran orats karl kan antingen en 19-23 G nal av butterfly-modell
(National Centre for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in
Research 2021) eller kateter med forlangningsslang och spruta anvandas (Pekow
2012). For arteriellt prov kan en 22 G dubbeldgdad nal for uppsamling i vakuumror
nyttjas (Pekow 2012). Borttagning av péls utfors ofta for att underlatta visualisering
av karlen, men finns enligt vissa inget behov for. Om klippmaskin &r opraktisk kan
icke toxiskt harborttagningsmedel, till exempel Veet ®, anvéandas. Rakning med
hjdlp av skalpellblad avrads pa grund av avskalning av hudens epidermala lager
(Morton et al. 1993). Ett alternativ till borttagning ar att separera palsen med hjélp
av topikalanestetisk salva eller glidslem. Innan provtagning tvéttas omradet darefter
med varm antiseptisk 16sning och torkas (Pekow 2012). Blod tas fran distala delen
av karlet bort fran 6ronbasen. Vid upprepade stick kan nalen féras mot 6ronbasens
riktning och hoger-och vanster sidas Ora alterneras mellan (National Centre for the
Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research 2021). Vid sticket
fors nalen i kranial riktning i en nastintill parallell vinkel med 6rat. Under venos
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provtagning kan éronbasen med fordel stasas infor sticket. Cirka en halv nalslangd
fors in i karlet (0,5 cm). Nar onskvard blodméngd erhallits uppnas homeostas
genom ett latt tryck dver kérlet med kompress (Pekow 2012).

Forfining av provtagingsproceduren kan astadkommas genom bland annat topikal
administration av lokalanestetika vid planerat stickstélle (Meredith 2015). For detta
syfte anvands ofta EMLA-kram, vilken appliceras pa huden 45-60 minuter innan
provtagning. Huden kan med fordel &ven varmas upp forsiktigt infor provtagningen
for att frambringa vasodilatation, till exempel genom att varsamt stryka huden
(National Centre for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in
Research 2021). Vasodilatation kan ocksa astadkommas med hjélp av ett neuro-
leptikum som &ven ger avslappnande effekt (Pekow 2012). Slutligen &r adekvat
fixering, god belysning och val tillampad aseptik tre viktiga faktorer for att skapa
goda forutsattningar.

2.3. Stressmekanismer och analysmetoder for stress
hos kaniner

2.3.1. Definition och fysiologi bakom stress

Definition av stress

Stress kan beskrivas som den sammanlagda effekten av yttre och inre faktorer vilka
ger upphov till rubbning av homeostasen (Pekow 2005). Férandringen utloser en
adaptiv respons innefattande fysiologiska, mentala eller beteendemassiga reaktio-
ner i stravan efter normalisering av paverkade funktioner. Nar anpassningsmeka-
nismerna inte racker till utvecklas ett aversivt tillstand. Biologiska underhallsfunk-
tioner som tillvaxt, immunférsvar och reproduktionsférmaga nedprioriteras och
onormala beteenden och sjukdomsrisken dkar (Pekow 2005; Fink 2016). Beskriv-
ningen baseras pa den ursprungliga biomedicinska definitionen av stress formu-
lerad av fysiologen Hans Selye (von Holst 1998). Selye grundade dven begreppet
”stressor” vilket representerar det stressframkallande stimulit.

Fysiologiska mekanismer

Primart bidrar fyra fysiologiska system till reaktioner i den adaptiva responsen; be-
teende, autonoma nervsystemet (ANS), neuroendokrina systemet samt immun-
forsvaret (Pekow 2005). Den akuta fasen involverar det sa kallade “Fight and Flight
syndrome” med omedelbar biokemisk respons inducerad av katekolaminer (adrena-
lin och noradrenalin), och strax dérefter glukokortikoider (Fink 2016). Katekol-
aminerna frisatts fran binjuremargen till foljd av aktivering av det sympatoadrenala
systemet (SAM), medan glukokortikoiderna frisatts fran binjurebarken genom 6kad
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aktivitet 1 hypotalamiska—hypofysara—adrenokortikala (HPA) axeln. Effekterna
erhalls genom hormonernas synergiska verkan och bestar bland annat av Okat
blodglukos, forhdjda kardiovaskulara funktioner, samt okat blodflode till skelett-
muskulaturen. Samtidigt uppstar en nedreglering av andra fysiologiska system som
reproduktion, digestion och immunférsvar (Pekow 2005). Hormonella effekter
uppkommer forst efter nagra timmar. Dessa inkluderar minskade nivaer av gonado-
tropin fristtande hormon (GRH), luteiniserande hormon (LH), tyroideastimu-
lerande hormon (TSH) samt follikelstimulerande hormon (FSH). Aven insulin
minskar med en parallell 6kning av glukagon och resulterande hyperglykemi. Stiger
gor ocksa nivaer av somatostatin, prolaktin och tillvaxthormon.

Kronisk stress yttrar sig oftast intermittent med storre variation i fysiologiska
processer. Intensitets-och tidsaspekter ar nagra bakomliggande faktorer (Pekow
2005) men &ven stressorens emotionella eller fysiologiska sarprégel. Mason et al
(1968) kom fram till att situationer av ovisshet var den mest potenta triggern for
hojning glukokortikoidkoncentrationen (Mason 1968). | sin tur var upplevelsen av
kontroll mest effektiv for dess sankning. Vid aterkommande stress kan responsen
ocksa bero pa om habituering eller sensitisering mot stimulit utvecklas (Pekow
2005). | de fall stressorens paverkan vidmakthalls kan hanteringsmekanismer anta
en aktiv eller passiv karaktar (Henry 1986, 1992). Aktiva stressreaktioner kanne-
tecknas av aktiv anstrangning for kontrollering av miljon, till exempel genom att
strida for att forsvara en hierarkisk status eller att fly fran en fara. SAM aktiveras
kroniskt medan aktiviteten i HPA-axeln varierar. Passiva stressreaktioner uppstar
nar aktiva hanteringsmekanismer inte racker till. Tillstandet associeras med hjalp-
l6shet, immobilitet och depressiva symtom. Till skillnad fran i aktiva stressreak-
tioner forekommer en kraftigt 6kad aktivitet i HPA, medan SAM forblir relativt
ofrandrat.

2.3.2. Generella principer for utvardering av stress hos
forsoksdjur

Utvardering av en stressors paverkan kan principiellt goras utifran ett epidemio-
logiskt eller fysiologiskt perspektiv (von Holst 1998). Det epidemiologiska studerar
framfor allt samband mellan stressoren och utveckling av sjukdomar och andra
dysfunktioner. Endast ett fatal variabler vasentliga for det specifika organet eller
organsystemet undersoks. Det fysiologiska perspektivet undersoker stressorens
effekt pa de bakomliggande fysiologiska stressmekanismerna och tillampas i forsta
hand inom stressforskning.

Métbara fysiologiska och biokemiska parametrar inkluderar bland annat hjart- och
andningsfrekvens (Pekow 2005; Baias et al. 2012), kroppstemperatur (Olivier et al.
2003), glukokortikoidkoncentration (Baias et al. 2012) samt de sekundara stress-
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markorerna totalprotein, glukos och laktat (Fazio et al. 2015). Olika matt pa
immunfunktion kan ocksa vara anvandbara (Pekow 2005). Eftersom reaktion pa ett
stimulus &r hogst individuell bor flera fysiologiska variabler matas samtidigt (von
Holst 1998). En del parametrar kan analyseras utan behov av hanterings- eller fixe-
ringsprocedurer, till exempel via telemetriska implantationsdon (Pekow 2005; Ver-
wer et al. 2009b). Strategin kan forebygga att matningen i sig utléser en stress-
respons och forsvarar tolkning av data (Verwer et al. 2009b).

Motsvarande dilemma kan uppsta till foljd av snabba skift i hormonnivaer pa grund
av den naturliga pulsatila frisattningen (von Holst 1998). Koncentrationer beror
ocksa pa metabolismen och clearance vilka i sin tur ocksa paverkas av stress. Av
de orsakerna ar det svart att faststalla en sann basalniva och dra slutsatser ifran
enstaka matningar. Dygnsrytmen &ar ocksa en viktig faktor att ta i beaktande, men
kan kringgas genom att till exempel géra upprepade méatningar vid konsekventa tid-
punkter pa dygnet.

Ett alternativ eller komplement till analys av de fysiologiska parametrarna ar
beteende-analys (von Holst 1998; Pekow 2005). Beteende kan bedémas utifran
totalt tillbringad tid, frekvens av eller tidpunkt for en viss aktivitet eller beteende
(Pekow 2005). Analys kan genomforas via direkt observation eller filminspelning.
Specifika etogram kan nyttjas som underlag for gradering (Verwer et al. 2009b;
Trocino et al. 2014). Nagra modeller utgdr fran beddmning av individens prestation
vid konfrontering av k&nda stressorer (von Holst 1998). Beteendet tolkas sedan som
en representation av radsla-eller stressnivan. Tva traditionella exempel pa dessa ar
open-field test och novel object test, vilka betraktats som generella indikatorer for
kaniners radsla i allmanhet (Irene Olivas & Arantxa Villagrd 2012; Buijs &
Tuyttens 2015). For att specifikt undersoka radsla for manniskor anvands approach
test och tonic immobility test (Verwer et al. 2009b). For beskrivning av respektive
tester som inte appliceras i denna studie hénvisas l&saren till Ersbring 2021.

Resultat fran beteendetester har ocksa foreslagits kunna bero pa personlighetstyp i
det avseende att vissa beteenden uttrycks forhallandevis konstant Gver tid
(Andersson et al. 2014). | en beteendestudie dar 61 kaniner av olika kon, ras och
alder inkluderades utvecklade Andersson et al denna hypotes och urskilde tre unika
personlighetsdimensioner; “mod”, "utforskande” och “angest”. Effekten har &ven
relateras till skillnader i stresshanteringsmekanismer dar tva primara former
beskrivits (Wechsler 1995). Aktiv hantering kénnetecknas av aktiva reaktioner,
medan passiv hantering karakteriseras av immobilitet och undvikande beteende.
Det har aven demonstrerats att kon (Papaioannou et al. 2002) och avelselektion
(Price 1984) ar faktorer som kan inverka pa testerna. Slutligen bor observations-
inducerad paverkan alltid tas i beaktande (Pekow 2005).
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2.3.3. Fysiologiska och biokemiska stressmarkorer

Kortisol

Kortisol ar kaninens dominerande glukokortikoid (Hamilton & Weeks 1985; Illera
et al. 1993; Fecteau et al. 2007) och representerar en av de vanligaste markorerna
vid uppskattning av stress hos djur (Morméde et al. 2007). Hormonet produceras i
binjurebarken och har paverkan pa flertal system i kroppen (Fink 2016). Effekten
pa protein- och kolhydratmetabolismen &r en central funktion, dar kortisolet utévar
en katabol effekt i perifera vavnader (proteolys och lipolys) respektive anabol i
levern (glukoneogenes och proteinsyntes) (Mormede et al. 2007). Kortisol ger
ocksa upphov till reducerat upptag av glukos till cellerna varvid blodglukos och
insulinsekretion 6kar. Hdmning av immunforsvaret ar ytterligare en viktig effekt,
liksom péaverkan pa blodtryck och andra mekanismer inducerade av katekolaminer
(Doenecke & Beato 1980; Munck et al. 1984).

Glukokortikoidernas syntes och frisattning fran binjurebarken till blodet regleras av
adrenokortikotropt hormon (ACTH) (Mormede et al. 2007). ACTH héarror fran
specialiserade celler i adenhypofysen. Framstéllningen styrs genom koordinerade
effekter av neuropeptiderna kortikotropinfrisattande hormon (CRH) samt vaso-
pressin (AVP), vilka syntetiseras av sarskilda neuroner i den paraventrukulara
hypotalmiska karnan (PVN). PVN aktiveras i sin tur pa signaler fran flertal andra
system och tar bland annat emot information om metabolismen och dygnsrytmen
(fran andra hypotalmiska karnor), perifera nervsignaler (via hjanstammen), blod-
plasmakomposition (fran subfornikala organet) samt emotionell status (fran lim-
biska systemet). Homeostas styrs genom feedbackreglering genom kortisolet.

Hos kanin foljer dygnskoncentrationen naturligt en cirkadisk rytm med lagst kon-
centration kring 06.00 (4400 pg/mL) och hdgst mellan 12:00-18:00 (9200 pg/mL)
(Szeto et al. 2004). Koncentrationer upp till éver 25 000 pg/ml har ddaremot kunnat
matas med signifikant samband till social stress (Szeto et al. 2004) samt 14 600
pg/mL i relation varmestress (de la Fuente et al. 2007). Eftersom HPA axelns
aktivitet ar kanslig for en méngd olika stimuli kan fluktuationer ddremot ske &ven
utan relation till psykologisk stress eller dygnsrytmen (Mormeéde et al. 2007).
Genetiska forutséttningar, alder och fysiologisk status, liksom externa faktorer
inklusive foderintag, temperatur och fuktighet ar nagra exempel pa potentiellt pa-
verkande faktorer.

I en Oversiktsartikel avseende HPA axelns funktion som ett verktyg for utvérdering
av djurvalfard av Morméde et al. (2007) har djurslag och relativ basalniva identi-
fierats som primadra faktorer for kortisolsvarets omfattning snarare &n stressorens
styrka (Mormede et al. 2007). | stallet h&dvdas responsen av ACTH kunna vara en
kéansligare markor baserat pa resultat fran dos-respons studier utférda pa manniskor
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(Oelkers et al. 1988), grisar (Zhang et al. 1990) och kalvar (Veissier et al. 1999),
genom experimentella injektioner med 6kande koncentrationer CRH. Av den or-
saken kan simultan analys av ACTH ge béttre underlag for uppskattning av stresso-
rens intensitet.

Pa grund av HPA axelns organisation betraktas frisattningen av glukokortikoider
vara en langsam process (Mormede et al. 2007). Féljt exponering for en stressor
kan en hajning i blodet forst detekteras efter ett fatal minuter och analyseras av den
orsaken traditionellt med atminstone 10 minuters latens. Reaktionen brukar sedan
vara synlig i upp till omkring en timme efterat. Vid kronisk stress sjunker normalt
vardet ocksa sa smaningom, trots att stressorens effekt vidmakthalls. Vidare kan
upprepade exponeringar for en viss stressor successivt 6ka HPA axelns foljaktiga
svar pa det specifika stimulit i fraga.

Kortisolmolekylen ar identisk hos alla djurarter och nivaer kan bestdammas fran
plasma, serum, urin, feces och saliv (von Holst 1998). Analys av plasma ar den
vanligaste metoden vid skattning av djurvalfard (Morméde et al. 2007), kraver sma
blodvolymer och &r en séker, relativt enkel metod (von Holst 1998). Vid de andra
matmetoderna analyseras exkretionen av kortisol vilket gor att metabolismen av
hormonet maste beaktas. Dessutom forsvaras tolkningen av de respektive sekre-
tionernas variabla volymer. Detta géller dock inte halten i saliv som &r oberoende
av salivproduktionen och hos de flesta arter korresponderar val med hemokon-
centrationen. Andra fordelar & metodens icke invasiva karaktir samt att den &r
selektiv for den biologiskt relevanta icke-proteinbundna fraktionen (Riad-Fahmy et
al. 1982; Vining et al. 1983; Wade 1991). Metoden har demonstrerats vara tillamp-
bar for &ven sma daggdijur i en studie med marsvin (Fenske 1996).

Glukos

Hemokoncentrationen av glukos paverkas av flera samverkande faktorer. Bland
annat spelar foderméngd och fodertyp i digestionskanalen, glukoneogenes, glyko-
genolys och perifert utnyttjande av glukos en viktig roll (Lasson 2004).

Metabolismen av glukos regleras framst av pankreashormonerna insulin och gluka-
gon, katekolaminer och glukokortikoider (Bentley 1998). Hos kaniner skiljer sig
metabolismen fran andra smadjur. Detta beror dels pa det dagskontinuerliga
fodointaget, dels pa grund av deras utnyttjande av flyktiga fettsyror som en primar
energikalla genom cecotrofi (Melillo 2007). Det &r demonstrerat att en kanin som
fastas kan uppratthalla glukosnivaer i upp till fyra dagar enbart genom denna
mekanism (Kozma et al. 1974).

Vid exponering for externa stressorer sker stegring a blodglukos under paverkan av
glukokortikoider och katekolaminer (Fink 2016) (se figur 1). Interna stressorer sa

21



som endotoxiner kan i sin tur utldsa stress via proinflammatoriska cytokiner dar
framforallt IL-6, IL-1 och TNF spelar stoll roll (Marik & Bellomo 2013). Gluko-
kortikoider orsakar uppreglering av glukoneogenesen och minskar perifer forbruk-
ning av glukos. Katekolaminer ger i sin tur 6kning av glukagon och glykogenolys
medan insulinsekretion hdmmas. Syftet ar att mobilisera snabba resurser. Effekten
har studerats hos flertal djurarter (Balcombe et al. 2004) och hos kaniner genom
bade experimentell injektion av ACTH (Drouhault et al.) samt som resultat av
miljorelaterade stressorer (Balcombe et al. 2004). Bland dessa ar blodprovstagning
och transport tva utvéarderade parametrar (Heding & Anderson 1973; Knudtzon
1984; Fazio et al. 2015).
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Figur 1. Friséttning av glukos via stressinducerade signalvagar inklusive negativ feed-back-
reglering av kortisol. Glukos som inte utnyttjas i den akuta stressresponsen lagras som energi i
fettvavnaden. LC/NA, Locus Corlieus/Noradrenalin sympatiska systemet. Josefin Brock von Rein.

Hyperglykemi liksom hypoglykemi &r utifran klinisk erfarenhet ocksa vanligt hos
unga anorektiska kaniner och vid kritiska sjukdomstillstand (Paul-Murphy 2007).
Forhojt blodglukos till foljd av endokrina sjukdomar &r ovanligt hos djurslaget
(Melillo 2007).

Referensintervallet for normal blodglukos hos kaniner faller inom intervallet 4.2-
8.2 mmol/L (Gillett 1994; Campbell 2004; Jenkins 2006; Varga & Harcourt-Brown
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2014). Efter intravenos glukosinjektion uppnas maxkoncentration efter ca 5 minuter
och sjunker gradvis med en halveringstid pa 57.5 + 16.2 minuter (20-95 min)
(Dimitrova et al. 2008).

I en omfattande studie som dgde rum mellan 2007-2011 méttes blodglukos hos
totalt 922 kaniner i samband med Klinikbesok infor normalkastration, hélso-
undersokning och Klinisk sjukdom (Harcourt-Brown & Harcourt-Brown 2012).
Glukoskoncentrationen analyserades med hjalp av en Accu-Chek Aviva (Roche)
med blod fran v. auricula marginalis. Oberoende av kon demonstrerades en kliniskt
signifikant effekt av reducerat fodointag och forhojd stressniva. Stressnivan
baserades pa beteendeanalys i samband med provtagningen. Hos kliniskt friska
kaniner utan tecken pa stress varierade glukoskoncentrationen mellan 4.3-15
mmol/L (n=126) och hade medelvéardet 7.76 (SD 2.4). | motsvarande kategori men
dar 112 kaniner med tecken pa stress varierade glukosvardena mellan 4.3-18.5
mmol/L (n=238) och hade medelvérdet 8.28 mmol/L (SD 2.39).

Glukos kan snabbt och enkelt métas med hjélp av portabla glukometrar (PBGM)
(Selleri et al. 2014). Daremot existerar ingen variant framtagen for djurslaget kanin.
Selleri et al utvarderade matinstrumentets tillforlitlighet for kaniner genom test av
tva olika PBGM for humant respektive veterinart bruk samt en bankanalysator.
Béankanalysatorn anvande samma analysmetod som studiens referensanalysator; en
laboratorieteknisk automatiserad biokemisk analysator med bestamning av glukos-
koncentrationen genom enzymatisk hexokinas-oxidas-reaktion. Sammantaget kom
studien fram till att den humana varianten och bankanalysatorn betryggande kan
utnyttjas for djurslaget. | studier dar olika mérken av humana PGBM jamforts for
andra husdjur har Accu-Check beddmts mest tillforlitligt (Cohen et al. 2009;
Johnson et al. 2009; Dobromylskyj & Sparkes 2010).

Andningsfrekvens

Normal andningsfrekvens hos kanin ar 30—60 andetag per minut (Meredith 2014).
Kaniner &r obligata ndsandare och andningen &r huvudsakligen diafragmatisk. Hos
en frisk kanin &r brostutvidgningen vid inhalation knappt synlig. Under stress sker
okning av andningsfrekvens fran paverkan av katekolaminer (Pekow 2005; Fink
2016). Effekten ar bland annat demonstrerad hos juvenila kaniner dar bedémning
av andningsfrekvensen faststélldes vara en ekonomisk, icke invasiv och tillforlitlig
parameter for bedémning av stressniva (Baias et al. 2012).
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2.3.4. Beteendetest

Approach-test

Principen for approach-test ar bedémning av djurets radsla for manniskan utifran
beteendet under nd&rmande av manniskan. Testet har anvénts i flertal studier med
syftet att utvérdera resultatet av hantering av kaniner (Pongracz & Altbacker 1999,
2003; Bilko & Altbacker 2000; Pongracz et al. 2001; Csatadi et al. 2005, 2007;
Ducs et al. 2009; Verwer et al. 2009b; Ersbring 2021). Metoden innebér att en
manniska narmar sig buren och stracker ut en hand sa att den kommer inom synfalt
och rackhall for kaninen, till exempel placerad pa burvaggen med personen staende
pa en armlangds avstand. Dérefter berdknas tidsdurationen fram till kaninen
initierar forsta kontakt samt antal kontakter inom en viss tid. Kortare latens och
flera kontakter indikerar minskad radsla. Vid bedémning har i vissa fall procentuell
tid spenderad i respektive uppdelad zon av buren tagits i beaktande (Ersbring
2021). Lokalisation i avdelningar under sitthyllan eller bakre burhalvan tolkades
som skyddsokande eller undvikande handlingar. Snarlika experiment har utformats
genom att armen strackts in till buren till armbagen varvid kaninernas momentana
reaktion bedomts utifran etogram (Krall et al. 2019). Testet har ocksa tillampats for
grupper av kaniner i gemensamma hagar genom liknande metod (Verwer et al.
2009b).

Det har forekommit att kaniner tar kontakt genom berdring trots att de tidigare
beddmts vara rddda (Csatadi et al. 2005). Vid dessa tillfallen har det daremot rort
sig om enstaka kontakt. I en studie erhdlls motstridande resultat nér ohanterade
kaniner initierade kontakt tidigare &n hanterade, vilket diskuterades kunde forklaras
av nyfikenhet (Csatadi et al. 2007).

2.4. Effekt av socialisering och beskrivning av
traningsprogrammet pa S:t Eriks Ogonsjukhus

2.4.1. Bakgrund

Flertal studier har bevisat att systematisk exponering for ménniskor resulterar i
reducerad rédsla hos kaniner. Majoriteten har undersokt effekten hos kaniner fore
avvanjning (Anderson et al. 1972; Kersten et al. 1989; Jezierski & Konecka 1996;
Pongracz & Altbacker 1999, 2003; Pongracz et al. 2001; Csatadi et al. 2005, 2007;
Pritt et al. 2008; Ducs et al. 2009; Verwer et al. 2009b; Zucca et al. 2012) da
kaninen &r som mest kénslig for socialisering (Pongracz & Altbacker 1999; Bilko
& Altbacker 2000). Effekten har bidragit till enklare hantering och varit befram-
jande ur ett valfardsperspektiv. Positiv paverkan har dven observerats pa fysiolo-

24



giska parametrar sa som kroppsvikt och minskad variation i kroppstemperaturer
under blodprovstagning (Verwer et al. 2009a), samt mortalitet (Jezierski &
Konecka 1996). Oavsett utformningen av beprdvade socialiseringsprotokoll har
samtliga forsok varit framgangsrika. Habituering, klassisk betingning och motbe-
tingning ar exempel pa strategier som ingatt. For en narmare beskrivning av de
respektive programmen hanvisas lasaren till Ersbring 2021.

For att uppna motsvarande resultat som vid traning av yngre kan traningsprogram
for &ldre kaniner kréva storre omfattning (Swennes et al. 2011). Effekten hos denna
aldersgrupp har utforskats genom olika protokoll dar samtliga utfall har indikerat
en motsvarig framgangspotential (Podberscek et al. 1991; Swennes et al. 2011;
Ohrman 2017; Ersbring 2021). Ersbring och Ohrman belyser daremot bristen pa
evidens for ett effektivt andamalsenligt traningsprogram for vuxna kaniner. Motive-
ringen bakom ett sadant beskrivs bland annat i Podberscek et al. 1991, dar 6kad
djurvélfard och sakrare forskningsresultat tas upp (Podberscek et al. 1991).

Pa Karolinska institutet i Stockholm bedrivs sedan flera ar tillbaka ett socialise-
ringsprogram for vuxna kaniner med syftet att gradvis vénja kaniner vid hantering
och experimentella procedurer infor medicinska forsok. Personalens subjektiva
upplevelse ar att kaninerna efter trdningen &r mindre stressade och mer latt-
hanterliga. | syfte att stirka evidensen bakom effekten genomfdrde Ersbring 2021
en primart deskriptiv studie av programmets utférande och resultat. Bedémningen
involverade 6 hankaniner av rasen NZW i cirka 4 manaders alder under traning i
hantering och oral substansgiva. Med hjélp av vérden for andningsfrekvens, be-
teendeanalys samt approach-test jamfordes kaninernas skattade radsla fore och efter
traning, dver en 12-dagarsperiod. Approach test genomfordes 30 minuter fore och
efter traningssessionerna. Parametrar som inkluderades i testet var tid till kontakt,
antal kontakter, antal ndrmanden <5cm till handen samt procentuell tid spenderad i
burens respektive zoner. Andningsfrekvensen beraknades under bade approach-test
och traning. Utifran resultat drogs slutsatsen att kaninernas radsla for manniskor
reducerades. Det faktum att studien saknade kontrollgrupp gjorde daremot att andra
oidentifierade men mojliga faktorer bakom den studerade effekten ej gick att
utesluta. Ytterligare svagheter i studien var att trdningens duration, frekvens och
tidsintervall ej redovisades fullstandigt vilket komplicerar programmets repliker-
barhet. Begransat antal individer i studiepopulationen samt bedémningens icke-
blindade och delvis subjektiva art poangterades ocksa. I diskussionen kring vidare
forskningsomraden berérdes darav dessa punkter samt bland annat forslaget om
invagning av ytterligare fysiologiska variabler for stress i analysen.
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2.4.2. Innehall och utforande

Traningsprogrammet pa S:t Eriks karakteriseras av dess flexibilitet och enkla
struktur vilket gor det latt att implementera i flera typer av verksamheter. Ofta kan
delar av traningen utforas i samband med rutinméssiga sysslor av personal med
olika kompetensbakgrunder. Ytterligare en fordel ar programmets formbarhet for
olika sorters planerade procedurer dar oral giva med substans, blodprovstagning
och dgontrycksmatning ingar.

For en kortfattad traningsmanual hanvisas lasaren till en beskrivning forfattad av
personalen pa Karolinska sjukhuset i bilaga 1. For en mer utforlig beskrivning av
programmet i sin helhet samt utforandet av traning infor hantering och oral sub-
stansgiva hanvisas lasaren till Ersbring 2021.
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3. Material och metod

3.1. Kaninerna

| studien ingick 6st 16 veckor gamla specifikt patogenfria (SPF) kaniner av rasen
NZW av hankon. Kaninerna koptes in fran Charles River Laboratories i Frankrike
och anlande till Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) den 9:e september 2021, efter
en ca 54 timmar lang lastbilstransport. Infor installning utférdes 1D-kontroll, klinisk
undersokning samt véagning. Viktmassigt varierade kaninerna mellan 2890-3551
gram.

Pa Charles River Laboratories inhystes kaninerna i plast-och metallburar férsedda
med sitthylla. Genom veckovis alternering gavs tillgang till berikning bestaende av
bland annat hé-block, cellulosabollar och tuggpinnar. Efter fodseln férvarades
kullarna med honor i sarskilda burar med bolador. Féljt av avvanjning delades av-
kommorna upp efter storlek och antal. Sa lange som ingen aggression uppstod
sinsemellan bodde kaninerna gruppvis fram till att de saldes, vanligen vid 12 vec-
kors alder. Kaninerna hanterades inte forutom i samband med avvanjning och 6ron-
markning.

Pa SLU stallades kaninerna en och en i konventionella burar (Scanbur EC2,
Scanbur, Sollentuna) tillgodoseende Jordbruksverkets utrymmeskrav (golvyta 4300
cm2) i ett grisstall pa Kliniska Vetenskaper (se bild 2). Burarna var identiska med
burar vid S:t Eriks Ogonsjukhus och férsedda med sitthylla, autoklaverad halm och
vattenflaska med nippel. De var aven utrustade med var sin hangande hohéck i
metall pa utsidan och som berikning fanns bitpinnar i tra. Stallet gav insldpp av
dagsljus genom ett centralt placerat takfonster. Temperaturen uppmattes vid ett
tillfalle till 18 grader C. Kaninerna forvarades i samma burar under studiens fulla
duration. Rengdring och pafyllning av halm, ho, 1 dL pelleterat helfoder (Lactamin
Kl special, Lantménnen, Stockholm) och vatten utfordes dagligen.
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Figur 2. Kaninernas inhysning i burar pa SLU.

Vid ankomst delades kaninerna in i tva jamna grupper med hjalp av slantsingling.
Grupp A (testgruppen) fick pabdrja traningsprogrammet i forberedelse for han-
tering och blodprovstagning direkt efter acklimatiseringen medan Grupp B
(kontrollgruppen) inte hanterades under den forsta perioden. | period tva paborjades
traningsprogrammet for Grupp B varvid A-gruppens traning upphérde. Dock fort-
skred gruppens dagliga socialisering.

3.2. Socialiserings- och traningsprogrammet

3.2.1. Utgangspunkt

Socialisering och traning utgick efter manualen forfattad av personalen pa S:t Eriks
Ogonsjukhus i bilaga 1, samt beskrivningen av metoden i Ersbring 2021. Aven
filminspelningar fran S:t Erik togs del av infor studien i syfte att efterlikna det
ursprungliga genomférandet. Av praktiska skél gjordes mindre anpassningar i antal
dagar for respektive delmoment av traningen, men vilka trots det bedémdes som
inom ramen for programmet i linje med dess flexibla struktur.
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For tilltrade till stallet passerades en hygienbarriar med skobyte och patagning av
skyddsrock och handskar. Samtlig personal hade sedan tidigare erfarenhet av djur-
slaget kanin och var vélinformerade om studiens upplédgg. Den rutinmassiga
tillsynen och skotseln agde rum tva ganger dagligen; strax efter 7 pA morgonen samt
kring 15:00-16:00 pa eftermiddagen. Dagtid hélls lampor tanda och radio var pa.

De priméra traningstillfallena &gde rum klockan 09:00-09:30 och utfordes av
studiens forfattare; en 30-arig kvinnlig veterinarstudent med erfarenhet av kanin
som husdjur. Beroende pa de dagsaktuella schemalagda momenten tog vardera
kanin 2.5-5 minuter i ansprak. Den kompletterande socialiseringen utférdes av
stallpersonalen i anslutning till eftermiddagens arbetsuppgifter och varade i 2-3
minuter per kanin. Samtliga sessioner inleddes med att kaninerna pratades till innan
buren ndrmades och 6ppnades med lugna rorelser. Sitthyllan lyftes upp. Kaninen
smektes Over huvud och kinder och successivt in i traningsveckan éver éron och
kropp. Dérefter falldes hyllan ater ned. Ofta tacktes kaninens 6gon for med handen
da den ovanifran fallande hyllan kunde verka skrammande. | beléningssyfte
avslutade samtliga formiddagspass med att héhackar fylldes pd. Aven kontroll-
gruppen fick pafyllnad efter att testgruppens traning var avklarad.

3.2.2. Acklimatisering

Acklimatiseringsperioden varade i drygt 3 dygn. Under acklimatiseringen utsattes
kaninerna ej for nagon fysisk kontakt men blev talade till med lugn rést av per-
sonalen i samband med utférande av de dagliga sysslorna. Interaktionen pagick inte
langre an nagra minuter per grupp. Under acklimatiseringen behandlades bagge
grupperna lika.

3.2.3. Lyft och forflyttning

Vid lyft fran buren greppades kaninens nackskinn med den icke dominanta handen
med kaninens framparti vand mot buréppningen. Den dominanta handen anvandes
for att stodja kaninens bakdel. Kaninens huvud férdes sedan in under den domi-
nanta armen och kroppen stabiliserades mot brostkorgen. Vid forflyttning kunde
den icke dominanta handen vid behov behalla greppet om nackskinnet. Vid tillbaka-
sattning i buren lyftes kaninen in med bakdelen foérst och huvudet riktat mot
Oppningen innan greppet lossades. Tekniken nyttjades med avseende att forebygga
skada vilket kunde befaras om kaninen gavs tillfalle att hastigt ta ansats in mot
buren. Infor varje lyft och efter nedslapp smektes kaninen latt éver huvud- och
ansiktsregionen.

29



3.2.4. Traningen

Dag 5 (Grupp A) bestod traningen av att kaninerna klappades och talades till i 2—-3
minuter per kanin. Dag 6 och 7 upprepades proceduren samt utokades med att
kaninerna lyftes upp och blev burna till en intilliggande plats for vagning. Vagen
stod placerad pa ett undersokningsbord varpa kaninen sattes ned i en plastlada. Dag
8 inkluderade proceduren att kaninen innan vagning sattes ned pa en handduk pa
undersokningsbordet dar den smektes i cirka 1 minut, sarskilt fokus lades pa
berdring vid huvud och éron. Dag 9 sveptes handduken omlott 6ver kaninen foljt
av hantering av oron efterliknande forfarandet vid blodprovstagning. Dag 10 och
11 spéandes handduken at och den bakre dnden stoppades in under kaninen. En
peang nyttjades for att sakra handdukens faste 6ver nacken (se bild 3). Dag 12
paborjade traningsschemat for Grupp B medan formiddagspassen for Grupp A
upphorde. Eftermiddagens kompletterande socialiseringen fortgick daremot enligt
tidigare for bagge grupperna.

Figur 3. Fixering av kanin med hjalp av inlindning i handduk under blodprovstagning.

3.3. Studiedesign

3.3.1. Overblick

Fo6ljt av mottagningen dag 1 foljde en acklimatiseringsperiod fram till dag 5 (se
tabell 1). Tranings-och socialiseringsprogrammet dgde rum mellan dag 5 till 12 for
testgruppen och dag 12 till 19 for kontrollgruppen. For testgruppen fortgick den
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kompletterande socialiseringen under kontrollgruppens tréaningsfas. Tester genom-
fordes dag 2, 5, 12 samt 19, med syftet att jamfora dels effekter fore och efter
acklimatisering respektive fore och efter traning (Grupp A+B), dels effekt av
fortskridande socialisering efter traning (endast Grupp A), och dels effekt av
fordrojd start av tréaning (endast Grupp B). Enligt ursprunglig planering hade de
forsta testerna genomforts redan dag 1 men senarelades till dagen darpa eftersom
kaninernas transport till SLU blivit gravt forsenad. Efter studiens fullféljande
ingick kaninerna i en farmakokinetisk forskningsstudie avseende plasmahalter efter
subkutan och intravends administration av fentanyl. Resultaten fran farmakokine-
tiken redovisas ej i denna rapport.

Tabell 1. Tidslinje 6ver studiens delmoment och fragestéllningar i dagar efter ankomst.

2 Acklimatisering 5 Traning A 12 Traning B 19
A+B Acklimatisering Socialisering A
B
Utgangsviarden Effekt av Skillnad mellan Effekt av y
acklimatisering tranade (A) och fortskridande
otrdnade (B) socialisering (A)
och senare start
traning (B)

3.3.2. Dokumentation av traningsprogrammet

Med nagra fa undantag spelades traningssessionerna in med mobilkamera pa ett
kamerastativ. Stativet placerades pa formarkerade ytor och mandvrerades med for-
siktighet for att inte skramma kaninerna. Vid nagra tillfallen togs dven foton. Efter
varje tillfalle dokumenterades utférda sysslor samt allmanna eller specifika obser-
vationer. For inspelning och fotografering anvandes en Samsung Galaxy Smart-
phone (Samsung, Seoul).

3.3.3. Andningsfrekvens

Andningsfrekvensen berdknades manuellt under samtliga approach-tester samt
under traningssessionerna dag 2, 5, 12 och 19.

3.3.4. Blodprovstagning

Blodprovstagning genomférdes dag 12 och 19 da respektive grupp genomgatt
traningsprogrammet. Samtliga kaniner provtogs bégge tillfallena i syfte att utvar-
dera traningseffekten genom analys av glukos och kortisol. Ca 45 minuter fore
planerad provtagning smorjdes ett tunt lager EMLA-kram pa bada oronens v.
auricularis marginalis samt a. auricularis centralis. Provtagningen utfoérdes sedan
med kaninen fixerad i handduk som i traningsprogrammet.
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Blodprov togs fran v. auricularis marginalis eller a. auricularis centralis. Vid
behov klipptes pélsen infor sticket med hjélp av en klippmaskin. Huden rengjordes
med klorhexidinlésning och orat varmdes med handen for att astadkomma
vasodilatation. Om nodvéndigt snartades artdren med fingrarna for att 6ka vaso-
dilatationen ytterligare. Infor vendst prov stasades venen proximalt néra éronbasen.
For stick nyttjades framst en nal med 0,8 mm diameter vilken klippts av till cirka 3
cm langd for att forebygga koagulation till foljd av lagt tryck och langsamt
blodfléde. Uppsamlingen skedde genom att blodet fick floda fritt ned i provroret
(1,3 mL EDTA-ror). Foljt av nalens avlagsnade applicerades tryck med kompress
under minst 1 minut for ven och ca 2,5 minuter for artdr. Nar blédningen hade
upphort klistrades en bit kirurgisk tejp fast pa huden. Efter att kaninen ater placerats
i buren kontrollerades blédningstendens under ca 5 minuter.

Totalt samlades blod vid 3 tidpunkter per dag och kanin; vid 0, 30 samt 120 minuter
efter den forsta fixeringen och forberedelsen. Prover togs alternerande mellan héger
och vénster ora. Proceduren journalfordes loépande med inkludering av tid,
glukosvérden samt generella observationer.

3.3.5. Blodglukos

Blodglukosen méttes med hjalp av en PBGM for humanbruk av mérket Accu-Chek
® Aviva. Analysen pabdrjades i regel direkt efter blodsvar erhallits innan blod-
provsroret borjade fyllas.

3.3.6. Plasmakortisol

Infor bestdamning av plasmakortisol centrifugerades och alikvoterades proverna,
samt forvarades i -80°C. For analys nyttjades ett validerat kommersiellt icke-
djurslagsspecifikt ELISA kit (DetectX ® Cortisol Enzyme Immunoassay Kit
(Arbor Assays, Michigan) for kvantitativ skattning av totalkoncentrationen.

3.3.7. Approach-test

Tillvagagangssattet for approach-testet utgick fran den modifierade metoden i
Ersbring 2021 och genomfordes dag 2, 5, 12 och 19. Turordningen vilken
grupperna testades i varierade mellan dagarna; Grupp B testades forst dag 2, 5 och
19, medan Grupp A var forst dag 12. Dag 12 tranades och testades Grupp A innan
blodprovstagningen medan Grupp B tranades och testades efter. Dag 19 tréanades
Grupp B och testades bégge grupperna innan blodprovstagningen. Resterande
testtillfallen &gde rum i samband med férmiddagssessionens traning. Filmningen
utfordes for att mojliggora blindad utvardering, vilket gjordes av forfattaren och
forfattarens handledare. Medelvérdet av podngsattningen anvéndes for analys.
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Dag 2 testades bagge grupperna i syfte att bedéma kaninernas radsla for ménniskor
fore acklimatisering och traning. Dag 5 repeterades proceduren for utvardering av
paverkan av acklimatiseringen. Dag 12 och 19 utfordes testerna for att utvardera
effekten av traning samt utforska skillnader mellan grupperna. Fran och med att
grupperna inlett traningen fick dessa genomga testet tva ganger, 15-20 minuter
innan och 15-20 minuter efter traningssessionerna. Avsikten var att utvardera
effekter i nara anslutning till traningen.

Testet pabdrjades genom att testledaren forsiktigt Gppnade buren och stéllde sig pa
0.5 meters avstand. Darefter placerades handen halvvégs in 6ver burens framre kant
sd att den var inom syn-och rackhall fran burens samtliga vinklar. Inom loppet av
60 sekunder registrerades sedan tid till forsta kontakt”, ”antal kontakter” och ”nér-
manden till <5 cm fran handen”. Kontakt innebar att kaninen berérde manniskans
hand med nosen och om kontakt uteblev noterades “tid till forsta kontakt” som 60
sekunder.

Liksom i Ersbring 2021 berdknades aven kaninens lokalisation i buren under testet
genom uppdelning av ytan i fyra olika zoner (se figur 4) och registrering av
durationen inom respektive avdelning. Faktorn inkluderades med avseende pa att
vistelse i burens bakre halva kunde indikera skyddsokande respektive undvikande
beteende.

Zon A Zon B
Burens bakre halva Burens bakre halva
Under sitthyllan Utanfor sitthyllan
Zon C Zon D
Burens framre halva Burens frimre halva
Under sitthyllan Utanfor sitthyllan

Figur 4. Burens zonindelning.

3.3.8. Subjektiv beteendeanalys

Aven en subjektiv beteendeanalys utfordes i samband med approach-testet och
utgjorde den sista bedomningsparametern. Med hjalp av dubbla kameror kunde
kaninen filmas aven pa nara hall for senare blindad utvardering. Beteendet poang-
sattes utifran siffror om 0-3 dar stigande vérde representerade minskad radsla (se
tabell 2).
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Tabell 2. Skattning av kaninbeteenden.

0 1 2 3
Ororlig och Avvaktande Nyfiken men Nyfiken och oradd
radd radd eller ointresserad och
avslappnad

3.4. Databearbetning

For att utrona skillnader mellan gruppernas resultat nyttjades InVivoStat
(https://invivostat.co.uk/) for statistiska berakningar. Grafer gjordes i Excel och
InVivoStat. Mann-Whitney test tillampades for jamforelse mellan grupper vid varje
tidpunkt for kortisol och beteende. FOr jamforelser inom grupperna Over tid an-
vandes Friedmans test, dag 12 och 19 var for sig. Glukosvérdena jamférdes mellan
grupperna dag 12 och 19 var for sig med repeated measures ANOVA med grupp
och tid som faktor. Inom grupperna anvandes ANOVA med tid och dag som faktor
och namn som blockande faktor. Som gréns gor signifikans sattes p <0,05.
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4. Resultat

4.1. Andningsfrekvens

Pa grund av svarighet med manuell bedémning av andningsfrekvensen erh6lls un-
der studiens gang ej tillrackligt manga varden for analys. Komplicerande faktorer
for parameterns uppskattning var att kaninerna andades mycket snabbt eller oregel-
bundet, forflyttade sig med snabba rorelser, eller andades med knappt skdnjbara
brostutvidgningar.

4.2. Blodprovstagning

Infor det forsta provtagningstillfallet applicerades EMLA enligt beskriven metod.
Dérefter observerades ett flertal kaniner sporadiskt upptagna med putsning av
oronen och kramen. Hantering, forflyttning samt fixering i handduk accepterades
av samtliga kaniner och forlopte lugnt. Fran de tva férsta kaninerna samlades vendst
blod. Blodsvar erhélls vid sticken och ingen smartreaktion fran kaninerna iakttogs.
Dock var flodena fran karlen mycket langsamt och blodet koagulerade innan
provroren var fullstandigt fyllda och kérlen fick punkteras pa nytt. For att kunna
samla blod snabbare beslutades att byta strategi till artarstick, vilket tillampades vid
resterande provtagningar. De flesta kaninerna reagerade inte vid provtagning tid 0
och 30 min, medan flera reagerade pa provtagning vid 120 min med att rycka till.

4.3. Blodglukos

Vare sig dag 12 eller 19 fanns nagon signifikant effekt av grupp eller tidpunkt, och
ingen interaktion mellan faktorerna, och nagon tendens till skillnader (se figur 5—
8). I Grupp A fanns en signifikant effekt av dag; medelvardet var hogre dag 19 (6,6
+ 0,4 mmol/L) an dag 12 (6,1+ 0,4 mmol/L, p=0.03, parad t-test).
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Blodglukos dag 12 EGruppA OGrupp B

HH
—
HH
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min

Figur 5. Blodglukos dag 12. Data utgérs av medel + SD. Grupp A hade genomgatt socialisering och
traning i en vecka medan Grupp B var kontroll. Grupperna skiljde sig inte at vid nagon tidpunkt
och det var ingen skillnad mellan tiderna i ndgon grupp. Dag 12: effekt av grupp: p=0,21; effekt av
tid: 0,68, interaktion: p=0,94. Repeated measures ANOVA.

Blodglukos dag 19
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Figur 6. Blodglukos dag 19. Data utgdrs av medel + SD. Bégge grupper hade genomgatt en veckas
socialisering och traning och Grupp A dessutom ytterligare en veckas socialisering. Grupperna
skiljde sig inte &t vid nagon tidpunkt och det var ingen skillnad mellan tiderna i ngon grupp. Dag
19: effekt av grupp: p=0,32; effekt av tid: p=0,72; interaktion; p=0,62. Repeated measures ANOVA.
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Blodglukos grupp A dag 12 och 19
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Figur 7. Blodglukos Grupp A dag 12 och 19. Data utgdrs av medel £ SD. Signifikant effekt av dag:
p=0,02 men inte av tid: p=0,77 och ingen interaktion (p=0,72). ANOVA med tid och dag som
faktorer och namn som blockfaktor.

Blodglukos grupp B dag 12 och 19
Odag 12 Edag 19
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Figur 8. Blodglukos Grupp B dag 12 och 19. Data utgérs av medel + SD. Ingen effekt av dag: p=064,
tid: p=0,77, och ingen interaktion (p=0,45). ANOVA med tid och dag som faktorer och namn som
blockfaktor.

4.4. Plasmakortisol

Liksom for blodglukos sags ingen signifikant skillnad for kortisol mellan Grupp A
och B dag 12 eller dag 19, eller nagon tendens till skillnad (se figur 9-12). Nagot
samband mellan tid och koncentration kunde heller faststallas. Dock erhélls inga
data fran B-gruppens 30 min-prov dag 19 pa grund av ett analytiskt fel.
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Dag 12 sags mindre variation hos Grupp A och en stigande trend i koncentra-
tionerna Gver tid. Grupp B uppvisade i sin tur storre variation vid de tva forsta
tidpunkterna och en nedatgaende trend. Bland 0-proven uppmattes ett avvikande
hogt varde fran kaninen Marcel.

Plasmakortisol dag 12
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Figur 9. Individuella plasmakortisolvarden dag 12.
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Figur 10. Plasmakortisol dag 12. Data utgérs av medel + SD. Skillnad mellan grupper; tidpunkt O:
p=0,1; tidpunkt 30: p=0,7; tidpunkt 120: p=0,4 (Mann-Whitney test). Grupp A dver tid: p=0,097
(Friedmans test). Grupp B dver tid: p=0,11 (ANOVA med rank transformation av data, tid som
faktor och namn som blockfaktor.
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Dag 19 detekterades storre variation hos Grupp A och en svagt fallande trend i
koncentrationerna 6ver tid. Eftersom data for B-gruppen 30-prov ej kunde fastslas
var trend over tid inte mojlig att analysera.

Plasmakortisol dag 19
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Figur 11. Individuella plasmakortisolvarden dag 19.

Plasmakortisol dag 19
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Figur 12. Plasmakortisol dag 19. Data utgérs av medel £ SD. Skillnad mellan grupper; tidpunkt O:
p=0,8; tidpunkt 120: p=0,7 (Mann-Whitney test). Grupp A 6ver tid: p=0,65 (Friedmans test). Grupp
B dver tid: p=0,56 (ANOVA med rank transformation av data, tid som faktor och namn som
blockfaktor).

Inga skillnader forelag i nagon grupp vid nagon tidpunkt, nadgon dag. Fig. 13 och
14 visar halterna per grupp och tid.
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Plasmakortisol dag 12 och 19 grupp A
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Figur 13. Plasmakortisol dag 12 och 16 i Grupp A. Data utgors av medel £ SD. Skillnad mellan
dagar; tidpunkt O:en datapunkt fattas; tidpunkt 30: p=0,56; tidpunkt 120: p=0,56.

Plasmakortisol dag 12 och 19 i grupp B
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Figur 14. Plasmakortisol dag 12 och 19 i Grupp B. Data utgors av medel £ SD. Skillnad mellan
dagar for tidpunkt 0: p=0,56; tidpunkt 30: inga data dag 19, tidpunkt 120: en datapunkt saknas.

4.5. Approach-test

Sammantaget forekom ingen statistisk signifikant skillnad inom de olika testpara-
metrarna mellan grupperna. Dock sags trender da Grupp A hade totalt kortare tid
till forsta kontakt, fler antal kontakter och antal narmanden <5 c¢cm fran handen samt
mer spenderad tid i burens frdmre zoner samt utanfor sitthyllan an Grupp B under
samtliga testtillfallen efter acklimatiseringen. Pa motsvarande satt demonstrerade i
allménhet bégge grupperna mindre radsla under approach-testen efter traning i
jamforelse med fore.
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4.5.1. Antal kontakter

Pa forsta traningsdagen (d 5) tog ingen kanin kontakt fore och endast en kanin
(Philippe) kontakt efter traning. Dag 12 initierade Philippe tre kontakter fore tréaning
och resterande kaniner i Grupp A efter (se figur 15). | B-gruppen vagade endast en
kanin ta kontakt dag 12, efter tréningen. Dag 19 tog alla kaniner i Grupp A kontakt
fore och efter traning. | Grupp B var det fortfarande bara en kanin som tog kontakt,
efter traning och farre ganger an dag 12.

Antal kontakter dag 12 Antal kontakter dag 19
® 5 o
3 @
4
e ®
2 3
£ € @ fore
o " o0e O efter
1 ®
1 ®
0 @0 aD 0 @
B A B
Grupp Grupp

Figur 15. Antal kontakter under approach-test dag 12 och 19. Data utgérs av medelvéarden av tva
blindade personers poang. Dag 12: p=0,5 och 0,076 fore resp. efter traning mellan grupperna. Dag
19: p=0,06 och 0,08 fore resp. efter traning mellan grupperna. Mann-Whitney test.

4.5.2. Tid till forsta kontakt

Fran dag 5 da forsta kontakt initierades efter 27s efter traningen av Philippe (Grupp
A) minskade tiden till kontakt av samma kanin till 1.5s fore trdning och 15.5s efter
dag 12 (se figur 16). De andra tva kaninerna i A-gruppen tog efter traningen kontakt
efter 1 respektive 15s dag 12. Det fanns en tendens till minskning i grupp A mellan
dag 5 och 12 efter traning (p=0.08, Friedman rank sum test). | B-gruppen togs forsta
och enda kontakten efter trdningen dag 12, efter 33,5s. Ingen tendens till 6kning
sags i B-gruppen mellan dag 5 och 12 (p=0.3).

Dag 19 tog alla kaniner i A-gruppen kontakt inom 35s fore tréning. | B-gruppen tog
samma kanin som dag 12 kontakt efter traning, men senare. Aven mellan dag 5 och
dag 19 fanns en tendens till minskning i Grupp A (p=0.08, Friedman rank sum test).
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Figur 15. Tid till forsta kontakt under approach-test dag 12 och 19. Data utgors av medelvarden av
tva blindade personers poang. Dag 12: p=0,5 och 0,076 fore resp. efter traning mellan grupperna.
Dag 19: p=0,06 och 0,08 fore resp. efter traning mellan grupperna. Mann-Whitney test.

4.5.3. Antal narmanden <5 cm fran handen

Redan fore acklimatisering dag 2 gjordes ett narmande <5 cm fran handen av en
enstaka kanin i Grupp A (Frédéric). Forsta traningsdagen (d 5) gjordes efter tréaning
ytterligare ett narmande fran samma kanin. Dag 12 gjorde alla kaniner i Grupp A
narmanden efter traningen (se figur 17). 1 Grupp B gjorde endast en kanin (Marcel)
narmande fore och efter traning dag 12. Dag 19 gjorde alla kaniner i Grupp A nar-
manden bade fore och efter traning, medan endast en kanin i Grupp B (Claude)
narmade sig.
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Figur 16. Antal narmanden <5 cm fran handen under approach-test dag 12 och 19. Data utgérs av
medelvéarden av tva blindade personers podng. Dag 12: p=1 och 0,076, fore resp. efter traning
mellan grupperna. Dag 19: p=0,06 och 0,07 fore resp. efter traning mellan grupperna. Mann-
Whitney test.

4.5.4. Lokalisation i buren

Tid spenderad i burens zoner foljde i allmanhet samma monster som resultaten fran
approach-testen. Alla kaniner i Grupp A spenderade tid i burens frdmre zoner res-
pektive utanfor hyllan dag 19 fore och efter traning medan endast en kanin i grupp
B var i de framre zonerna respektive utanfor hyllan dag 19, efter traning.

Under testet dag 2 befann sig samtliga kaniner under sitthyllan i burens bakre del.
Dag 5 spenderade Philippe (Grupp A) 5s utanfor sitthyllan innan traning respektive
32s totalt i burens framre del samt utanfor sitthyllan efter traning. Ovriga kaniner i
Grupp A och alla i B-gruppen var kvar i zon A. Dag 12 vistades Philippe totalt >30s
I burens framre delar och utanfor sitthyllan innan traning (se figur 18). Alla kaniner
i A-gruppen spenderade >50s i burens framre och >10s utanfor hyllan efter traning.
En tendens i 6kning sags efter traning mellan dag 5 och 12 i Grupp A (p=0.08,
Friedmans rank sum test). | Grupp B vistades en kanin 6s utanfor hyllan innan
trédning och >55s i de frdmre delarna och utanfor hyllan efter traning dag 12.
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Figur 17. Tid i burens framre zoner och utanfér hyllan dag 12. Data utgérs av medelvarden av tva
blindade personers poang. Tid i framre zoner: p =0,51 fore och p= 0,31 efter traning mellan Grupp
A och B. Tid utanfor hyllan: p=1 och 0.66 fore resp. efter traning mellan grupperna. Mann-Whitney
test.

Dag 19 var alla kaniner i Grupp A i burens framre delar och utanfor hyllan, bade
fore och efter traning (se figur 19). En tendens till 6kning sags mellan dag 12 och
19 for tid spenderad utanfor hyllan (p=0.08, Friedman rank sum test). Grupp B
demonstrerade inte motsvarande effekt av sin fullféljda traningsvecka. | stallet
vistades ingen kanin i de framre zonerna eller utanfér hyllan innan traning och
endast en kanin efter traning.
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Figur 18. Tid i burens framre zoner och utanfér hyllan dag 19. Data utgérs av medelvarden av tva
blindade personers podng. Tid utanfér hyllan: p=0,06 och 0.5 fore resp. efter traning mellan
grupperna. Mann-Whitney test.

4.6. Subjektiv beteendeanalys

Gruppernas beteende dver tid foljde en mer likartad trend da bagge tva i ett parallellt
monster erholl hoge score (=minskad radsla) under studiens gang (se figur 20). En
skillnad foreldg mellan dag 2 och dag 19 fore traning for alla kaniner sammantaget
(p=0.03, Friedman rank sum test). Generellt var poangen hogre i testen efter tra-
ningssessionerna. Ett observandum var att Grupp A innan traning dag 5 uppvisade
storre effekt av acklimatiseringen med ett hogre score &n grupp B, trots dittills
likvardig behandling (p=0,059).
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Figur 19. Resultat av subjektiv beteendeanalys under approach-test (fére resp. efter traning) under
studiens fulla duration. Ingen skillnad mellan grupperna forelag nagon av dagarna. Skillnad mellan
dag 2 och dag 19 for samtliga kaniner: p=0,03, Friedman rank sum test.
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5. Diskussion

Denna studie hade for avsikt att utvardera effekten av ett socialiserings- och tréa-
ningsprogram som utvecklats och anvands pa S:t Eriks Ogonsjukhus i Stockholm.
Tva grupper om tre kaniner fick genomga protokollet efter varandra och utvérderas
vid flera tillfallen under studiens gang genom dels méatning av blodglukos och
plasmakortisol, dels blindad subjektiv beteendeanalys inklusive approach-tester.
Inga signifikanta effekter detekterades pa de fysiologiska parametrarna, dock sags
en tendens till skillnad mellan tranade och otrdnade kaniner i approach-testen.
Tendensen kvarstod efter tva veckor, da bagge grupper genomgatt traning. Aven
inom grupperna observerades effekt av traning varav tydligast i Grupp A, i likhet
med resultaten i Ersbring 2021. P.g.a. ekonomiska skal kunde grupperna inte vara
storre, vilket gav en lag statistisk power. Studien &r att betrakta som en pilot.

5.1. Utférande av socialisering och traningen

Tréaningens strategi byggde till stor del pa habituering men kan ha forstarkts av
klassisk betingning genom pafylinaden av ho efter traning. Aven traningen i sig kan
ha upplevts som positiv. Kaninernas varierande intresse for ho och kel och darmed
effekt av dem berodde sannolikt pa individuella preferenser. Ur stallpersonalens
och forfattarens subjektiva perspektiv var trdningen och socialiseringen okomp-
licerad att verkstalla. Vidare upplevdes det som ett trevligt moment och ett tillfalle
att knyta an till kaninerna och lara kénna deras sérskilda personligheter.

5.2. Effekt av traningsprogrammet

5.2.1. Omedelbara effekter

Generellt visade bagge grupperna minskade tecken pa radsla under testen efter
traning i jamforelse med innan, vilket ocksa samstammer med fynden i Ersbring
2021. Skillnaden i beteendescore innan och efter tréning detekterades forst dag 12
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medan antal kontakter, antal narmanden <5 c¢cm fran handen samt lokalisation i
burens framre delar samt utanfor sitthyllan férandrades redan efter forsta tranings-
tillfallet (d 5). Skillnaden dag 5 kan representera att kaninerna redan efter en kort
period av interaktion med manniskor blir mindre radda vilket dven Ersbring 2021
hypotiserar. Till skillnad fran Ersbring 2021 demonstrerades daremot storst skillnad
mellan innan och efter traningen vid testgruppens sista traningsdag (d 12) och inte
vid den forsta. Diskrepansen strider mot teorin att tréningen har flera omedelbara
effekter i borjan, men kan inte motbevisa antagandet med anledning av det laga
antalet djur. Orsaker bakom skillnaden skulle kunna vara att kaninerna i Ersbrings
studie testades under traningsprogrammets andra dag och inte den forsta som i den
foreliggande studien, att beteende analyserades utifran ett annorlunda etogram, eller
att kaninernas olika bakgrunder eller personligheter paverkade. Aven den som utfor
testen kan ha betydelse for resultatet. Oavsett tyder bagge studier pa att traning
snabbt leder till mindre rédsla och 6kat lugn vilket skulle kunna motivera ett proto-
koll dar kaniner hanteras genom socialisering i buren enligt beskriven metod kort
inpa start av forsok.

5.2.2. Effekter efter programmets fullféljande

De storsta tendenserna till skillnad mellan grupperna pavisades under approach-
testen medan resultaten av blodglukos, plasmakortisol och subjektiv beteende-
analys inte visade nagon effekt av programmet. En forklaring till att blodglukos inte
visade effekt av traning skulle kunna vara att traningsmomenten avsedda for blod-
provstagningen inte var tillrackligt effektiva eller skulle behdva utféras med ¢kad
frekvens och/eller under langre tid. Andra sk&l kan vara att acklimatisering har
motsvarande effekt som traning, eller att blodglukosen inte paverkas av nagotdera.
Teoretiskt kan &ven provtagningarnas olika duration spelat roll for kaninernas stress
och blodglukos och séaledes dolt eventuella effekter av traning. Slutligen kan varia-
tion i foderintag ocksa ha paverkat analysen. Dock var spridningen i blodglukos
lag, vilket gor det senare mindre troligt. Kaniners blodsockernivaer ar normalt
ganska stabila 6ver dygnet (Varga & Harcourt-Brown 2014). | jamforelse med
referensintervallet for blodglukos hos kaniner av varierande ras, kon och alder (4.2
8.2 mmol/L) (Gillett 1994; Campbell 2004; Jenkins 2006; Varga & Harcourt-
Brown 2014) befann sig vérdena inom det hogre spannet men fortfarande inom nor-
malvariation.

Upprepad blodprovstagning fran v. auricularis marginalis hos kaniner har resul-
terat i signifikant hyperglykemi med stigningar mellan 24-120 % enligt en Gver-
siktsstudie (Balcombe et al. 2004), vars data baserats pa studier dar kaniner agerat
egna kontroller. Dock var de hdgsta koncentrationerna (~8.5-9.3 mmol/L) baserade
pa 24-timmars fastande vilket gor det osakert att direkt dra paralleller till denna
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studies resultat. | en annan studie dar blodglukos analyserades fran 10 kaniner
genom arteriell provtagning fran 6rat vid 0, 10, 30, 60, 120 minuter samt 24 timmar
lag koncentrationerna vid 0, 30 och 120 pa 4.3 + 1.1, 5.7 £ 0.7 respektive 4.4 + 1.2
mmol/L (lllera et al. 2000). Dessa kaniner hade ocksa fastats, men i 12 timmar.
Maojligen &r det av den anledningen battre att jamfora resultaten i den foreliggande
studien med resultaten fran studien av Harcourt-Brown. | studien erholls medel-
vardet 7.76 mmol/L (SD 2.4) for blodglukos hos kliniskt friska kaniner utan tecken
pa stress under provtagning medan det hos kaniner med tecken pa stress uppgick
till 8.28 mmol/L (SD=2.39). Faktum att bade dessa varden ar hogre an medelvardet
i den foreliggande studien skulle kunna tyda att bade test-och kontrollgruppen av
olika skal inte upplevde motsvarande stressnivaer.

Att plasmakortisol inte heller uppvisade nagra tydliga skillnader mellan tranade och
otranade skulle kunna ha samma forklaring som for blodglukos. Studiens tva hogsta
uppmatta plasmakortisokoncentrationer vid O0-provtagningen (Marcel: 14 800
pg/mL respektive Raul: 5860 pg/mL) gav indikation pa att provtagningens duration
och/eller komplikationsgrad var en vasentlig faktor da dessa erholls fran studiens
langsta provtagningar (ca 20 minuter respektive 15 minuter) och kravde tva stick
vardera. Alternativt kan tidsfaktorn allena orsakat de hogre koncentrationerna efter-
som koncentrationerna for de andra kaninerna efter 15-20 min var okanda. Dock
var koncentrationen avsevart hogre an évriga aven vid 30 min for Marcel, vilket
talar mot att tidsfaktorn skulle vara det avgdrande.

I relation till koncentrationerna i Szeto et al. 2004 dar hormonets naturliga cirka-
diska rytmen fastslogs (4400-9200 pg/mL) lag en dryg majoritet av den fore-
liggande studiens varden i det Iagre spannet eller under. Vérdena kan betraktas
relativt jamforbara da studiepopulationen i Szeto et al ocksa bestod av hankaniner
i aldrarna 4.5-5 manader varav 6 av rasen NZW och 6 av Watanabe Heritable
Hyperlipidemic (WHHL). Vidare inhystes dessa kaniner ocksa i individuella burar
med liknande ljus och temperatur i stallet samt utfodrades en pelleterad diet.
Huruvida kaninerna genomgatt nagon form av tillvanjning eller socialisering fram-
gar inte.

Med undantag fran det hogsta vardet fran Marcel lag vardena darmed inte heller i
narheten av koncentrationerna vilka pavisats som resultat av varmestress och social
stress (14 600 pg/mL respektive 25 000 pg/mL, Szeto et al. 2004; de la Fuente et
al. 2007). Daremot var koncentrationerna hogre i forhallande till resultaten i Illera
et al. (2000) dar férutom blodglukos dven plasmakortisol analyserades hos honka-
niner i okanda aldrar av rasen NZW. | den studien fick samtliga 10 kaniner ospeci-
ficerad hantering i en vecka infor provtagningen och var fastade 12 timmar, vilket
resulterade i 0-, 30-och 120 minuters koncentrationer 1840 + 280 pg/mL, 2120 +
340 pg/mL respektive 1660 £ 210 pg/mL. Slutligen kan resultaten jamforas med en
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studie dar 29 kastrerade hon- och hankaniner av olika raser i aldrarna 1-6 ar ingick
och inhystes i burar individuellt, i par, eller i grupp. Kaninerna var inte fastade och
provtogs en enstaka gang fran orats artar efter subkutan administration av acepro-
mazinmaleat, vilket resulterade i koncentrationer om 7280 + 400 pg/mL (Fecteau
et al. 2007). Alltsa var aven dessa generellt hogre dn koncentrationerna uppmatta i
den foreliggande studien.

Sammanfattningsvis var studiens plasmakortisolkoncentrationer relativt laga i for-
hallande till referenslitteraturen vilket kan representera en lagre stressniva hos
kaninerna. En annan teori dr att provtagningsschemat inte lyckades fanga upp hogre
koncentrationer vilka hade kunnat detekteras med tétare provtagningsintervall eller
andra tidpunkter. Vidare hade det varit intressant att erhalla varden innan sociali-
sering och traning paborjades, men vilket hade kunnat paverka traningens avsikt-
liga effekt. Slutligen vackte studiens plasmakortisolkoncentrationer fragan kring
dess eventuella samband med duration av fixering vilket hade varit intressant att
undersoka.

Approach-testen gav till skillnad fran dvriga analyser indikation pa programmets
effekter. En tendens till skillnader mellan grupperna (p= 0,076) sags vid jamforelser
av antal kontakter, tid till forsta kontakt samt antal narmanden <5 cm fran handen
efter traning dag 12. Dag 19 var tendensen till skillnad mellan grupperna i stéllet
storst fore traningen och nastintill signifikant (p=0,06). | Grupp A férekom dven
tendens till skillnad vid jamforelse av vistelse i framre delen av buren dag 5 och 12
(p=0,08). | Ersbring 2021 jamfordes resultat fran approach-testen endast for samma
kaniner innan och efter programmets fullféljande vilket visade signifikanta skillna-
der i antal kontakter och spenderad tid i burens framre del. Med lika stora grupper
(6 kaniner) hade sannolikt &ven denna studie kunnat astadkomma statistiskt sakra
resultat.

Avseende den subjektiva beteendeanalysen sags en signifikant 6kning av poangen
hos alla kaniner sammantagna mellan dag 2 och 19, daremot ingen tydlig skillnad
mellan grupperna vid de olika testtillfallena. En nastan signifikant skillnad sags dag
5 mellan grupperna, fore traning av Grupp A (p=0,059). Detta tyder pa att kaninerna
i Grupp A skilde sig redan fran start. Bristen pa skillnad mellan grupperna efter
socialisering och traning kan ha berott pa att etogrammet inte var tillrackligt nyan-
serat, eller att det var for fa djur. Det kan dven inneburit att kaninerna fran bagge
grupperna var lika orddda och avslappnade under approach-testen, men fér Grupp
B generellt fran platsen i trygghet under sitthyllan och med mindre kontakt med
handen &n Grupp A.
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5.2.3. Bibehallna effekter av traningsprogrammet vid
fortskridande socialisering

Utifran den subjektiva beteendeanalysen och approach-testet minskade generellt A-
gruppens rédsla ytterligare efter perioden med kompletterande socialisering.
Resultaten kan indikera att en veckas tréning é&r tillracklig for att starta en positiv
utveckling tillsammans med uppféljande socialisering for att minska kaniners
radsla for manniskan. I fraga om blodglukos steg dock medelvardet nagot for Grupp
A, vilket darmed inte foljde samma trend. Inte heller i plasmakortisol detekterades
nagon generell minskning. Forutom de tankbara orsakerna bakom koncentrations-
variationerna vilka diskuteras i rubriker ovan, skulle ett annat ské&l kunna vara att
momenten i traningen efterliknande blodprovstagning upphorde, till skillnad fran
kontakt med ménniskan vilket trots i lagre grad fortskred under socialiseringen. For
att uppna en bibehallen eller ytterligare reducerad stressniva i samband med prov-
tagning kan i sa fall liknande aktivitet behdva uppratthallas efter en veckas traning
till skillnad fran forsoket.

5.2.4. Effekter av fordrojd paborjad traning

Efter B-gruppen fullfoljt traningsprogrammet sags inte lika stor effekt pa kaninerna
i majoriteten av testerna i jamforelse med Grupp A. Detta skulle kunna tyda pa att
traningseffekten ar storst da den paborjas efter en kortare acklimatiseringsfas lik-
som for Grupp A. Alternativt skulle det kunna bero att traningsprogrammet hade
en samre effekt pa grund av blodprovstagningen fore traningens start.

5.3. Felkallor

Pa grund av det begransade antalet kaniner i test-och kontrollgrupp inneholl
studiens resultat en ofrankomlig grad av osakerhet. Vidare inkluderades inga kani-
ner av honkon vilket férsvarar resonemang gallande hela populationer och kons-
skillnader.

Fatalet kaniner bidrog sannolikt ocksa till att gruppfordelningen av sarskilda
personlighetsdrag kunde ha en vésentlig betydelse. I Grupp A identifierades till
exempel en kanin (Philippe) med utmérkande nyfikenhet och socialt intresse och
som konsekvent erholl hdga poang i approach-testen.

Vidare kan resultaten ocksa ha paverkats av att grupperna testades i olika turord-
ning, vilket gav den grupp som testades sist i tur extra tid att vénja sig vid mén-
niskans nérvaro innan testen borjade.
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Troligtvis kan &ven uppstadda variationer mellan blodprovstagningarna utgjort en
faktor for testresultaten avseende plasmakortisol och blodglukos. Skillnaderna
forekom dels mellan provtagningshastigheter, dels fran antal stick, och dels fran
smartreaktioner vid stick. Till exempel erholls studiens i sérklass hogsta plasma-
kortisolvarde pa 14 800 pg/mL fran kaninen vecka 1 vars provtagning var éver-
lagset mer tidskravande och kravde tva stick. Motsvarande prov vecka 2 fran
samma kanin lag pa 3055 pg/mL.

Slutligen kan ocksa urvalet av tester samt ej erhallna data paverkat studiens resultat.
Déribland nyttjandet av ett icke validerat etogram for podngsattning av beteende.
Metoden valdes forst efter att ett beprovat etogram (Ersbring 2021 baserat pa Pod-
berscek et al. 1991; Chu et al. 2004; Krall et al. 2019) hade testats vilket upplevdes
for komplext och inte i tillfredsstéllande korrelation med kaninernas stressniva.
Vidare hade andningsfrekvens varit en intressant fysiologisk parameter att ta i
berékning da den till skillnad fran plasmakortisol och blodglukos inte kravde inva-
siv matning. Forlusten av B-gruppens 30-minuters plasmakortisol-koncentrations-
resultat hade formodligen ingen avgtrande konsekvens for studien men adderade
till slutsatsens osakerhet.
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6. Konklusion

Sammantaget tyder pilotstudiens resultat pa att tranings- och socialiserings-
programmet utvecklat pa S:t Eriks Ogonsjukhus har effekt pa beteende, med redu-
cerad radsla som foljd. Den observerade effekten var storre da programmet inleddes
efter en kort acklimatiseringsperiod och innan blodprovstagning dgde rum. Dock
iakttogs ingen paverkan pa de fysiologiska stressparametrarna, mojligtvis pa grund
av lag stress over lag, inadekvata matintervaller, eller att acklimatisering hade
samma paverkan pa dessa som traning och socialisering.

Beteendebaserade resultat gav aven indikation pa att traning och socialisering har
vissa omedelbara effekter vilket skulle kunna utnyttjas i anslutning till experi-
mentella procedurer. Vidare sags tecken pa att en veckas daglig socialisering efter
en veckas traning har kumulativ effekt, vilket kan motivera en utdkad period av
traning fore experimentet paborjas.

Avslutningsvis stodjer studien tidigare forskningsron inom &mnet, men det krévs
vidare studier pa fler kaniner for att sakerstélla resultaten.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Bakgrund

2018 var kaninen det tredje vanligaste forsoksdjuret inom EU och en betydelsefull
resurs inom forskning rérande bland annat ortopedi, antikroppsproduktion samt
ogonsjukdomar. Forutom de samvetsfragor som ofta vécks kring djurhallningens
syfte uppstar ett ytterligare dilemma kring kaniner i forsok pa grund av deras natur-
liga radsla fér manniskan. Radslan har i sin tur inte bara negativ inverkan pa djurens
valmaende men riskerar ocksa aventyra forskningsresultaten. Till exempel har det
visats att stress kan paverka lakemedelsreaktioner genom forandringar i flera
kroppsliga processer.

Inom EU stalls krav att alla forsoksdjursverksamheter ska efterstrava god djurval-
fard och for att uppfylla det kravet har tre nyckelstrategier definierats. Vanligen
forkortas dessa tillsammans med 3R>, vilka pa svenska ger Gversattningen be-
gransa, forfina och ersatta (eng reduce, replace, refine). | korthet handlar princi-
perna om att forsok pa djur endast far aga rum i brist pa alternativa forséksmodeller
och med sa fa djur som mojligt, samt genom den mest skonsamma tekniken. Genom
att minska stress hos forsokskaniner kan potentiellt bade forfining och begransning
astadkommas, dels genom mer skonsam djurhallning, dels da behovet av antal djur
kan minska nar forskningen effektiviseras. Standardiserade protokoll eller riktlinjer
for hur minskning av stress ska uppnas saknas daremot i dagslaget. Dock finns
forskningsunderlag for verksamma metoder varav majoriteten baseras pa studier pa
kaninungar under diperioden.

P& S:t Eriks Ogonsjukhus i Stockholm bedrivs sedan flera ar tillbaka ett tranings-
och socialiseringsprogram for vuxna kaniner vilket av personalen upplevs gora
kaninerna mindre stressade och mer latthanterliga. Metoden som baseras pa gradvis
tillvanjning av mansklig hantering beskrevs och utvarderades av Ersbring 2021,
vars resultat gav vetenskapligt stoéd for programmets effekt. | studien undersoktes
daremot endast traningens paverkan pa en grupp dar alla genomgatt traning vilket
gjorde att andra faktorer an traning teoretiskt hade kunnat orsaka den pavisade
effekten.
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Denna uppféljande studie avsag starka beviset for traningens effekt ytterligare
genom att dels utféra fler typer av tester for att mata stress, dels jamfora resultat
med en grupp kaniner som inte tranas, och dels fora detaljerad journal Gver alla
traningens moment. Studiens malsattning var att lagga grund for ett vetenskapligt
bevisat effektivt tranings- och socialiseringsprogram for kaniner i medicinsk forsk-
ning.

Studiens tillvagagangssatt och teoretiska underlag

6 hankaniner av rasen New Zealand White koptes in till universitetet och delades
upp i en testgrupp (Grupp A) och en kontrollgrupp (Grupp B). Efter nagra dagars
tillvanjning i den nya miljon fick Grupp A pabdrja traning och socialisering medan
Grupp B inte fick mansklig kontakt utdver den vid stddning och utfodring.
Traningen och socialiseringen pagick dagligen under en veckas tid uppdelade i ett
formiddags- och ett eftermiddagspass. Veckan déarpa nar Grupp A fullfoljt program-
met socialiserades och tranades i stéllet Grupp B. Under denna fas fick Grupp A
ingen trdning men bibehdll det dagliga passet med socialisering. Momenten tog
omkring 2,5-5 minuter i ansprak for varje kanin dar traning innefattade hantering
och successiv tillvanjning vid en procedur efterliknande blodprovstagning. Sociali-
seringen bestod av att kaniner klappades och talades till. Vid fyra tillfallen under
studieperioden utvarderades bégge grupperna for att skillnader mellan tranade och
otranade kaniner, savél som skillnader inom grupperna innan och efter traning.

For att mata stressen undersoktes bade beteendeméssiga tecken samt blodprov.
Detta da stress kan uttryckas olika mellan olika individer beroende pa bland annat
kon, arvsanlag och personlighet, trots att de grundldggande mekanismerna &r de
samma. Bland annat 6kar blodsocker for att ge snabb energitillgang. Dessa pro-
cesser styrs i sin tur av nervsignaler och hormoner vilka aven ger upphov till
forandringar i beteende, till exempel skyddssokande.

Beteendeanalysen i denna studie utfordes under ett sa kallat “approach-test” baserat
dels pé kaninernas kroppssprak vid manniskans narmande, dels pa kontaktsokande.
Aven kaninens placering i buren undersoktes. Testen dgde rum vid kaninernas
ankomst, efter nagra dagars tillvanjning till miljon samt innan och efter tranings-
programmets borjan och slut. Vidare genomfordes varje test innan och efter den
dagliga socialiseringen for analys av socialiseringens omedelbara effekter. Reste-
rande markdrer analyserades i blodet och bestod av analys av blodsocker (glukos)
och stresshormon (kortisol) i blodplasma. Blodprovstagningen &gde rum vid tva
tillfallen efter respektive grupps fullféljande av traningsprogrammet. Bedémning
av beteende utfordes enligt en blindad metod, det vill sdga att bedémaren inte hade
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kannedom om vilken grupp kaninen tillnorde. Blindningen av beteendetesten
mojliggjordes genom filminspelning.

Resultat och slutsats

Ingen statistisk signifikant skillnad pavisades mellan tranade och otranade kaniner.
Daremot sags flera tecken pa programmets stressreducerande effekt fran approach-
testen, dels genom mera kontaktsokande beteende fran de tranade kaninerna, dels
genom l&ngre tid spenderad i burens framre delar och utanfor sitthyllan vid mansk-
lig narvaro. Storst effekt demonstrerades av gruppen som pabdrjade traning efter
ett fatal dagar av acklimatisering, vilket tydde pa att protokollet inte var lika effektiv
vid senare start. En orsak till det kan ha varit att kontrollgruppen till skillnad fran
testgruppen fick genomga en blodprovstagning innan deras traning paborjades
vilket kan ha givit en samre utgangspunkt.

Den subjektiva beteendeanalysen visade i sin tur inga sérskilda skillnader mellan
grupperna. | stéllet tolkades radslan minska successivt for bédgge grupperna allt
eftersom studien fortskred. Anledningen kan ha varit att bedémningsmallen for
beteendet inte var tillrdckligt nyanserad, eller att den otrdnade gruppen var lika
avslappnad fast ned tendens till langre avstand i buren fran manniskan.

Blodglukos och plasmakortisol visade inte nagra samband med traning. | jamforelse
med normalvarden for kaniner var vardena relativt laga vilket skulle kunna indikera
att momentet inte var sa stressande oavsett om kaninerna var tranade infor proce-
duren eller ej. Ett monster som daremot kunde anas i véardena for plasmakortisol
var att kaniner vars provtagningar tagit langre tid var hogre. Variationer i kaniner-
nas foderintag i relation till provtagningstillfallena & ocksa en potentiellt pa-
verkande faktor.

Vidare sags vid jamforelse av resultat fore och efter socialisering tydliga tecken pa
vissa omedelbara effekter, dels genom snabbare och fler antal initierade kontakter,
dels langre vistelse i burens framre del och utanfér sitthyllan. lakttagelsen stodjer
ett protokoll dar kaniner hanteras genom socialisering i buren enligt beskriven
metod kort inpa att de utsatts for forsok.

Slutligen gav studien indikation pa att daglig socialisering efter en veckas fullfoljd
traning har kumulativ effekt. Detta demonstrerades genom att gruppen som trénats
den forsta veckan fortsatte Oka sina interaktioner med méanniskan och poéng i
beteendeanalysen i slutet av studien. Resultatet kan motivera extra resurser tillag-
nad tréning under en kort inledande period.
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Sammanfattningsvis stodjer studien tidigare forskningsrén inom &mnet och ger
tydlig indikation pa att tranings-och socialiseringsprogrammet utvecklat pa S:t
Eriks Ogonsjukhus har effekt pa beteende, med minskad radsla som foljd. For att
vetenskapligt sékerstélla effekten krdvs daremot undersokning av ett stérre antal
kaniner, dar inkluderande av bdgge konen skulle 6ka resultatens relevans for hela
populationen.
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Bilaga 1

Inskolninq/_hanterinq/('jvninq av kaniner pa St Eriks
Ogonsjukhus djuravdelning

Ankomst:

Né&r kaninen anlander och packas upp vags den, kontrollerar yttre halsostatus,
kon, tandstallning, orontatuering och om den ar kloklippt. All data skrivs in i
journalen, noterar dven om kaninen kanns radd, stressad el liknande.

Buren ar forberedd med vatten, normal giva av lusern/hd, mindre giva av pellets
(= 2 forsta dagarna for att vanja magen), bitpinne och halm el liknande.

Forsta dagarna: (Acklimatiseringstid 7-10 dagar)

De 2 forsta dagarna far kaninen vara i fred, kontrolleras visuellt och personalen
pratar med kaninen + att radio ar pa dagtid. Extra viktigt forsta dygnen att se till att
kaninen dricker ur nippel, bajsar och kissar(kan ta lite langre tid- upp till 36 timmar)

Dag 3-6 borjar personal hantera kanin, borjar med att ”prata med” och kidnna pa
kaninen inne buren tills de kanner sig lugna med det. Sen lyfts de ut/in i buren med
nosen mot burens 6ppning hela tiden. De hanteras av personal med kaninen i
position under hanterarens arm. De far succesivt vara med om de “normala”
procedurerna sasom vagning, palpering, kontroll 6gon, 6ron, nos/mun, tassar. Kan
upprepas under dagen.

Dag 7-10 ( langre vid behov)

Lika som ovan men nu adderas att 6va den procedur kaninen ska genomga
upprepat i forskningsprojektet ex. oral giva, blodprovtagning, égontrycksmatning
mm. Kan upprepas under dagen.

Det ovan namda &r ocksa det vi lar ut pa var LAS-kurs for nya forskare.

Nedan exempel pa procedurer vi Ovar regelbundet i vara
forskningsprojekt

Ovning av oral giva med substans

Dag 6-7 Kaninen lyfts ur buren och bérs i position till avsedd plats for oral giva,
satts i avsedd bur- vi anvander MAKIII pa vagen. Kaninen far kanna sig trygg pa
platsen och hanteraren pratar, smeker kaninen 6ver huvud/nos, kan upprepas under
dagen.
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Dag 7-8 (9-10) Lika som ovan men nu laggs till att hanteraren dvar att halla
kaninen stilla och réra mun/nos, efter upprepade sessioner adderas att visa spruta
och fora den mot mun. Nar kaninen kanns trygg med denna behandling fors sprutan
in i munnen och nir kanin kidnns lugn med det far kaninen en ”dos” med NaCl(0.1-
0.2 ml). Om kaninen kanns trygg med denna behandling kan forsoket borja, om inte
ovas flera ganger.

Blodprovtagning

Dag 6 Kaninen lyfts ur buren i position under armen till avsedd plats for
provtagning satts dar ned pa restrainduk och hanteraren pratar med kanin och
smeker hela kaninen och extra tid vid huvud/6ron. Kan upprepas under dagen.

Dag 7 lika som ovan men nu laggs duken runt kaninen och éronen hanteras som
vid provtagning

Dag 8-9 lika som ovan men nu spanns duken at och nar kaninen kanns trygg med
det sa satts duken fast. Under Gvningen hanteras 6ronen pa kaninen som vid
provtagning, nar kaninen k&nns lugn och trygg kan forsoket borja, om inte 6vas
flera ganger.

Vid blodprovtagning i diabetesforsék och blodglukosvarde ska tas vid flera
tidpunkter gor vi lika som ovan férutom att kaninen da sitter ’16s” i vagskalen.

Ogontrycksmatning ( behdvs 2 stycken hanterare)

Dag 6-7 Kaninen lyfts ur buren och bérs i position under armen till avsedd plats
for matning. Hanterare 1 satter ned kaninen pa platsen och haller kaninen stilla
endast med lugna hander sa kaninen sitter stilla. Hanterare 2 haller i matinstru-
mentet runt kaninen. Kan upprepas under dagen.

Dag 8-9 Lika som ovan men nu narmar sig hanterare 2 huvudet pa kaninen med
matinstrumentet. Nar kaninen &r lugn med det ndrmar sig hanterare 2 6gat med
instrumentet, detta upprepas flera ganger och kan upprepas under dagarna.

Dag 10 Lika som ovan och nu adderas testmatningar. Kan upprepas under dagen.
Nar kaninen kanns lugn och trygg kan forsoket borja.

Pa samma sétt jobbar vi vid andra procedurer for att fa en lugn och harmonisk
forskning!

| forskningen &r det viktigt med kontinuitet men da manga projekt kraver manga
matpunkter, varje dag mm kan det bli sa att flera hanterare maste hantera kaninen
under forsoket men vi forséker minimera detta och att personalen pa djurav-
delningen gor sa mycket som mojligt.
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