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Sammanfattning

I den hér pilotstudien har beteendeobservationer gjorts pd moss och rattor vid nebulisering av
lakemedel samt vid efterfoljande exponering for koldioxid (CO,). Syftet med studien var att
utvdrdera ett nytt tillvigagangsatt for att minska stress, smirta och obehag vid bedévning med
koldioxid vid slakt av livsmedelsproducerande djur. Vid exponering for koldioxid induceras
intracellulédr acidos som innebér att pH-vérdet i cellerna sjunker. Vidare minskar grundliaggande
nervaktivitet och responsen pa yttre stimuli. Koldioxid stimulerar smértnerver i andningsvigarna
och skapar andndd, vilket kan vara éngestfyllt. Studiens hypotes var att premedicinering med
lugnande eller smirtstillande ldkemedel via nebulisering fore bedévning med koldioxid reducerar
beteende relaterat till smérta, stress och obehag.

Som modell anvdndes moss av stammarna BALB/c och CBB samt réttor av stammen Wistar.
Under studiens géng undersoktes ett avlivningsmedel (pentobarbitalnatrium), ett
lokalbeddvningsmedel (prokain), ett anestesimedel (ketamin), ett lugnande ldkemedel
(medetomidin), en kombination av medetomidin och ketamin, samt koksalt (NaCl) som kontroll. En
mus respektive ratta placerades en i taget i en plexiglaskammare som var kopplad till en nebulisator
dér djuret exponerades for lidkemedel. Darefter flyttades djuret till en stérre kammare tillsammans
med en obehandlad burkamrat och bada exponerades for koldioxid i syfte att avlivas. Djuren
filmades under nebulisering och exponering for koldioxid och beteenden som kan kopplas till stress
och obehag registrerades fran filmerna: lokomotion, resa sig pa bakbenen (rearing), skaka pa sig,
klattra/krafsa, hoppa, tvitta sig.

Vid nebulisering uppvisade BALB/c-moss en hog frekvens av beteenden vid exponering for
ketamin och pentobarbitalnatrium. Under nebulisering med koksalt var frekvensen lagre &n vid
exponering for lakemedel. CBB-mdss uppvisade ligre frekvens av beteenden i jamforelse med
BALB/c-moss. Wistar-rattor visade 14g frekvens av beteenden under exponering for alla lakemedel.
Pentobarbitalnatrium tog cirka sju minuter att nebulisera medan resterande lakemedel tog cirka fyra
minuter. Samtliga likemedel och NaCl, inducerade vinglighet pA BALB/c-m&ss medan Wistar-
rattor inte visade vinglighet under behandling med nédgot likemedel eller NaCl.

Av mossen och rattorna visade BALB/c hogst frekvens av de olika beteenden nér de exponerades
for koldioxid. BALB/c-mdssen som fatt ketamin enbart eller i kombination med medetomidin
varken hoppade, klittrade/krafsade eller visade rearing under CO;-exponering. P4 CBB-mdss sags
en lagre frekvens av beteenden under koldioxidexponering efter nebulisering med ketamin-
medetomidin, pentobarbitalnatrium, ketamin och prokain samt en hogre frekvens efter exponering
for medetomidin. Frekvensen av beteenden var generellt 14ga under koldioxidexponering av Wistar-
rattor. Diremot uppmérksammades en 6kad lokomotion och frekvens av “kléttra/krafsa” efter
ketamin. Den totala tiden for nebulisering och koldioxidexponering varade ndgra minuter. Tiden
varierade beroende pa likemedel och stam. En gemensam nidmnare for alla stammar var att
nebulisering med ketamin-medetomidin medférde att medvetsloshet inducerades snabbare vid CO»-
exponering

Slutsatsen dr att nebulisering med en kombination av medetomidin och ketamin har storst
potential att minska lidande vid koldioxidbeddvning.

Nyckelord: Nebulisering, koldioxid, medvetsldshet, intracellulir acidos, premedicinering



Abstract

In this pilot study, behavioral observations were made on mice and rats during nebulization of drugs
and subsequent exposure to carbon dioxide. The aim of the study was to evaluate a new approach to
reduce stress, pain, and discomfort during stunning with carbon dioxide before slaughter of food
producing animals. When exposed to carbon dioxide, intracellular acidosis is induced, which means
that the pH value in the cells drops. Furthermore, basic nerve activity and the response to external
stimuli decrease. Carbon dioxide stimulates pain receptors in the respiratory tract and causes
shortness of breath, which can induce anxiety. The study hypothesis was that premedication with
sedative and analgesic drugs via nebulization before stunning with carbon dioxide reduces behaviors
related to pain, stress, and discomfort.

As models, mice of the strains BALB/c and CBB and rats of the strain Wistar were used. During
the study, a euthanasia agent (pentobarbital sodium), a local anesthetic (procaine), an anesthetic
(ketamine), a sedative drug (medetomidine), a combination between medetomidine and ketamine,
and saline (NaCl) as a control were investigated. A mouse and a rat respectively, was placed one at
a time in a plexiglas chamber connected to a nebulizer where the animal was exposed to the drug.
Next, the animal was moved to a larger chamber with an untreated cagemate, and both were exposed
to carbon dioxide for euthanasia. The animals were filmed during nebulization and carbon dioxide
exposure and behaviors related to stress and discomfort were registered from the videos: locomotion,
rearing, wet-dog shaking, climbing/digging, jumping and grooming.

During nebulization, BALB/c mice exhibited a high frequency of behaviors when exposed to
ketamine and pentobarbital sodium. During NaCl administration, the frequency of behaviors was
lower than during drug exposure. CBB mice showed a lower frequency of behaviors compared to
BALB/c mice. Wistar rats showed a low frequency of behaviors during exposure to all drugs.

Pentobarbital sodium took about seven minutes to nebulize, while the remaining drugs took
about four minutes. All drugs and NaCl caused wobbling in the BALB/c mice, while the Wistar
rats showed no wobbling during treatment with the different drugs or NaCl.

Of the mice and rats, BALB/c mice showed the highest frequencies of the different behaviors
when exposed to carbon dioxide. The BALB/c mice administered ketamine alone or in combination
with medetomidine neither jumped, climbed/digged, nor showed rearing during carbon dioxide
exposure. In CBB mice, a lower frequency of behaviors during carbon dioxide was seen after
nebulization with ketamine-medetomidine, pentobarbital sodium, ketamine and procaine, and a
higher after treatment with medetomidine. The frequency of behaviors was generally low during
carbon dioxide exposure of Wistar rats. However, increased locomotion and frequency of
climbing/digging were noticed after ketamine. The total time of nebulization and carbon dioxide
exposure lasted a few minutes. The time varied depending on the drug and the strain. A common
denominator for all strains was that nebulization with ketamine-medetomidine resulted in faster
induction of unconsciousness upon carbon dioxide exposure.

The conclusion is that the nebulization with a combination of medetomidine and ketamine has
the greatest potential to reduce suffering during carbon dioxide stunning.

Keywords: Nebulization, carbon dioxide, unconsciousness, intracellular acidosis, premedication.
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1. Introduktion

Beddvning med koldioxid (COz) dr en vanlig metod som anvénds for att bedova
djur innan slakt (Steiner et al. 2019). Vid exponering for hoga
koldioxidkoncentrationer minskar hjarnaktivitet och medvetsloshet intrader
(Rodriguez et al. 2008). Genom denna metod mdjliggors effektiv beddvning av
flera djur samtidigt, vilket &r sdrskilt fordelaktigt i situationer dér ett stort antal djur
behover beddvas. Mindre manuell hanteringen av djuren krdvs dn vid andra
beddvningsmetoder, vilket kan vara mindre stressande for bade djur och personal
(Steiner et al. 2019).

En idealisk beddvningsmetod ska innebédra att djuret forlorar medvetandet
snabbt utan att skapa ndgon form av stress eller smérta (Steiner et al. 2019).
Dessutom bor den valda beddvningsmetoden vara kompatibel med avlivningens
syfte, alltsd ska beddvningsmetoden inte ldmna kvar ndgra substansrester vid
avlivning infor kéttkonsumtion (Steiner et al. 2019). Utdver detta bor metoden vara
fysiskt sdker, latt att anvinda, kostnadseffektiv samt inte paverkas av den méanskliga
faktorn. Anvédndning av koldioxid fore avlivning &r den vanligaste
beddvningsmetoden sévil 1 experimentell djurforskning som vid slakt av djur. De
anviands for moss (Mus musculus), rattor (Rattus norvegicus), grisar (Sus scrofa
domesticus) och fjiderfd (Gallinae) (Steiner et al. 2019).

Vid exponering for koldioxid induceras en intracelluldr acidos som betyder att
pH-virdet i kroppens celler sjunker (Steiner et al. 2019). Vidare minskar bade den
grundléggande nervaktiviteten och responsen pa yttre stimuli, som ddrigenom leder
till medvetsloshet av det exponerade djuret. Steiner et al. (2019) ndmner att
beroende pa vilken CO:z-koncentration och metod som anvinds, samt djurart,
intraffar medvetslosheten olika snabbt. Medvetsloshet intrédffar inom en tidsram av
20 till 150 sekunder.
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Vid beddvning med koldioxid kan smérta och obehag orsakas djuren pa tre olika
sétt; Nér koldioxiden andas in bildas kolsyra péd luftvigarnas slemhinnor vilket
orsakar smérta och obehag. Koldioxiden skapar andndd eller en kédnsla av
andfaddhet och jonkanaler i hjdrnans amygdala stimuleras, vilket kan orsaka rédsla.
Detta betyder att djuret som andas in koldioxid kan orsakas kraftig stress (Leary et
al. 2020).

1.1 Syfte och hypotes

Syftet med denna studie &r att utvédrdera ett nytt tillvigagingsitt for att minska
stress, smirta och ridsla vid bedovning med koldioxid. En sadan fordndring kan
mota dkande etiska krav inom livsmedelsproduktionen. Som modell anvinds mus
och rétta.

Hypotesen é&r att premedicinering med ldkemedel via nebulisering fore
bedovning med koldioxid reducerar beteenden relaterade till smirta, stress och
rddsla.

11



2. Litteraturgenomgang

2.1 Human slakt

Vid human slakt syftar man framst till att minska onddigt lidande och smaérta
genom att genomfora slaktprocesser pa ett sitt som respekterar och beaktar djurens
vélbefinnande (Browning & Veit 2020).

Ett etiskt dilemma som finns inom djuruppfédning, skotsel och jordbruk &r
djurens vilfard vid slaktningsprocessen (Browning & Veit 2020). I artikeln av
Browning & Veit (2020) ndmns det att 6ver 65 miljoner lantbruksdjur slaktas varje
ar globalt och antalet 6kar. Forskning om djurens vilfdard har mestadels fokuserat
pa forbéttringar for djurens levnadsvillkor och inte lagt stor fokus pa vélfarden vid
transport och slakt (Browning & Veit 2020). Med tiden har uppmirksamheten pa
att utveckla humana sétt att slakta och transportera djur 6kat och ddrmed forskning
om det. Ett exempel dr anvindandet av bedévningsmetoder fore sjdlva slakten for
att minska smaérta, stress och didrmed forbéttra vilfirden hos lantbruksdjuren
(Browning & Veit 2020). Ett inférande av ett podngsystem for djurskyddet i
slakterier har &ven uppmérksammats, varvid framst effektiviteten av
beddvningsmetoden beddms, vilket kan leda till en 6kning av djurens vélfard.

De primira bedovningsmetoder som anvinds fore slakt dr bultpistol, elektrisk
beddvning samt atmosfarisk bedévning i form av koldioxid (Browning & Veit
2020). Beddvning med bultpistol dr mest ladmplig pa storre lantbruksdjur som
notkreatur. Med denna metod forstors omrdden i hjdrnan som gor att djuret blir
medvetslost direkt vid korrekt utforande, och dérefter kan avblodas. Elektrisk
beddvning dr vanligt forekommande pé fjaderfd. Figlarna hiangs upp i fotterna och
sedan doppas huvudet 1 ett elbad, som oftast innehaller salt for att effektivisera
ledningsformagan. Detta leder till medvetsldshet infor avblodning (Browning &
Veit 2020). Den sista bedovningsmetoden dr atmosférisk bedévning i form av
koldioxid (Steiner et al. 2019; Browning & Veit 2020). Denna metod innebér att
djuren utsétts for en hog koncentration av koldioxid vilket leder till kvdvning och
medvetsloshet (Browning & Veit 2020).
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2.2 Koldioxidbedodvning av gris

Forsta steget 1 grisslakt infor human konsumtion &r beddvning genom att
exponeras for koldioxid (Raj & Gregory 1995). Efter bedévningen maste grisarna
avblodas for att sikerstélla en siker dod och for kottets kvalitet. Bedovning med
koldioxid &r en av de vanligaste metoder som anvéinds pa grisar i stérre delar av
vérlden (Sindhgj et al. 2021). Hoga koncentrationer av koldioxid infor slakt kan
inducera smérta, rddsla samt stress hos grisar, vilket har en stor paverkan pa
vélfarden (Sindhgj et al. 2021). I artikeln av Raj & Gregory (1995) ndmns att
koncentrationen av koldioxid bor vara minst 70 % for att sdkerstdlla tillracklig
beddvning. En anledning till att koldioxidbeddvning anvinds &r att flera grisar kan
bedovas samtidigt vilket minskar dngest hos grisarna da de ar flockdjur. Vidare
minskar hantering av enskilda djur vid anvindning av koldioxid eftersom djuren
inte behdver fixeras pd samma sétt som for andra bedovningsmetoder (Steiner et al.
2019; Sindhgj et al. 2021). En tillrackligt hog koncentration av koldioxid under en
tillracklig exponeringstid kommer att inducera medvetsloshet och dod (Leary et al.
2020).

Anvindning av koldioxid har fler fordelar, exempelvis dr det billigt och inte
brandfarligt eller explosivt, vilket gor det till en siker metod att jobba med (Leary
et al. 2020). Vidare finns begrdnsningar som till exempel att det krivs utrustning
for exponering och personal som dr utbildad for att administrera koldioxid pa ett
sakert sitt, att systemet inte ska inducera hypotermi hos djuren vid exponering och
darfor maste vara korrekt byggt, samt att efter bedovning med koldioxid s& maste
doden verifieras pa varje djur med hjilp av avblodning. Det sistndmnda géller for
alla bedovningsmetoder (Leary et al. 2020).

Det har observerats att anvindning av koldioxid for att bedova grisar infor slakt
inte dr den mest ldmpliga metoden ur ett djurvélfardsperspektiv. Studier har visat
att grisar som kunde rora sig fritt visade en flyktreaktion genom att springa omkring
under de forsta 15 sekunderna vid exponering av koldioxid (Blomquist 1957, se Raj
& Gregory 1995). I en studie av Dodman (1977) observerades varierande beteenden
under exponering av koldioxid, till exempel kunde vissa grisar reagera aggressivt
oberoende av vilken koncentration de utsattes for. Ur kommersiell synvinkel bor
alternativa bedOvningsformer inte leda till sdmre kottkvalité &n efter
koldioxidbeddvning och ur vélfardssynpunkt borde beddvning med andra metoder
infor slakt ge mindre- eller inget av det obehag som forknippas med
koldioxidexponering (Raj & Gregory 1995).
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2.3 Koldioxidbedovning vid slakt av fjaderfa

Vilka beddvningsmetoder som bor anvindas till fjdderfd fore slakt &r inte
sjalvklart. Ar 1982 forslog FAWC (Farm Animal Welfare Committee) i
Storbritannien att byta ut elektrisk beddvning och istéllet undersoka anvindningen
av koldioxid till fjaderfa, eftersom denna beddvningsmetod anvindes till gris (Raj
2006). Syftet var att hitta en metod som eliminerar behovet av att hinga upp levande
faglar i fotterna, vilket kan orsaka stress, obehag och smérta. Koldioxid ansdgs
kunna vara mer gynnsamt for faglarnas vélfard eftersom elektrisk bedévning kunde
vara forknippat med ojdmn strém i vattenbadet, vilket orsakade onddigt lidande for
faglarna (Raj 2006). Vidare ansigs beddvning med koldioxid kunna vara mer
humant eftersom koncentrationen kan 6kas gradvis.

Slakt av fjdderfa sker inte enbart pa slakterier utan dven i uppfodningsstallarna.
Vid utbrott av sjukdomar som exempelvis Newcastlesjuka brukar de infekterade
djuren avlivas pa plats (Gerritzen et al. 2004). Avlivning pa gard anvénds for att
motverka att sjukdomar sprids och det kan vara stora flockar pa flera tusen individer
som avlivas. Ur epidemiologisk synvinkel 4r hantering och transport av infekterade
djur ndgot som i alla hogsta grad ska undvikas for att stoppa spridningen (Gerritzen
et al. 2004). Vid avlivning pa gard av infekterade djur ar bruk av gas som koldioxid
den sékraste metoden eftersom hantering av djuren minskar (Gerritzen et al. 2004).

Den vanligaste bedovningsmetoden pé fjdderfd idag ar att anvinda koldioxid
(Leary et al. 2020). For tillfillet finns det inga speciella krav pa hur hog
koncentrationen bor vara. Nyligen klackta kycklingar kan behova en betydligt
hogre koncentration dn vuxna djur av samma art. Koncentrationen bor vara mellan
80 och 90% (Leary et al. 2020). Exponering for hoga koldioxidkoncentrationer kan
orsaka oftrivilliga rorelser hos faglar som exempelvis flaxande med vingarna eller
andra motoriska rorelser, vilket kan forstora viavnader (Leary et al. 2020). Det har
dven beskrivits att exponering av koldioxid i hoga halter kan orsaka skakning pa
huvudet och flaimtande (Raj et al. 2006). Dock kan lidgre koncentrationer av
koldioxid ge mindre rorelser sdsom flaxning (Leary et al. 2020). Fortséttningsvis
ndmns det att flaxning med vingarna minskar vid exponering av koldioxid an vid
argon och kvéve.

Exponering for koldioxid har visat sig ge bittre kottkvalité 1 jamforelse med
elektricitet. Det har ocksa visats att figlarna uppvisar farre brutna ben jaimfort med
vid elektrisk bedovning (Raj et al. 1991).

Fjaderfa ar utrustade med nociceptorer, dven kallad sensoriska nervceller som
finns 1 huden och signalerar pa faktiskt eller potentiell vivnadsskada (Gentle 2011).
Det finns dven sensoriska nervceller i andningsvédgarna som aktiveras pa forhojd
niva av ammoniak och koldioxid. Det foljer darfor att om dessa substanser skulle
na skadliga nivéer skulle det vara sméartsamt for faglarna (Gentle 2011).
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2.4 Effekter av koldioxidbedovning

Inandning av koldioxid kan inducera medvetsloshet och dod (Leary et al. 2020).
Vid anvindning av koldioxid som beddvning infor slakt behdver koncentrationen
nd en nivé av 30 % eller hogre. Vidare finns skillnader mellan arter och for olika
gnagstammar, vid exponering for koldioxid. Vid exponering for 100 % orsakas
andningspaus pa grund av en tillfdllig reflexapné hos bland annat rattor (Leary et
al. 2020). Syftet med reflexen tros vara att forhindra att &mnen som potentiellt
orsakar skada inhaleras (Leary et al. 2020). Vid lagre koncentrationer av koldioxid
(10-50%) intraffar inte andningsuppehall (Leary et al. 2020).

Aven om koldioxid har potential att utldsa en stressreaktion, #r tolkningen av
djurens subjektiva upplevelser komplex (Leary et al. 2020). Incidenter kopplade till
omedelbar risk for livet, sdsom lag syrehalt och hog koldioxidhalt, overfors
sannolikt direkt fran hjarnstammen. Gris och fjaderfd har rapporterats visa tecken
pa stress och obehag vid exponering for koldioxid i vissa studier medan i andra
studier har det inte observerats (Leary et al. 2020). Anledningen kan vara
variationer i metoderna for gasexponering, vilka beteenden som observeras samt
variation mellan raser. Till exempel har studier visat att kycklingar och kalkoner
frivilligt kan gé in i en kammare som innehéller 60% koldioxid for att komma &t
foder eller social kontakt (Leary et al. 2020). Beteendeobservationer visade
exempelvis andning med 6ppen nébb och skakning av huvudet. Detta behover inte
betyda att djuret kdnner stress eller obehag eftersom de inte flyttar sig ifran
kammaren med koldioxid. Vidare nimner Leary et al. (2020) att fAglar visar storre
tolerans att utsitta sig for hoga koncentrationer av koldioxid &n till exempel gnagare
och att medvetsloshet intrader senare.

Genetik kan ha en betydande roll f6r hur djurarten reagerar pd koldioxid (Leary
et al. 2020). Olika grisraser dr mer eller mindre kénsliga for koldioxid, exempelvis
ar Hampshire och Tysk Lantras kidnsligare &n Yorkshire och Holldndsk Lantras. I
en undersokning av Duroc och Yorkshire tolererade dessa raser en
koldioxidkoncentration pd 30% om de fick beloning i form av mat, men undvek
koncentrationer pa 90% dven om de inte fatt foder pa 24 timmar (Leary et al. 2020).
Detta tyder pa att exponering for koldioxid av en viss koncentration kan vara en
human form av beddvning for en del raser medan andra raser kan uppleva stress
och obehag.

I nyligen genomforda studier pA moss har omraden i amygdala, som kan kopplas
till rddsla, aktiverats vid exponering for koldioxid (Leary et al. 2020). Beteenden
kopplade till stress och obehag, som exempelvis ridsla eller aversion minskade om
relevanta receptorer i amygdala himmades eller eliminerades. Detta kan betyda att
negativa reaktioner pa koldioxidexponering hos gnagare och potentiellt andra arter,
delvis kan bero pa medfodda egenskaper (Leary et al. 2020).
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2.4.1 Tid till medvetsloshet

Tid till medvetsloshet kan variera mellan djurarter och koldioxidkoncentrationer
(Leary et al. 2020). Rattor som exponeras for minst 80% koldioxid blir medvetslosa
efter 12 till 33 sekunder. Nar koldioxidkoncentrationen minskar till 70%, induceras
medvetsloshet efter 40 till 50 sekunder. P4 samma sétt leder en snabb 6kning av
koncentrationen (fyllnadsgrad > 50% av kammarens volym/minut) till
medvetsloshet inom 26 till 48 sekunder (Leary et al. 2020). P4 grisar har studier
visat att exponering for 60% till 90% koldioxid inducerar medvetsloshet efter 14
till 30 sekunder. Avlivning genom exponering for koldioxid har studerats pa
enskilda faglar. Sju dagar gamla kycklingar av rasen Leghorn har observerats vid
en koldioxidkoncentration pa 97%, vilket resulterade 1 medvetsloshet inom 12
sekunder (Leary et al. 2020). Slaktkycklingar i fem veckors dlder blev medvetslosa
inom 17 sekunder vid en koldioxidkoncentration pd 60%. En ldgre
koldioxidkoncentration kan vara acceptabelt eftersom det ger lindrigare reaktioner,
dven om det tar langre tid till medvetsloshet.

En generell regel dr att en skonsam avlivningsmetod som tar ldngre tid &r att
foredra fore en snabb men pldgsam (Leary et al. 2020). En gradvis 6kning av
koldioxidkoncentrationen orsakar mindre smirta pa grund av ldgre aktivering av
smartreceptorerna. Det dr dérfor sannolikt att smértnerverna inte hinner signalera
innan medvetsloshet intrdffar om rekommendationen for laboratoriedjur f6ljs om
en fyllnadsgrad mellan 30% och 70% av kammarvolymen per minut (Leary et al.
2020). Koldioxid och blandningar méste tillforas pd ett sitt dir koncentrationen &r
noggrant reglerad och gasen dr renad frén fororeningar och tillsatser (Leary et al.
2020).
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2.5 Gaskoncentration inom en sluten behallare

Det finns tva huvudsakliga processer inom fordndringar 1 gaskoncentrationer
inom en sluten behallare som 4r; inforandet av en ny gas eller avldgsnande av redan
en befintlig gas 1 behdllare och den tidsmissiga faktorn det tar for att
gaskoncentrationen ska fordndras i behéllaren (Leary et al. 2020). Hastigheten av
en fordndringen av gaskoncentrationen i ett slutet system sker i form av en icke-
linjar fordndring, sé kallad exponentiell process (Leary et al. 2020). Kortfattat, nér
en ny gas ska inforas i en behdllare kommer hastigheten av koncentrationsokningen
att minska nir den borjar ndrma sig gransvardet. Detta medfor att koncentrationen
aldrig nar 100% av gasen 1 behdllaren, se figur 1. Vid avldgsnande av en redan
befintlig gas géller samma regel. Gasens koncentration kommer att minska men vid
nirmande av gransvirdet kommer den exponentiella kurvan att plana ut och
kommer dérfor aldrig att uppna noll. Tiden det tar for att &stadkomma en &ndring 1
koncentration beror pa vilket flode (I/min) av gas man tillfor samt koncentrationen
av detta, se figur 1 (Leary et al. 2020).
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Figur 1: Grafisk representation av inférande samt avldgsnande av gas i en kammare (Leary et al.
2020).

17



2.6 Avlivning av gnagare med koldioxid

De flesta djur i1 laboratorier & sma gnagare som exempelvis moss och rattor
(Leary et al. 2020). Pa laboratorier &r det vanligt att mdss och rattor anvinds som
modeller i olika forskningsprojekt. Det dr mer forekommande att djur i forskning
avlivas dn djur som inte anvinds som modeller i forskning (Conlee et al. 2005). Pa
en stor forsoksdjursavdelning avlivas djur kontinuerligt och det finns behov av att
hitta mer humana sétt att bedova och avliva dessa djur. Den vanligaste metoden for
avlivning av gnagare dr anvindning av koldioxid (Conlee et al. 2005), eftersom det
ar effektivt och kraver minimal hantering av djuren.

Exempel pé tillatna beddvningsmedel pd mdss och rattor dr gas i form av
koldioxid (Leary et al. 2020). Komprimerad koldioxid 1 flaskor &r den
rekommenderade killan eftersom inflodet av gasen i en sluten kammare kan
regleras till exakt nivd. En optimal fyllnadsgrad for gnagare som ska beddvas 1 ett
koldioxidsystem é&r utbyte av luften med koldioxid mellan 30 % och 70 % av
kammarens volym per minut, oberoende av kammarens volym (Leary et al. 2020).
Vid langsammare fyllnad upplever gnagarna andndd under lidngre tid, vilket
riskerar orsaka mer obehag. Trots dessa rekommendationer finns det inga studier
som sidkert visar vilken fyllnadsgradshastighet som dr optimal for djur av olika
arter, kon och genetisk bakgrund for att minska stress och sméirta. P4 grund av detta
maste personal anvinda sin bedomning for att avgora vilken hastighet inom det
rekommenderade intervallet som dr mest 1amplig i just deras system (Leary et al.
2020). Vidare ar det inte enligt Jordbruksverkets foreskrifter och allménna rad
(SJVES 2019:9) om forsoksdjur, saknr L 150 rekommenderat att forfylla kammaren
med koldioxid, eftersom inandning av ren koldioxid kan orsaka smérta. Vid
avlivning av gnagare med koldioxid boér kammarens volym fyllas med minst 80 %.
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2.6.1 Smarta och obehag

Smarta &dr valdigt relevant nér det géller hilsa samt vilfard, men det dr ocksa ett
dmne som har blivit allt mer utforskat (Mogil 2009). Att inducera smérta pa
forsokspersoner dr en stor utmaning och etiskt sjdlvbegrinsande. Dérfor har
forskning om smérta i stor utstrickning utforts pa djurmodeller (Mogil 2009).
Forskare har linge insett att smérta, stress samt &ngest har en negativ inverkan pa
vélbefinnandet hos forsoksdjur (Carstens & Moberg 2000). Nir djur utsétts for
smarta eller stress sa kan det orsaka angest hos djuret och detta kan sedan resultera
1 negativa biologiska effekter (Moberg 1999, se Carstens & Moberg 2000). Pa
grund av dessa anledningar strivar forskare att minska pd smaérta och stress vid
forskning pa djur. Smirta &r en skyddande funktion som varnar djuret f6r potentiell
fara, vilket gor att den betraktas som fordelaktig for 6verlevnad och hélsa (Carstens
& Moberg 2000). Smirta hos djur ér inte alltid uppenbart synlig utan istéllet kan
noga observationer av fordndringar 1 beteendet samt utseendet behovas (Carstens
& Moberg 2000).

I artikeln av Wright-Williams et al. (2007) nimns beteenden som observeras hos
moss som upplever smirta eller obehag men dven beteenden som indikerar
smirtfrihet. Exempel pé beteenden som indikerar smairta ar att slicka pa sar, hoppa,
skaka och rycka, medan exempel pd beteenden hos mdss utan smirta dr normal
hallning 1 form av huk-/sittstéllning och en normal gang (Wright-Williams et al.
2007).

Gnagare som exempelvis rdttor och moss utrycker smértan vid olika
ansiktsuttryck som signalerar olika nivder av smérta beroende pa vilken niva de
utsitts for (Sotocina et al. 2011). Denna observation har motiverat forskare att
utveckla olika metoder for objektiv beddmning av smirta hos djur. Genom denna
forskning har man skapat en skala for ansiktsuttryck, sé kallad "Mouse Grimace
Scale” (MGS) (Langford et al. 2010, se Sotocina et al. 2011). Pa skalan ndmns fyra
ansiktsuttryck som kan visas om djuret kinner smérta; sammandragning av
O0gonlocken, nés- och kindbulning (nidsans ovansida buktar ut och kinderna buktar
ut), oronposition, samt fordndring av morrhar (Sotocina et al. 2011).

2.7 Nebulisator for behandling med lakemedel

Nebulisator anvinds ofta vid behandling av olika sjukdomar, t ex astma och
lunginflammation (Chang et al. 2019). Nebulisering dr en metod varvid vétskor
omvandlas till aecrosolform och dirigenom kan likemedel effektivt nd luftvigarna
direkt (Goralski & Davis 2014; Chang et al. 2019). Det finns olika varianter av
nebulisatorer som exempelvis anvidnder jet-luftflode, ultraljud eller vibrerande
nidtmembran. Nebuliserade ldkemedel kan vara effektiva for patienter &ven med lagt
inandningsfléde eller volym (Goralski & Davis 2014). Begrdnsningar vid
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anviandning av nebulisator dr att det kridvs en langre behandlingstid i jimforelse
med andra administreringsmetoder samt att nebulisatorn behdver rengoras efter
varje anvandning (Goralski & Davis 2014). For att uppna effektiv behandling krévs
att nebulisatorn dr kapabel att manga ganger leverera tillrickligt med ldkemedel 1
en hog frekvens, samt med minimalt sléseri av ldkemedel (O’Callaghan & Barry
1997).

Under de senaste aren har ett vixande intresse for alternativa former av
ladkemedelsadministration vuxit fram (Dale et al. 2002; Manral et al. 2009). Studier
har gjorts dir moss har exponerats for fentanylaerosol genom en “head on”
nebulisator, vilket &r en exponeringsenhet for endast huvudet (Manral et al. 2009).
I studien av Manral et al. (2009) uppmérksammades att effekten av fentanyl var
koncentrationsberoende. En ligre koncentration (2.7 pg/m?) visade att mdssen hade
en snabb aterhdmtning och att inget djur avled, medan en hogre koncentration (23,6
ug/m?®) orsakade 100% dodlighet. Vidare nimns det att ingen irritation i luftviigarna
observerades hos mdssen under exponering av fentanyl och ddden intréffade
troligtvis pa grund av andningsdepression (Manral et al. 2009). Nebulisering av
lugnande medel eller smértlindring infor koldioxidbeddvning skulle kunna minska
de negativa effekterna av koldioxid utan att djuren behover fixeras.

I 6versiktsartikeln skriven av Turner et al. (2020) utvérderades fysiologiska
parametrar hos moss vid exponering av lugnande medel innan koldioxidavlivning.
Likemedlen hos mossen gavs oralt eller via injektion. De medel som anvindes var
acepromazin eller midazolam och det som uppmirksammades var att tiden till
medvetsloshet eller beddvning inte forkortades vid exponering for koldioxid.
Utover exponering av lugnande medel utsattes mdssen for olika flodeshastigheter
av koldioxid och detta var mellan 15 och 100% (Turner et al. 2020). Det som
uppmarksammades var att hjartfrekvenser och medelblodtryck 6kade under
exponering och att det inte sdgs nadgon skillnad mellan de olika flodeshastigheterna
(15-100%).

Utvérdering av fysiologiska parametrar hos rattor gjordes under exponering av
olika flodeshastigheter av koldioxid (Turner et al. 2020). Liakemedlen till rattorna
gavs oralt eller via injektion. De olika flodeshastigheter som testades var mellan 10
och 100%. Det observerades att det fanns en generell minskning av bade
hjartfrekvens och medelblodtryck fran deras ursprungliga viarden vid de olika
flodeshastigheterna. Da elektroencefalografi (EEG) utvdrderades, var tiden till
doden kortast for de rattor som exponerades for en flode motsvarande 20% av
kammarvolymen per minut eller mer. Dessutom fanns det ingen skillnad for rattor
som hade fatt en premedicinering med antingen acepromazin eller
pentobarbitalnatrium 1 jimforelse med de som bara fick koldioxid. Vidare nimns
det att medvetsloshet inducerades snabbast nér rattorna placerades i en kammare
som var forifylld med 100% koldioxid (Turner et al. 2020).
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2.7.1 Lakemedel med potential att minska stress och/eller
smarta infor koldioxidbeddvning

Det finns flera ldkemedel som verkar lugnande pa djur. Pentobarbitalnatrium
anviandes forr som somnmedel och for att inducera anestesi (Clarke et al. 2014).
Pentobarbitalnatrium bestér av en blandning av tvd enantiomerer av natrium 5-etyl-
5-(1-metylbutyl) barbiturat och kan ges via oral eller rektal vdg till manniskor men
det ar ocksa ett medel som anvénds i injektionsform till laboratoriedjur (Clarke et
al. 2014). Pentobarbitalnatrium anvénds ocksd i mycket koncentrerade former for
avlivning av djur.

Prokain tillhor ldkemedelsklassen lokalbeddovningsmedel och har en
smirtlindrande effekt som anvéinds vid operationer (Sheikh & Dua 2024).
Likemedel som anvinds till lokalbedovning kallas dven lokalanestetika, dessa
bestar av tre bestdndsdelar: en lipofil aromatisk ring, en terminal amin och slutligen
en ester- eller amidgrupp (Sheikh & Dua 2024). Lakemedlets fettloslighet forbattras
av den aromatiska ringen, terminalaminen ger likemedlet dess aktiva/inaktiva
tillstind och den intermedidra ldnken avgdr hur likemedlet ska metaboliseras i
kroppen, antigen som en aminogrupp eller en estergrupp (Sheikh & Dua 2024).
Prokain valdes pd& grund av att karenstiden dr noll dagar vid andra
administreringsvégar for gris (FASS Djurlikemedel 2024a).

Ketamin ir ett bedovningsmedel som borjade anvindas pé 1970-talet (Nowacka
& Borczyk 2019). Det har ett brett spektrum av farmakologiska effekter. Exempel
ar sedering, hypnos och stimulering av det sympatiska nervsystemet vilket ger en
okad hjartfrekvens samt hojer blodtrycket (Barash 2009). Vidare kan ketamin
anvédndas till en snabb inducering av anestesi, vilket gor det till ett lampligt
alternativ for olika situationer inom anestesi och akutvard. Ketamin valdes pa grund
av att karenstiden &r noll dagar vid andra administreringsvédgar for gris (FASS
Djurlikemedel 2024b).

Medetomidin ar ett lugnande medel med en smairtstillande effekt som anvénds
till bl.a. hundar och katter (Cullen 1996). Medetomidin 4r en potent s.k. alfa-2-
adrenoceptoragonist, som aktiverar samma receptorer som adrenalin och
noradrenalin. Aktivering av dessa receptorer leder till att frisdttning av noradrenalin
himmas (Haenisch et al. 2010). Férutom den smértstillande och lugnande effekten
minskar andningsfrekvensen.

For att utviardera potentialen av dessa ldkemedel for sedering och/eller

smartlindring infor koldioxidavlivning gjordes en pilotstudie pa moss och rattor.
Djuren utgjorde modeller for avlivning av grisar och fjaderfa
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3. Material och metod

3.1 Val av koldioxidflode

Denna studie gjordes under varen 2024. Initialt utvirderades tva olika floden av
koldioxid. Enligt rekommendationer for avlivning av gnagare ska fyllnadsgraden
vara mellan 35 % till 71 % av kammarens volym per minut (Leary et al. 2020). Fyra
vuxna moss, tva honor av stammen BALB/c samt tva hanar av en korsning mellan
BALB/c och C57B16 (CBB) avlivades med koldioxid med fyllnadsgraden 35 % av
volymen per min, vilket motsvarades en flodeshastighet pd 2 L CO2/min till den
kammaren som anvéndes i studien, en makrolon IIT (M3), med en volym pa 5,6 L.
Darefter avlivades fyra moss, tvd BALB/c-honor och tvd CBB-hanar med
fyllnadsgraden 71 % CO:2 per minut, vilket motsvarades en flodeshastighet som
avrundades till 4 L CO2/min.

3.2 Djur

I studien anvindes mushonor av stammen BALB/c och mushanar av stammen
CBB samt rattor av biagge kon av stammen Wistar. CBB ér en stam som har avlats
fram for att trina studenter vid hantering av djur dé det ir en lugnare stam. Alder
varierade mellan fem ménader och ett &r for mossen medan rattorna var tre
manader. Totalt anvdndes 24 antal mdss och 10 antal rattor, som alla hade anvéints
till hanteringsévningar for studenter pd SLU och som skulle avlivas. Ingen
svanslyftning av moss forekom pd djuravdelningen. Mossen 1 studien hoélls i
grupper om tva till fyra individer och under studien blandades aldrig dessa grupper.
Mossen huserades i Green Line IVC GM 500 fran Techniplast i ett separat rum
under studieperioden. I rummet var temperaturen 2022 °C och luftfuktigheten var
mellan 55 och 65%. Ljuscykeln 1 rummet var ljus pa frdn klockan 06:00 till 18:00
och ljus av frén klockan 18:00 till 06:00. Réttorna i studien holls i par och dessa
blandades aldrig. Réttorna huserades i IVC GR1800 DOUBLE DECKER frén
Techniplast 1 ett separat rum under studieperioden. I det rummet var temperaturen
20-22 °C och luftfuktigheten var mellan 55 och 65%. Ljuscykeln i rummet var ljus
pé frén klockan 06:00 till 18:00 och ljus av fran klockan 18:00 till 06:00. Under
hela studieperioden hade djuren fri tillgédng till vatten fran flaska och pelleterat
foder (Labfor R36, Lactamin AB, Stockholm). Det fanns &ven personal som utforde
daglig tillsyn, skotsel och byte av burar enligt avdelningens rutiner.
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3.3 Experimentell studie

I studien undersoktes ett anestesimedel som anvinds till avlivning
(pentobarbitalnatrium), ett lokalbedovningsmedel (prokain), ett anestesimedel
(ketamin) och ett sederande likemedel (medetomidin). Férutom att varje likemedel
undersoktes var for sig, utvdrderades dven en kombination av ketamin och
medetomidin. Innan mdssen eller rattorna skulle exponeras for lakemedel eller ej
(kontrolldjur), vigdes de och mérktes pa svansen med en mérkpenna for individuell
markning. En mus respektive ratta i taget placerades i en plexiglaskammare med en
volym pa 1,5L, som var kopplad till en nebulisator (Beurer Medical IH55), se figur
1. I kammaren exponerades djuret for ett av ldkemedlen eller NaCl 0,9% (kontroll).
Daérefter flyttades djuret till en stérre kammare, tillsammans med burkamraten som
inte utsatts for nebulisering (kontroll) och bdda exponerades for koldioxid tills
andningen upphorde. I rummet for vigning, nebulisering och koldioxidexponering
var ljusstyrkan 21 lux och temperaturen 21 °C. I kammaren for nebulisering
uppméttes temperaturen till 19,8 °C under nebulisering.

Vid nebulisering och koldioxidexponering blev djuren filmade. Dessa filmer
utvirderades senare till en etologisk del. Filmerna observerades av forfattaren som
var blindad for behandling genom att filmerna kodats och numrerats i en
randomiserad ordning.

3.3.1 Exponering av moss

Infor forsoket tranades mossen for hantering vid ett tillfalle. Dosen av ldkemedel
berdknades pa en genomsnittlig vikt av 30 g och inandad volym under 2 minuter,
samt kammarens volym, se tabell 1. Liakemedlet spdddes med koksaltlosning
(NaCl) till en volym av 2 ml, om likemedlets volym var lagre.

Tabell 1. Anvinda likemedel (koncentration) till mus. Rekommenderad injektionsdos och berdknad
volym som anvindes for nebulisering.

Pentobarbital- Prokain Ketamin Medetomidin Ketamin

natrium (20 (50 (1 mg/ml) + Medetomidin
(60mg/ml) mg/ml)  mg/ml)

Rekommenderad 60 50 100 1 100 + 1

dos vid injektion

(mg/kg)

Total dos (mg) 30 24 50 0,45 50+ 0,45

Likemedel (ml) 0,5 1,2 1,0 0,45 1,0 + 0,45

NacCl (ml) 1,5 0,8 1,0 1,55 0,55

Total volym (ml) 2 2 2 2 2

23



3.3.2 Exponering av rattor

Infor forsoket med rédttorna genomfordes tre separata hanteringsomgangar.
Under en av dessa hanteringsomgéangar vigdes rattorna for att berdkna ett
genomsnitt och darmed berdkna doseringen av ldkemedel, vilket redovisas 1 tabell
2. Hanarna vdgde i genomsnitt 260 gram medan honorna vidgde 170 gram.
Likemedelsvolymen berdknades fran rekommenderad dos for injektion, rattans
inandade volym under 2 minuter och kammarens volym. Likemedlet spdddes med
NacCl till en volym av 2 ml. Om méangden ldkemedel 6verskred 2 ml tillsattes inget

NaCl, se tabell 2.

Tabell 2. Anvinda ldkemedel (koncentration) till rdtta. Rekommenderad injektionsdos och berdknad

volym som anvindes for nebulisering.

Pentobarbital- Prokain** Ketamin®* Medetomidin* Ketamin+
natrium* 20 mg/ml) (50 mg/ml) (1 mg/ml) Medetomidin*
(60mg/ml)

Rekommenderad 50 50 75 0,5 75+0,5

dos vid injektion

(mg/kg)

Total dos (mg) 54 54 85 0,55 85+0,55

Likemedel (ml) 0,9 2,7 1,7 0,55 1,7+ 0,55

NaCl (ml) 1,1 0 0,3 1,45 0

Total volym (ml) 2 2,7 2 2 2,25

* Ratthanar ** Ratthonor
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3.4 Utvardering av beteenden

I studien genomfordes beteendeobservationer vid exponering for likemedel
respektive koldioxid. Observationerna gjordes genom att titta pa filmer som var
kodade och numrerade i en randomiserad ordning for att observatdren skulle vara
blindad for typ av behandling. Observatoren visste inte heller vilket djur som
behandlat med lakemedel och vilket som var kontroll. Beteendeobservationerna
varade under nebuliseringen och exponeringen for koldioxid tills andningen
upphort.

Till hjalp for beteendebeddmningen utformades ett etogram med beteenden som
kan kopplas till smérta och obehag, se tabell 3 och 4. Vid beteendeobservationerna
bedomdes frekvenser av beteenden respektive om ett beteende férekom eller inte
samt hur ldng tid det tog till medvetsloshet och upphord andning. Bendmning
“aktivitet” nimns under studien vilket innebdr summa av alla beteenden.

Tabell 3. Etogram med beteenden som observerades under exponering av likemedel.

Beteende Beskrivning

Lokomotion* Korsningar 6ver mittlinjen av kammaren.

“Rearing”* Star pd bakbenen.

”Wet dog response”* Huvudet och kroppen skakas kraftigt, liknar
nér en hund skakar av sig vatten (Collier &
Lee 1963).

Tvittar sig* Skotsel av vilket omrade pa kroppen som
helst.

Klattrar/krafsar* Griper tag 1 ytor och forsoker fly

uppat/Anvénder sina framtassar for att gora
snabba rorelser mot en yta.

Nos 1 Oppningen till nebulisator®*  Stoppar nosen i1 oppningen dir likemedel
kommer in fran nebulisator.

Vinglig** Djuret ror sig med en instabil och svajande
rorelse.
Tid for behandling*** Anges 1 sekunder

* Frekvenser av beteendet. **Férekomst (ja/nej). ***Totalt tid fran start till slut av nebulisering
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Tabell 4. Etogram med beteenden som observerades under exponering av koldioxid.

Beteende Beskrivning

Hoppar* Lyfter sig snabbt och kraftfullt frdén marken.

Lokomotion* Korsning dver mittlinjen i kammaren.

”Rearing”* Star pa bakbenen.

Klattrar/krafsar* Griper tag 1 ytor och forsoker fly
uppat/Anvénder sina framtassar for att gora
snabba rorelser mot en yta.

Vinglig** Djuret ror sig med en instabil och svajande

Tid fran start till medvetsloshet

Tid fréan start till andningsuppehall

rorelse.

Tiden det tar fran att djuret exponeras for
koldioxid till dess den ligger ner
avslappnad. Anges i sekunder.

Tiden det tar fran att djuret exponeras for
koldioxid tills andningen upphor. Anges i
sekunder.

* Frekvenser av beteendet. **Forekomst (ja/nej).

3.5 Behandling av data

Beteendeobservationer gjordes med hjélp av programmet BORIS, dir varje

individ observerades var for sig.

Resultaten frdn beteendeobservationerna redovisades med hjélp av tabeller och
figurer. Microsoft Excel anvindes for att sammanstilla data.
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4. Resultat

4.1 Flode

Utvérderingen av beteendet vid olika flode presenteras i figur 2, dir skillnad
mellan stammar visas. Det subjektiva intrycket var att 2L/min var virre for djuren
eftersom det tog lidngre tid 4n 4 L/min och den totala aktiviteten var hogre. For
vidare forsok valdes 2 L/min. En av BALB/c-md&ssen uppvisade hogre lokomotion
vid 4 L/min och den andra BALB/c-musen hade en 6kad benédgenhet att hoppa och
klattra/krafsa, medan Ovriga beteenden visade en liagre frekvens dn vid 2 L/min.
CBB-mossen hade generellt lagre frekvenser &n BALB/c-mdssen. Vid jdmforelse
med 2L/min och 4L/min fanns en hdgre frekvens av olika beteenden vid 2L/min.
Vid 2L/min tog det lidngre tid for mossen att somna én vid 4L/min.

Antal beteenden vid olika CO,-fléden
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Figur 2 Frekvens av olika beteenden hos 4 BALB/c- och 4 CBB-mdéss vid koldioxidbedovning med
ett flode pd 2 (n=4) respektive 4 L/min (n=4) motsvarande 30 resp 70% fyllnadsgrad av kammarens
volym per min med koldioxid.
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4.2 Nebulisering

Resultatet fran behandlingen med prokain av stammen BALB/c har utelimnats
eftersom nebuliseringen inte blev korrekt utférd. For stammen CBB saknas en
NaCl-kontroll. Tvd CBB-mdss behandlades med pentobarbitalnatrium och
resultaten presenteras var for sig.

4.2.1 Beteendeobservationer

Utvérderingen av beteendet under nebulisering presenteras i figur 3, 4, 5 samt
bilaga 1.

BALB/c-méss uppvisade hog frekvens av rearing och wet dog response vid
exponering for pentobarbitalnatrium och ketamin. Frekvensen av att tvétta sig var
hogst for pentobarbitalnatrium. Vid exponering av BALB/c-mossen for NaCl var
aktiviteten lagre 4n vid exponering for ldkemedel.

CBB-moss uppvisade en ldgre nivd av aktivitet 1 jimforelse med BALB/c.
Frekvensen for wet dog response var ldgre for medetomidin ensamt och 1
kombination med ketamin jimfort med ovriga ldkemedel. Frekvensen av rearing
var ldagre for medetomidin och prokain jimfort med ketamin och
pentobarbitalnatrium. Skillnaden 1 frekvens for att tvitta sig skiljde sig mest mellan
ketamin (0) och den ena pentobarbitalnatrium (21).

Vid jamforelse med NaCl, uppvisade rattorna 14g aktivitet under exponering for
alla likemedel. Frekvensen for nosen i Oppningen var hogre for NaCl dn for
lakemedel. Frekvensen av rearing var hog med ketamin.

BALB/c vid nebulisering
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Figur 3 Frekvens av beteenden hos BALB/c-honor (en per behandling) under nebulisering med olika
ldkemedel
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CBB vid nebulisering
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Figur 4 Frekvens av beteenden hos CBB-hanar (en per behandling) under nebulisering med olika
ldkemedel

Wistar vid nebulisering
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Figur 5 Frekvens av beteenden hos Wistar av bdgge kon (en per behandling) under nebulisering
med olika ldkemedel
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4.2.2 Tid for nebulisering

Tiden for nebulisering respektive forekomsten av vinglighet presenteras i tabell
5 och 6, och visar en skillnad mellan ldkemedlen. Pentobarbitalnatrium var en
trogflytande substans och tog dirfor lang tid att nebulisera, cirka sju minuter. De
resterande ldkemedlen tog cirka fyra minuter. Medetomidin var likemedlet som
nebuliserades snabbast.

Tabell 5 Tid for nebulisering av likemedel

Liakemedel Tid for behandling
Pentobarbitalnatrium 06:48 - 07:56
Prokain 04:14 — 04:42
Ketamin 03:57 - 05:36
Medetomidin 02:18 — 03:53
Ketamin och medetomidin 03:57 - 04:31
NacCl 03:10 - 03:52

Behandling med alla likemedel och NaCl resulterade i vinglighet for stammen
BALB/c. For CBB-modssen uppstod vinglighet under nebulisering med
medetomidin, ketamin-medetomidin och pentobarbitalnatrium. For stammen
Wistar pévisande ingen vinglighet under behandling med de olika ldkemedlen eller
NaCl.

Tabell 6 Paverkan pa djurens balans vid nebulisering. Skattning skedde genom blindad observation
fran film. Férklaring: +: vinglig, -: ej vinglig +/-: ett djur vinglig, ett djur ej vingligt, 0: data saknas.

Likemedel BALB/c CBB Wistar

Pentobarbitalnatrium + +/- -
Prokain

Ketamin - -
Medetomidin
Ketamin och medetomidin

NaCl

+ + + + o

o + 4+
1
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4.3 Koldioxidavlivning

Av mossen och réttorna visade stammen BALB/c hogst frekvenser av de olika
beteenden nir de exponerades for koldioxid.

4.3.1 Beteendeobservationer

Frekvenser av beteenden under koldioxidexponering presenteras i figur 6, 7, 8
samt bilaga 2.

Efter nebulisering av BALB/c med ketamin-medetomidin var den frekvensen av
beteenden 0 under koldioxidexponering. Efter ketamin och medetomidin var for sig
var den sammanlagda frekvensen ldgre &n for kontrollerna. Efter behandling med
prokain och pentobarbitalnatrium var frekvensen hogre dn for kontrollerna.
BALB/c-mdssen som fatt ketamin ensamt eller 1 kombination med medetomidin
varken hoppade, kléttrade/krafsade eller visade rearing, se figur 6.
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Figur 6 Frekvens av beteenden hos BALB/c-honor under koldioxidavlivning efter behandling med
ldkemedel (n=1 per likemedel) jamfort med en obehandlad kontroll.

For stammen CBB sags en lidgre frekvens av beteenden efter nebulisering med
pentobarbitalnatrium, prokain, ketamin och ketamin-medetomidin jdmfort med
kontroll, samt en hogre frekvens efter nebulisering med medetomidin, av vilken
storsta skillnaden mot kontroll bestod av rearing, se figur 7.
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Figur 7 Frekvens av beteenden hos CBB-hanar under koldioxidavlivning efter behandling med
ldkemedel (n=1 per likemedel) jamfort med en obehandlad kontroll.

Frekvensen av beteenden var generellt ldga under koldioxidexponering av Wistar.
Diaremot uppmarksammades en hogre frekvens av lokomotion och kléttra/krafsa
hos en ratta under koldioxidexponering efter premedicinering med ketamin.
Kontrollen uppvisade ingen aktivitet, se figur 8
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Figur 8 Frekvens av beteenden hos Wistar av bigge kon under koldioxidavlivning efter behandling
med likemedel (n=1 per likemedel) jimfort med en obehandlad kontroll.
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4.3.2 Tid till medvetsldshet och andningsuppehall

Den totala tiden for nebulisering och koldioxidexponering var nagra minuter.
Tiden varierade beroende pa likemedel och stam. Utdver beteendeobservationer
mittes tid till forlorad rittningsreflex och upphord andning, se tabell 7, 8 samt 9.

Medvetsloshet uppstod efter nebulisering med pentobarbitalnatrium snabbare
jamfort med kontroll for stammen BALB/c. Medvetsloshet intraffade ldngsammare
efter nebulisering med medetomidin, se tabell 7.

For stammen CBB inducerades medvetsloshet och andningsuppehall
langsammare jadmfort med kontroll efter nebulisering med medetomidin och
pentobarbitalnatrium, se tabell 8.

Wistar var den enda stam for vilken medvetsloshet och andningsuppehéll
intriaffade snabbare jamfort med kontroll efter premedicinering med medetomidin,
se tabell 9.

Tabell 7. Tiden i sekunder det tog for mdss av stammen BALB/c att uppnd medvetsloshet och
andningsuppehall déir rod = minst 5 sekunder langsammare dn kontroll och gron = minst 5 sekunder
snabbare dn kontroll

Medvetsloshet Andningsuppehall

Lakemedel Kontroll Lakemedel Kontroll

Prokain 51 49 113 99

Pentobarbitalnatrium 75 96 139 137
Medetomidin 82 77 124 117
Ketamin 26 67 96 107
Med + Ket 30 59 130 113

Prokain paverkade inte tid till medvetsloshet for BALB/c och Wistar, dessutom
inducerades andningsuppehall senare jamfort med kontroll for BALB/c. For
stammen CBB inducerades medvetsldshet och andningsuppehéll snabbare jamf{ort
med kontroll.
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Tabell 8. Tiden i sekunder det tog for moss av stammen CBB att uppnd medvetsloshet och
andningsuppehdll ddr réd = minst 5 sekunder langsammare dn kontroll och grén = minst 5 sekunder
snabbare dn kontroll.

Medvetsloshet Andningsuppehall

Lakemedel Kontroll Lakemedel Kontroll

Prokain 113
Pentobarbitalnatrium 90
Medetomidin 92
Ketamin 116
Med + Ket 97

En gemensam ndmnare for BALB/c, CBB och Wistar var att nebulisering med
ketamin-medetomidin ledde till att medvetslosheten inducerades snabbare jamfort
med kontroll, dock uppstod andningsuppehéll senare. Ytterligare sdgs det att
nebulisering med ketamin medforde att medvetsloshet inducerades snabbare for
bida musstammarna. Dessutom intrédffade andningsuppehéll tidigare &n kontrollen.

Tabell 9. Tiden i sekunder det tog for rdttor av stammen Wistar att uppnd medvetsloshet och
andningsuppehall déir rod = minst 5 sekunder langsammare dn kontroll och gron = minst 5 sekunder
snabbare dn kontroll

Medvetsloshet Andningsuppehall

Lakemedel Kontroll Lakemedel Kontroll

Prokain 59 56 148 149
Pentobarbitalnatrium 80 208
Medetomidin 72 239
Ketamin 77 165
Med + Ket 78 134
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5. Diskussion

Syftet med pilotstudien var att utvérdera ett nytt tillvagagangsétt for att minska
stress, smérta och ridsla vid bedévning med koldioxid. Forsoket gjordes pa moss
och réattor som modell for djur som beddvas med koldioxid fore slakt. En sadan
forandring kan mota de etiska kraven for livsmedelsproduktion. Studiens hypotes
var att premedicinering med ldkemedel via nebulisering skulle reducera beteenden
relaterade till smirta, stress och rddsla under bed6vning med koldioxid. Rattor och
moss anviandes som modell for fjaderfa och gris. Gnagare och gris dr ddggdjur och
har samma typ av smértreceptorer i andningsvédgarna och reagerar likartat vid
exponering for koldioxid med lufthunger och stress. Aven fjiderfd reagerar
avvérjande dir smértsamma tillstdnd uppstar som exempelvis koldioxidexponering
(Gentle 2011). Mossen och rattorna som anvédndes i1 denna studie var dverblivna
som skulle avlivas.

Nebulisering med ldkemedel fore koldioxidbeddvning har aldrig studerats
tidigare vilket gor det omojligt att jaimfora med andra studier.

5.1 Nebulisering

Genom behandling via nebulisering fore koldioxidbeddvning fir djuret genomgé
en langre process vid avlivning vilket kan resultera i en forlingd stress. Man kan
fundera over om det &r virt att utsitta djuret for en extra process innan avlivning.
Men som tidigare ndmnt finns det en generell princip, att en skonsam
avlivningsmetod som tar langre tid dr att foredra fore en snabb men pldgsam (Leary
et al. 2020). Eftersom kombinationen med ketamin och medetomidin gav positiva
resultat i form av att medvetsloshet intrdffade tidigare for alla stammarna, och att
frekvensen av beteenden under CO2-beddvning var lidgre jamfort med kontroll for
bada musstammarna, kan den behandlingen vara en fordel for djuren att genomga.
Dessutom fanns det ingen mérkbar hogre aktivitet under nebuliseringen, vilket kan
betyda att exponeringen inte tillférde obehag. Vid nebulisering anvidndes en separat
kammare som var mindre &n kammaren for koldioxidexponering. Rattornas
rorelseutrymme vid nebulisering var begrénsat eftersom samma kammare (1,5L)
som for mossen anviandes. Utrymmet var sd pass begréansat att det var svért for dem
att utfora “rearing” eftersom kammarens tak var strax ovanfor deras huvud. Detta
kan ha paverkat beddmningen av t ex vinglighet pa rattorna. Aven utrymmet for
lokomotion var begrédnsat, vilket forsvarade mdjligheten att uppticka om de blev
vingliga.

Fé studier har hittats som visar hur djur reagerar nir de utsitts for behandling
med olika ldkemedel via nebulisering. Arbetet tog delvis inspiration fran en
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publikation dir mdss hade exponerats for fentanylaerosol. Dock anvindes en head
on” nebulisator vilket innebar att djuret var tvungen att fixeras under behandlingen.
I studien kunde man se att fentanyl orsakade 100% dddlighet och att djuren inte
visade tecken pd nigon irritation under inandningen (Manral et al. 2009). Eftersom
fentanyl ar beroendeframkallande och kan missbrukas av ménniskan har det inte
ingatt i den foreliggande studien. Dessutom é&r fixering nagot som man vill undvika
dé det kan tillfora stress. I den foreliggande studien anvéndes helkroppsexponering
och inte nosexponering, vilket medfor en storre atgang av ldkemedel, vilket
resulterar i ett dyrare system. En hog kostnad kan motverka anvéndning av
nebulisering. Ett mal var att undersoka ett ldkemedel som inte &r
beroendeframkallande (prokain). Ovriga likemedel kan potentiellt missbrukas av
ménniskan.

5.2 Koldioxidavlivning

Val av koldioxidfléde som gjordes efter subjektiv beddmning, stirktes av den
blindade beddmningen av filmerna. Den visade att mossen som exponerades for ett
flode pa 2 L/min hade en hogre frekvens av beteenden 4n mdss som exponerades
for 4 L/min. Md&ss som utsattes for 4 L/min hade en ligre frekvens av lokomotion
och rearing, dock hoppade de mer. I studien valdes ett flode med hog aktivitet for
att enklare kunna upptécka fordndringar efter exponering av likemedel.

Vid koldioxidexponering av rattor och moss anvindes samma kammare (5,6 L).
Detta innebar att rattorna hade mindre plats att rora sig pa dn vad mdssen hade.
Detta kan ha resulterat i att det blev en ldgre frekvens av beteenden hos réattorna
eftersom de var begrinsande att utfora vissa rorelser. Till exempel hade réttorna
inte plats att hoppa eftersom de nadde taket nir de utforde rearing. Pa grund av detta
hade forsok pa rattorna i en stérre kammare kunnat visa om det finns tendenser till
att hoppa dven hos rattor. Dessa resultat ger en inblick i hur olika stammar av moss
kan svara olika pé koldioxidexponering, vilket kan vara viktigt att beakta i framtida
studier.

Tidigare undersékningar som uppmérksammades i artikeln skriven av Turner et
al. (2020) har utvérderat effekten av lugnande medel som gavs oralt eller via
injektion. Till skillnad fran den foreliggande studien, minskade inte tiden till
medvetsloshet vid exponering av koldioxid. Liknande resultat visades pé rattor som
fatt premedicinering med acepromazin eller pentobarbitalnatrium som gavs oralt
eller via injektion, det var ingen skillnad i tid till medvetsloshet pa rattor som
premedicinerats fore koldioxidexponering eller inte. I den foreliggande studien
visades att premedicinering med ldkemedel ledde till att medvetsloshet inducerades
snabbare under exponering av koldioxid i de flesta fallen.

I tidigare studier har medvetsloshet efter exponering av koldioxid intréffat efter
30 till 150 sekunder pa rattor och 51 till 75 sekunder pa mdss (Steiner et al. 2019).
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P& BALB/c-mdssen i1 den foreliggande studien, inducerades medvetsloshet inom
denna tidsram, med undantag for den mus som hade premedicinerats med
medetomidin, samt de tvda kontrollmdssen vid pentobarbitalnatrium och
medetomidin (77-96 sekunder). Denna skillnad kan bero pa att de mossen var
valdigt aktiva. For CBB-moss och Wistar-rattor intrdffade medvetsloshet inom
publicerad tidsram.

5.3 Kunde hypotesen styrkas?

Nebulisering med kombinationen av ketamin och medetomidin resulterade i en
tydlig fordndring for tiden till medvetsloshet, d& denna kombination inducerade
medvetsloshet snabbare for alla stammar. Dessutom uppvisade djuren ligre
frekvenser av beteenden under nebulisering. Resterande ldkemedel resulterade i
olika reaktion beroende pa stam. Exempelvis reagerade BALB/c-md&ssen kraftigt
pa nebulisering med pentobarbitalnatrium och efterfoljande koldioxidexponering.
Men CBB-mdssen reagerade betydligt mer under koldioxidexponeringen efter
exponering for medetomidin. Réattorna ddremot hade en lag aktivitet under
nebulisering av alla likemedlen men reagerade kraftigt under exponering for
koldioxid efter exponering for ketamin.

Sammanfattningsvis resulterade nebulisering med pentobarbitalnatrium i en
okad frekvens av de flesta beteenden pd BALB/c-mdssen och ketaminexponering
ledde till minskad frekvens av alla beteenden hos BALB/c- och CBB-moss men
inte Wistarrattor. Slutligen visar resultaten att kombinationen av medetomidin och
ketamin ledde till minskad frekvens av beteenden pa alla djur.

5.4 Applicering pa gris och fjaderfa

Koldioxid for bedovning vid slakt dr en vanlig metod som anvénds bade for gris
och fjaderfa. Koldioxid dr en gas som inducerar smérta och stress hos djur (Leary
et al. 2020). P4 grund av detta letar forskare efter béttre metoder.

Att anvinda mdss och rattor som djurmodeller for fjaderfd och gris kan
ifragasittas. Men motiveringen till att anvinda gnagare som modell &r att de har
samma typ av smértreceptorer och liksom grisar uppvisar andndd vid exponering
for koldioxid. Diremot kan det finnas svarigheter att Oversdtta reaktioner pa
gnagare till fjiderfa da faglar och ddggdjur skiljer sig &t mer i anatomi och fysiologi.
Koldioxid kan orsaka rorelser hos faglar som exempelvis flaxande av vingarna eller
andra motoriska rorelser (Leary et al. 2020), vilket kan tolkas som tecken pa stress.
Det har dven beskrivits att exponering av koldioxid kan orsaka skakning pa huvudet
och flimtande andning (Raj et al. 20006), vilket liknar det beteende som kan ses pa
moss som borjar flimta vid exponering av koldioxid. Pa grund av dessa liknelser dr
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forhoppningen att kunna anvdnda gnagare som djurmodeller for undersoka
generella reaktioner och utveckla skonsammare metoder som kan appliceras pa gris
och fjaderfa.

Denna studie var en pilot for att undersoka vilka ldkemedel som skulle kunna
vara intressanta for vidare och storre forsok pd gnagare. Dérefter kan
undersokningar pa faglar och grisar utforas, for att se hur de olika ldkemedlen
paverkar beteenden vid koldioxidbeddvning péd de djurslagen.

5.5 Styrkor och svagheter

En betydande styrka av denna studie &r att den undersokt ett nytt sétt att tillfora
lakemedel infor koldioxidbedovning. Studien kan fungera som en katalysator for
framtida forskning inom omrédet.

En svarighet vid anvindning av likemedel hos djur infor slakt dr karenstider,
vilket innebér att en tid maste passeras innan djuret kan slaktas och kottet kan
konsumeras. Tvé av likemedlen (prokain och ketamin) valdes pga. att karenstiden
ar noll dagar vid andra administreringsvégar for gris (FASS Djurldkemedel 2024a;
FASS Djurldkemedel 2024b). For att likemedlen ska kunna anvéndas via
nebulisering 1 samband med slakt méste studier goras for att undersoka om rester
kan finnas kvar i kottet.

Doser for nebulisering baserades pa doser som anvinds for injektion av
lakemedlen och vilken volym djuren andas in under 2 minuter. Trots det blev djuren
inte sa paverkade som forvéntat. En forklaring kan vara att lakemedlen inte tas upp
lika bra via lungorna som vid injektion. Om hogre doser maste anvéndas blir
behandlingen dnnu mer kostsam

En svaghet ar antalet djur som har anvinds i studien. Eftersom studien var en
pilot, kan inga resultat med statistisk sékerhet fas.

Studien har inte heller undersokt hur obehagligt djuren upplever nebulisering.
For att ta reda pa det behover djuren ha en mdojlighet att [dimna kammaren dér
nebulisering sker. Man kan &dven undersbka om en beloning i
nebuliseringskammaren paverkar om djuren stannar.

I studien observerades att det fanns en variation for den tid det tog att nebulisera
de olika ldkemedlen. Pentobarbitalnatrium stack ut med en méarkbar ldng tid, mellan
sju och tta minuter, medan de 6vriga likemedlen tog cirka tre till fem minuter.
Pentobarbitalnatrium &r mycket trogflytande, vilket troligtvis forklarar den langa
tiden for nebulisering. En acceptabel tid for nebulisering ansags vara maximalt fem
minuter. En langre tid skulle kunna orsaka mer stress for djuren da kammaren ar
relativt liten. Djuren blev dven fuktiga under nebulisering, vilket kan resultera 1
nedkylning. Dessutom noterades det att pentobarbitalnatrium ledde till en 6kad
frekvens av “rearing” vid COz-exponering hos alla stammar som anvindes i
studien. Pentobarbitalnatrium inducerade medvetsloshet snabbare hos BALB/c-
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mossen jamfort med kontroll, men under beteendeobservationerna noterades det att
de hade vildigt hoga frekvenser av beteenden. Dock behdver en snabbare
medvetsloshet inte betyda att det 4r mer skonsamt.

Under denna studie anvéndes tvé olika stammar av moss och en stam av rattor.
Under studiens gidng maérktes stora skillnader pa aktiviteten mellan stammarna
vilket resultaten visar. CBB-mossen var betydligt lugnare och mer létthanterliga &n
BALB/c-mgssen, vilket kan bero pé att de hade hanterats betydligt mycket mer av
personal och elever innan studien borjade. Denna skillnad gar att se tydligt under
beteendeobservationerna dd BALB/c-moss hade hogre frekvenser av de olika
beteendena 1 jimforelse med CBB-moss.

Utover skillnaderna mellan musstammarna fanns det skillnad mellan m&ssen och
rattorna. En betydande skillnad var att inte bidgge kon var representerade hos
musstammarna, vilket var fallet hos rattorna. Av stammen CBB anvindes bara
hanar, BALB/c-mdssen var honor och Wistar-rattorna var bade honor och hanar.
Utover att Wistar-rattorna var betydligt lugnare dn vad mossen var, varierade det
mellan rittorna. Under studien anvéndes &tta hanar och fyra honor och vid hantering
upplevdes hanarna lugnare &n honorna. Wistar-rattorna hade en lag frekvens under
de flesta behandlingar forutom vid ketamin-nebulisering under CO2-exponering,
som en hane fick. I studien fanns inte tillgéng till tillrackligt med hanar eller honor
for att kunna anvénda endast ett kon.

Under forsoksperioden pd mdssen genomfordes ett burbyte av personal som
ansvarade for skotsel av burarna pd avdelningen. Samma dag sdgs en Okad
aktivitetsniva hos mdssen jamfort med ovriga dagar Det var denna dag en BALB/c-
mus fick pentobarbitalnatrium. En skillnad sags tros det mellan behandlad mus och
kontroll.

5.6 Etiska och sociala aspekter

Med fokus pa sociala och etiska aspekter finns det fordelar med att anvénda
premedicinering med lugnande eller lokalbedévande medel innan djur slaktas,
eftersom en human slakt dir djuret upplever minimal smérta och stress ar ett mal
som madste stravas mot. Det dr en viktig drivkraft for att utforska och utveckla mer
effektiva och skonsamma metoder for beddvning vid slakt. Att ha mojlighet att
minimera lidande och stress hos djuren forbittrar inte bara djurens vilbefinnande
utan ocksa leder sannolikt till en béttre kvalitet pa kottprodukterna och ett mer
hallbart jordbruk. Detta frimjar ocksa ekonomisk hallbarhet genom att minska
stressrelaterade biologiska effekter som kan forsdmra kottkvaliteten. Darfor &r det
av yttersta vikt att fortsdtta forskningen och utvecklingen av metoder som kan
sdkerstilla en mer human slaktprocess for alla djurslag.

Det finns dock betydande risker for personalens sikerhet och hilsa vid hantering
av stora mingder ldkemedel 1 slaktmiljon. Det ar viktigt att utvdrdera hur dessa
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lakemedel kan hanteras for att minimera pa eventuella risker for olyckor eller
langsiktiga  hilsoproblem. Atgirder som stringare personalutbildning,
sikerhetsprotokoll och undersokning av alternativa metoder kan behovas for att
sdkerstilla en trygg arbetsmiljo.

Olika utrymmen som djur placeras 1 kan kopplas till etiska fragor om hur milj6
i form av begrisningar kan paverka hur ett djur beter sig och vilka beteenden
kopplade till smérta och stress som doljs pa grund av att de inte har tillrdckligt med
utrymme. Ur socialt perspektiv skulle det kunna vara relevant att 6vervéga hur olika
djurarter och stammar paverkas av sin omgivning och tillgang till utrymme under
beddvning och slakt. Exempel fran denna studie &r om man genom att ge rittorna
mer utrymme vid nebulisering och koldioxidexponering skulle kunna observera om
det finns ett behov att utfora rearing eller att hoppa i storre utstrickning &n vad
denna pilotstudie visade.

Funderingar kring varfor man inte anvinder en fysisk metod som
nackdislokation for att avliva moss har framkommit under studien. Aven om
koldioxidavlivning betraktas som obehagligt for gnagare kan det finnas etiska
dilemman kring att 1ata personal upprepa en traumatisk handling genom att dra
nacken av ett stort antal djur. Eftersom ett stort antal moss behover avlivas ar det
mer tidseffektivt att anvdnda sig av koldioxidavlivning, dessutom blir det en
minskad pafrestning pa personalen.

5.7 Slutsats

Slutsatsen ér att kombinationen av medetomidin och ketamin har storst potential
att minska lidande vid koldioxidavlivning for alla djur som anvidndes under studien.
Reaktionen under nebulisering visade inte pd okad aktivitet och under pafdljande
koldioxidexponering var djuren lugna. Utover det behover individuella val gora for
varje stam d& de reagerar olika beroende pd likemedel. Storre studier behdver
utforas med fler djur for att hitta skillnader med statistisk signifikans.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Bedovning med koldioxid &r en vanlig metod som anvinds for att beddva grisar och
fjaderfd innan de slaktas for human konsumtion. Vid exponering av hoga
koncentrationer av koldioxid minskar hjarnaktiviteten och medvetsloshet intraffar.
En idealisk bed6vningsmetod ska innebéra att djuret forlorar medvetandet utan att
skapa nagon form av stress eller smérta. Anvdndning av koldioxid dr dven en vanlig
metod for avlivning av moss och rattor i experimentell forskning. Syftet med denna
studie var att utvérdera ett nytt tillvigagangssitt for att forsoka minska stress,
smarta och riddsla vid bedovning med koldioxid. Som modell anvdndes mus och
ratta. Studiens hypotes var att premedicinering med ldkemedel via nebulisering fore
med koldioxid kan minska beteenden som ar relaterade till smaérta, stress och radsla.
Nebulisering dr en metod varvid vétskor omvandlas till aerosolform (dimma) och
dérigenom kan ldkemedel effektivt nd luftvigarna direkt. Den anvinds vid
behandling av sjukdomar, till exempel astma och lunginflammation.

Denna studie gjordes under véren 2024. Tva olika fléden av koldioxid utvirderades
pa atta moss av tva olika stammar. Tva honor av stammen BALB/c och tva hanar
av stammen CBB avlivades med koldioxid av fyllnadsgrad motsvarande 35 % av
kammarens volym per min, vilket avrundades till ett flode pa 2 L CO2/min. Dérefter
avlivades tviA BALB/c-honor och tvd CBB-hanar med fyllnadsgraden 71 % COz per
minut, avrundades till ett flode pad 4 L CO2/min. Det subjektiva intrycket var att 2
L/min orsakade mer obehag under langre tid 4n 4 L/min. For vidare forsok valdes
dérfor 2 L/min.

Till andra delen av studien anvindes mushonor av stammen BALB/c och mushanar
av stammen CBB samt rattor av bdgge kon av stammen Wistar. For
premedicinering  via  nebulisering anvindes ett  avlivningsmedel
(pentobarbitalnatrium), ett lokalbeddvningsmedel (prokain), ett anestesimedel
(ketamin) och ett lugnande ldkemedel (medetomidin). Férutom att varje ldkemedel
nebuliserades var for sig, gavs dven en kombination av ketamin och medetomidin.
En mus respektive ratta i taget placerades 1 en plexiglaskammare, diar de
exponerades for ett likemedel eller koksalt (kontroll). Darefter flyttades djuret till
en storre kammare, tillsammans med en obehandlad burkamrat och bada
exponerades for koldioxid tills andningen wupphdrde. Nebulisering och
koldioxidexponering filmades for senare utvirdering av beteenden. Filmerna var
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kodade och numrerade i en randomiserad ordning for att observatdren skulle vara
blindad for om djuren fatt likemedel och 1 sa fall vilket likemedel, eller koksalt
eller inte utsatts for nebulisering. Beteenden som tolkas som tecken pé stress och
obehag kvantifierades.

Resultaten fran nebulisering visade att BALB/c-mdss uppvisade hog frekvens av
rearing (sta pa bakbenen) och wet dog response (skaka kraftigt pa kroppen som en
blot hund) vid exponering for ketamin och pentobarbitalnatrium. Frekvensen av att
tvitta sig var som hogst for pentobarbitalnatrium. Vid exponering for koksalt var
BALB/c-mgssens aktivitet (sammanlagda beteenden) ldgre én vid exponering for
ladkemedel. CBB-moss och Wistar-rattor uppvisade en liagre niva av aktivitet 1
jamforelse med BALB/c-moss. Alla lakemedel och koksalt resulterade i vinglighet
pd BALB/c-mdss. For CBB-mossen uppstod vinglighet av medetomidin, ketamin-
medetomidin och pentobarbitalnatrium. Wistar-rattorna uppvisade ingen vinglighet
under nebulisering.

Av moss och rattor visade BALB/c-mdss hogst frekvenser av olika beteenden nir
de exponerades for koldioxid. Den totala tiden for nebulisering och
koldioxidexponering varade ndgra minuter. En gemensam ndmnare for alla djur var
att nebulisering med ketamin-medetomidin gjorde att medvetsloshet inducerades
snabbare jamfort med kontroll, dock uppstod andningsuppehdll senare dn for
kontrollerna.

Slutsatsen &r att nebulisering med kombinationen av medetomidin och ketamin
leder till mindre stress och obehag vid bedévning med koldioxid p& mus och ratta.
Innan det skulle kunna anvidndas pé livsmedelsproducerande djur vid slakt maste
effekten utvirderas pa slaktdjur och undersékningar visa att kottet inte blir farligt
att konsumera. Metoden kriver en stor miangd ldkemedel vilket skulle vara kostsamt
och likemedlen kan dessutom missbrukas.
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Bilaga 1 — Beteendeobservation vid

nebulisering
Film Stam Behandling Lokomotio Rearin Wetdog Tvatta Klattrar/krafsar Nos i
n g response r sig oppninge
n
1 Wistar Ket/Med 0 2 0 0 0 2
3 CBB Medetomidi 13 20 7 11 4 10
n
4 BALB/ NaCl 16 35 15 10 8 13
c
5 Wistar Prokain 0 4 0 2 0 1
7 BALB/ Medetomidi 19 43 0 11 8 10
c n
8 BALB/ Ketamin 26 71 24 0 6 10
o}
9 BALB/ Pentobarbit 17 59 35 26 10 8
c alnatrium
10 BALB/ Ket/Med 13 43 8 5 14 15
c
11 Wistar Medetomidi 0 3 0 3 0 2
n
12 Wistar  Pentobarbit 0 3 1 0 0 1
alnatrium
13 CBB Pentobarbit 20 41 42 12 0 9
alnatrium
14 BALB/ Prokain 28 95 25 46 16 9
c
15 CBB Ket/Med 22 25 5 3 0 2
16 Wistar NaCl 0 6 5 10 0 4
17 Wistar Ketamin 1 8 0 1 1 1
18 CBB Pentobarbit 18 32 29 21 1 10
alnatrium
19 CBB Prokain 11 20 34 6 1 2
20 CBB Ketamin 20 35 40 0 0 7
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Bilaga 2 — Beteendeobservation vid

koldioxidexponering

Hoppa
Prokai Pe“t‘;'i’arb't Medetomidi Ketami  Med +
n . n n Ket
natirum
BALB/c 7 24 2 0 0
BALB/c
kontroll 2 16 6 2 10
CBB 0 0 5 0 0
CBB
kontroll 7 3 3 0 8
Wistar 0 0 0 0 0
Wistar
kontroll 0 0 0 0 0
Lokomotion
Prokai Pentobarbial Medetomidi Ketami Med +

n natirum n n Ket
BALB/c 5 7 3 4 0
BALB/c
kontroll 6 6 5 3 6
CBB 5 3 6 3 3
CBB
kontroll 5 4 4 3 5
Wistar 0 1 0 5 1
Wistar
kontroll 2 1 1 0 0
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"Rearing"

Prokai Pentobarbit Medetomidi Ketami Med +
n alnatirum n n Ket
BALBI/c 4 5 2 0 0
BALB/c
kontroll 1 2 4 1 6
CBB 0 3 4 0 0
CBB
kontroll 1 2 1 2 2
Wistar 4 4 2 0 4
Wistar
kontroll 4 1 3 0 4
Klattra/Krafsa
Prokai Pentobarbit Medetomidi Ketami Med +
n alnatirum n n Ket
BALB/c 1 8 0 0 0
BALB/c
kontroll 1 12 0 5 2
CBB 0 0 2 0 1
CBB
kontroll 0 0 1 0 0
Wistar 0 0 0 9 0
Wistar 0 1 0 0 0

kontroll
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