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Sammanfattning

Premedicinering med sederande likemedel anvands flitigt inom veterindrmedicinen for att minska
stress vid anestesi-induktion, men dr mindre vanligt pa sma gnagare i forskningssammanhang.
Sma gnagare som vakna tvingas inhalera isofluran i induktionskammare kan uppvisa aversiva
reaktioner och stressrelaterade beteenden. Aven premedicinering genom injektion kan vara
stressande for dessa djur, som ofta dr ovana vid hantering. Darfor undersdktes i denna studie om
rattor frivilligt intar vanligt anvinda sedativa ldkemedel utblandade i smaklig vehikel (Nutella™)
oralt och vilken effekt detta har pa vakenhetsgrad, beteende och fysiologisk respons vid induktion
och uppvakning efter isoflurananestesi.

Tjugofem Wistarrattor, indelade i fem grupper, erbjods Nutella™ med acepromazin,
buprenorfin, midazolam, tasipimidin respektive vatten (kontroll). Premedicineringens sederande
effekt observerades och scorades var femte minut fram till induktion med isofluran. Induktion och
uppvakning filmades for beddmning av kvalité med hjélp av en visuell analog skala (VAS) samt
beteendeanalys med hjélp av etogram. ELISA-analys av kortikosteron i1 plasma genomférdes fran
blodprov taget 10 minuter efter induktion. Aven induktionstid och tid till vaket tillstdnd
registrerades och jamfordes mellan behandlingsgrupperna.

Samtliga rattor larde sig att inta Nutella™ fran spruta pé fyra dagar. Resultaten visade att
acepromazin i en koncentration av 3,20 mg/ml Nutella™ kraftigt minskade och fordréjde intaget,
medan 6vriga ldkemedelsbehandlingar intogs inom négra f4 minuter. Endast intag av midazolam
gav upphov till signifikant sedering och liagre niva av kortikosteron i plasma efter induktion
jamfort med kontrollgruppen. En tendens till béttre kvalité av induktionen sags av alla ladkemedel

jamfort med kontroll.

Nyckelord: premedicinering, anestesi, isofluran, ratta, acepromazin, buprenorfin, midazolam,
tasipimidin, beteende, kortikosteron, Nutella™



Abstract

Premedication with sedative drugs is widely used to reduce stress during anaesthesia induction in
veterinary medicine, but this method is less common in laboratory rodents. Rodents forced to
inhale isoflurane can show aversive reactions and stress-related behaviors. Premedication through
injection can also be stressful for these animals, which are often not used to handling. Because of
that, this study investigates if rats voluntarily consume commonly used sedatives mixed with a
palatable vehicle (Nutella™) orally and what effects this has on behavior and physiologic response
during induction and recovery from isoflurane anaesthesia.

Twenty-five Wistar rats, divided into 5 groups, were offered Nutella™ mixed with
acepromazine, buprenorphine, midazolam, tasipimidine or water (control). The sedative effects of
the premedication on behavior were observed and scored every five minutes until induction with
isoflurane. Induction and recovery phases were recorded for quality assessment using a Visual
analouge scale (VAS) and behavioral analysis using an ethogram. Plasma corticosterone levels
were analysed with ELISA from blood collected 10 minutes after induction. Time for induction
and recovery were noted and compared between the treatment groups.

All rats learned to consume Nutella™ from a syringe within four days. Results showed that
acepromazine in a concentration of 3,20 mg/ml Nutella™ markedly reduced and delayed
consumption, while other drug treatments were consumed within a few minutes. Only intake of
midazolam resulted in significant sedation and also lower plasma corticosterone levels after
induction compared to the control group. A tendency toward better quality of induction was
observed with all drug treatments compared to the control.

Keywords: premedication, anaesthesia, isoflurane, rat, acepromazine, buprenorphine, midazolam,
tasipimidine, behavior, corticosterone, Nutella™
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1. Inledning

Réttan (Rattus norvegicus) ar ett av de mest anvinda dédggdjuren inom forskning
bade idag och historiskt sett (Djurforsok.info 2022). Da dess anatomi och
fysiologi &r vél studerade samt tack vare rittans sociala och lattlarda natur véljer
girna forskare att anvinda sig av detta djurslag. I syfte att forbéttra forsoksdjurens
vélfard har EU upprittat direktiv kring hallning och hantering av dessa djur enligt
3R-principen; Reduce, Replace och Refine (Europaparlamentets och radets
direktiv 2010/63). ”Refine” innebdr att striva efter att forfina djurforsok, med
andra ord ska atgarder vidtas i syfte att minska djurens upplevda stress och
lidande under forsokets géng (Jordbruksverket 2024).

I forsok som innebdr att djuren utsdtts for smartsamma kirurgiska ingrepp ér
anestesi ett vardefullt hjdlpmedel. Genom att forsétta djuren i ett tillstdind med
upphord sensorisk perception och motoriska reaktioner minskar behovet av
fixering (Turner ef al. 2011), dven potentiell stress och smérta kan reduceras
under de invasiva ingreppen (Remie 2016). Diremot har flertalet studier visat att
volatila gaser sdsom isofluran ger upphov till aversiva reaktioner hos rattor vid
exponering (Leach et al. 2002; Makowska & Weary 2009; Wong et al. 2013;
Boulanger Bertolus et al. 2015; Frost ef al. 2020). Genom att injicera midazolam
och butorphanol via intraperitoneal injektion minskade aversiva beteenden vid
isofluranexponering (Tsukamoto ef al. 2016). Premedicinering infor induktion
rekommenderas bland séllskapsdjur i syfte att bland annat minska stress och oro
och ges normalt intramuskulért eller subkutant (Grim ef al. 2015). Daremot
innebdr den fixering som ofta behdvs for sdkra injektioner dven uppkomst av akut
stress hos gnagare 1 forsok (Abelson ef al. 2012; Flecknell 2009).

Val av administreringsvig har lyfts som en viktig aspekt i planering av forsok 1
syfte att forbéttra djurvélfarden (Miguelena Chamorro et al. 2023). Flera forskare
har visat att rattor dr létta att tréna till att inta 1ikemedel utblandat med smaklig
foda (Goldkuhl et al. 2008; Abelson ef al. 2012). Till foljd av sma gnagares
snabba metabolism och oférmaga till vomering behdver inte detta djurslag fastas
innan induktion (Flecknell 2009). Frivilligt intag av premedicinering fore
induktion med volatila gaser skulle darfor kunna vara ett sétt att forfina forsok,
utan risk for aspiration. I denna studie jimfors effekten av oralt intag av olika
premedicineringsprotokoll och om detta paverkar induktion och uppvakning vid
isoflurananestesi. Forsoket utgjorde en pilotstudie 1 ett storre projekt dér syftet ar
att undersdka om premedicinering kan minska stress vid anestesiinduktion med
inhalationsgas.



1.1 Syfte och fragestallning

Syftet med denna studie ar att undersdka om rattor frivilligt intar nagra vanligt
forekommande sederande och angestdimpande likemedel inom veterinér-
medicinen utblandade med Nutella™ och hur detta paverkar deras vakenhets-
grad fore induktion med isofluran i induktionskammare. I studien undersoks
ocksa om kvalité och beteende vid induktion och uppvak i samband med
isoflurananestesi paverkas av frivilligt intag av preanestetiskt likemedel, samt
om nivderna av stresshormonet kortikosteron i plasma efter induktion péverkas
av foregdende premedicinering.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Anestesi av laboratoriedjur

Anestesins generella principer

Ordet anestesi kommer fran grekiskans an som betyder utan, samt aestesi som
betyder kinsel; sammantaget kan begreppet anestesi oversittas som ‘utan kinsel’
(Dugdale 2010). Det finns 3 huvudsakliga typer av anestesi; lokal, regional och
generell anestesi (Pascoe & Steffey 2018). Lokal anestesi syftar till ett
lakemedelsframkallat bortfall av kénsel i en liten region av kroppen, medan
regional anestesi innebar ett likemedelsframkallat bortfall av kinsel i en kropps-
del genom att injicera anestetiska ladkemedel kring en eller flera nerver (Flecknell
2009; Pascoe & Steffey 2018). Generell anestesi refereras ofta som ett farmakolo-
giskst framkallat och reversibelt tillstind med depression av det centrala nerv-
systemet (CNS) (Pascoe & Steffey 2018). Vilken typ av approach som anses
lamplig beror i mangt och mycket pa planerad atgérd (Flecknell 2009), men
generell anestesi ar att foredra under kirurgi for att forhindra nociceptiv
stimulering samt 6ka teknisk effektivitet (Pascoe & Steffey 2018).

Generell anestesi dr som innan beskrivet ett farmakologiskt framkallat tillstdnd
som bestar av 3 huvudmal; medvetsldshet, bortfall av reflexer och analgesi
(Dugdale 2010). Detta kan uppnés med ett enda likemedel med CNS-depressiv
effekt 1 tillrdckligt hog dos, alternativt via en multimodal approach dér en
kombiation av flera 1dkemedel kompletterar varandras effekt sd de tre huvudmélen
kan uppnés med lagre dosering (Dugdale 2010; Pascoe & Steffey 2018). Daremot
har CNS-hammande ldkemedel ofta dven negativ effekt pa andra livsviktiga
organsystem 1 kroppen (Pascoe & Steffey 2018). Dérfor skulle en multimodal
approach som kraver lagre dosering av varje lidkemedel innebéra att ocksa
biverkningarna minskar. Som exempel ger 1dga doser av hypnotiska ldkemedel 1
forsta hand upphov till ett sdmnliknande tillstind men ingen analgesi, utan
behover déarfor kombineras med analgetiska ldkemedel for att uppna triaden av
generell anestesi (Flecknell 2009).

Graden av generell anestesi delas traditionellt upp 1 4 olika stadier beroende pa
hur vil ldkemedelsprotokollet lyckats nedreglera hjarnstammens och hjarnans
kortikala funktion (Pascoe & Steffey 2018). Under stadie 1 ses sedation; individen
visar tecken pa letargi och dasighet. Stadie 2 kallas for excitationsfasen; individen
kan under medvetsloshet uppvisa okoordinerade rérelser (Dugdale 2010). Darefter
kommer stadie 3 som 1 sin tur delas upp 1 4 plan baserat pa vilka neurologiska
reflexer som kvarstér. Stadie 3, plan 4 4r optimalt for samtidigt invasiva kirur-
giska ingrepp dd samtliga reflexer dr nedreglerade. Stadie 4 refereras som ett
tillstdnd med extrem CNS-hdmning och utan ingripande orsakar dod till f61jd av
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cirkulatorisk och respiratorisk kollaps (Grimm 2015). Vid induktion behover
individen alltsa passera stadie 1 och 2 innan kirurgisk anestesi dr uppnadd
(Dugdale 2010). Detta innebér att en forlangd induktion dkar tiden som djuret
befinner sig i stadie 2, vilket ocksa 6kar skaderisken och déarfor &r en snabb
induktion optimalt. P4 samma sétt som vid induktion, méste individen passera
samtliga stadier fOr att ater bli alert, darfor onskas dven en snabb uppvakning for
att minska skaderisken (Flecknell 2023). Ett snabbt, men lugnt, uppvak &r dven
onskvart for att djuret fort ska aterfd formagan att reglera kroppstemperatur och
normal kardiovaskuldr funktion.

Det finns flera anestetiska likemedel med stark negativ padverkan pa CNS
lampliga for induktion av generell anestesi, vanligtvis via injektion eller inhala-
tion (Pascoe & Steffey 2018). Det finns 3 olika typer av inhalerbara anestetiska
lakemedel: inerta gaser (exempelvis xenon), oorganiska (exempelvis kvdve) och
organiska (exempelvis isofluran). Inhalerbara anestetiska likemedel ar lipofila
och tros déarfor paverka cellmembranet i ryggmargens ventrala horn for att pa sa
sdtt orsaka immobilitet. Induktion av generell anestesi dr lampligast att
genomfora genom injektion; intravendst eller intramuskulért.

Generell anestesi av smd gnagare i forskning

Induktion av anestesi pa sma gnagare sker ofta via inhalation eller injektion,
medan underhéll ofta sker via inhalation (Flecknell 2009). Sma gnagare induceras
fordelakigt med gas 1 induktionskammare f6r minimering av fixeringsrelaterad
stress. Detta kraver en tillrackligt liten kammare for att luftutrymmet snabbt ska
fyllas med inhalationsgas, vilket mdjliggor en snabb och séker induktion.

Isofluranets snabba onset och offset med samtidig lag metaboliseringsgrad i
levern gor det till ett gangse lakemedelsval for induktion och underhall i forsk-
ningssammanhang. Diremot har isofluran en stark andningsdepressiv effekt och
dérfor bor bargasen kombineras med syre. Inhalationsgasen bor fylla induktions-
kammaren fran botten d4 dess densitet dr hogre dn luft, dirmed bor lampligt
utsug ske fran induktionskammarens topp.

Vid bruk av inhalationslikemedel for underhall kan 6ppen mask anvindas sa
tillforsel av inhalationsgas sékerstélls med minimalt spill; endotrakeal intubering
pa sa smi djur ir ovanligare (Flecknell 2023). Oppen mask stiller dock vissa
arbetsmiljorelaterade krav pé utsug i och med att utandningsluft samt gas fran
narkosapparaten lacker ut 1dngs maskens kanter och 6kar personalens exponering
for narkosgas.

2.2 Aversiva beteenden vid isofluranexponering

Trots isofluranets manga fordelar sé leder den inte bara till méttlig respiratorisk och
kardiovaskulédr depression, utan ocksa till beteenden som tyder pa att exponering
upplevs som stressande av rattor (Tsukamoto et al. 2016). Isofluran bedoms som
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mindre aversivt dn gaser som exempelvis koldioxid (COz) (Kulkarni & Hickman
2020), dock visar studier att rattor undviker isofluranexponering trots beldning
(Makowska & Weary 2009).

Stressrelaterade beteenden uppvisade vid isofluranexponering ér bland annat
defekering, urinering och huvudskakningar, samtliga beteenden visade en lagre
forekomst om réttor behandlats med injicerbara sedativa och analgetiska like-
medel fore exponering (Tsukamoto et al. 2016). Aven beteenden som “rear” (sta
pa bakbenen), ansiktsputsning och hopp har studerats i syfte att evaluera stress i
samband med inhalering av isofluran bland moss (Mckinney et al. 2022). Det
verkar ocksa som att rittor som utsitts for isofluran tvé génger upplever den
andra exponeringen som mer aversiv, vilket kan tyda pé att individerna lér sig att
associera inandning av isofluran med obehag (Wong et al. 2013; Boulanger
Bertolus et al. 2015; Kulkarni & Hickman 2020).

2.3 Fysiologin bakom den akuta stressresponsen

Vid akut stress har det autonoma nervsystemet och det endokrina systemet 1
kroppen tillsammans den huvudsakliga uppgiften att skapa inre forutsattningar for
att 6ka individens dverlevnadschanser (Smith & Vale 2006; Sjaastad et al. 2016).
Begreppet ’stress’ kan refereras som yttre eller inre faktorer som potentiellt kan
paverka kroppens interna miljo och dér har hypothalamus en viktig kommunikativ
roll mellan den information av stresstimuli som kommer med det centrala nerv-
systemet samt det agerande endokrina och sympatiska nervsystemet (Sjaastad et
al. 2016).

Vid stimuli av stressorer friséitts neurohormoner sisom corticotropin releasing
factor (CRF) fran hypotalamus till hypofysens framre lob, ocksa kallad adeno-
hypofysen (Sjaastad ef al. 2016). Adenohypofysen utsondrar i sin tur adreno-
corticotropic hormone (ACTH) till blodcirkulationen. Fritt ACTH 1 blodet binder
och aktiverar dérefter G-protein-kopplade membranreceptorer pa parenkymala
celler 1 binjurebarkens zona fasciculata, vilket resulterar i syntetisering och
sekretion av glukokortikoider (Smith & Vale 2006; Sjaastad et al. 2016).
Kortikosteron dr den dominerande glukokortikoiden bland gnagare och kan
dérfor anvindas som biologisk stresssmarkor minuter (min) efter stimulering
(Sjaastad et al. 2016). Glukokortikoider dr ocksd det hormon som har stor
paverkan pé vilket stressbeteende som en individ uppvisar. Samspelet mellan
hypothalamus, hypofys och binjure beskrivet ovan &r kdnd som den sé kallade
hypothalamus-hypofys-binjure-axeln (HPA-axeln) (Smith & Vale 2006).

CREF reglerar dven det sympatiska nervsystemet som har en viktig roll nér det
kommer till djurens respons pa stress, sa kallad “fright, fight or flight reaction”
(Sjaastad et al. 2016). Stimulering av det sympatiska nervsystemet tillsammans
med 0kade nivaer av glukokortikoider underléttar alltsd djurets beteende under de
tre stadierna av fright-, fight- eller flight-reaktionen genom 6kad kardiovaskulér
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ton, vasodilatation i1 skelettmuskulatur, bronkodilatation, 6kad andningsfrekvens
samt 6kad glukoneogenes i syfte att forse skelettmuskulatur med energi- och
syrerikt blod for optimal prestation (Smith & Vale 2006; Sjaastad et al. 2016).
Dessutom forbattrar adrenerga nervfibrer i hjarnstammen den retikuldra forma-
tionen, vilket i sin tur leder till 6kad uppmairksamhet och fokus hos djuret
(Sjaastad et al. 2016).

2.4 Premedicinering infor anestesi

Att premedicinera infor induktion av anestesi dr vanligt pa bade sma och stora
djur i den kliniska miljon. Inom forsoksdjursmedicinen &r det vanligt med
sedation av stora djur i syfte att minimera fixeringsbehovet vid induktion
(Flecknell 2009). Detta dr dock dnnu ej allmént applicerat pa smé djur i forskning.
Premedicinering inf6r narkos sker ofta genom att injicera ett eller flera likemedel
cirka (ca) 1545 min innan induktion, dir sedativa och analgetiska ldkemedel ofta
kombineras for att dels minska behovet av anestetiska likemedel samt for att
uppnd en snabb och sédker induktion, minska oro, tillfora profylaktisk smart-
lindring och minska komplikationer under uppvaket (Pascoe & Steffey 2018).
Genom att minska dosen av anestetiskt ldkemedel minskar ocksa den negativa
inverkan pa det respiratoriska systemet och djuret far pa grund av premedicine-
ringen ocksa ett stabilare tillstdnd under anestesins gang (Tsukamoto ef al. 2016).
Sammantaget leder adekvat premedicinering att sdkerheten och vilfarden for
djuret forbattras. Tsukamoto ef al. (2016) menar dven att induktion/uppvak med
hog grad fysiologisk stress kan paverka forskningsdata negativt.

Anledningen varfor inte sma gnagare vanligtvis premedicineras med sedativa
infor induktion inom forskningen idag ar de negativa effekterna som fixering
innebdr for djuret i1 fraga (Turner ef al. 2011). Djur som inte trinats till att
acceptera fixering kan uppleva detta moment som mest aversivt under ett helt
forskningsprojekt.

2.5 Oral administrering

Det finns ménga viktiga aspekter att ta hiansyn till vid val av administreringsvég
for onskad effekt. Oralw giva av ldkemedel dr ett ekonomiskt, bekvimt och
relativt sikert sitt att ge ldkemedel pa och smé gnagare kan latt trinas for att
underldtta proceduren (Turner ef al. 2011).

I regel ér det den fria koncentrationen av likemedel i blodet som avgdr om den
givna dosen av en substans blir terapeutisk, eftersom den representerar méalvav-
nadernas ldkemedelskoncentration (Riviere 2018). Innan substansen nér plasma
behdver det passera biologiska membran oavsett extravasal
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administrering. Vid oral administrering sker ldkemedelsupptaget fran magtarm-
kanalen och denna process kan anses komplex da flera komponenter hos bade
lakemedlet samt djurets anatomi och fysiologi avgor hur vél substanser kan
passera biologiska membran. Likemedlets fysiokemiska egenskaper (lipofilicitet,
pKa, molekylstorlek och laddning) avgdr inte bara absorption och distribution till
malvdvnader, men ocksé fran vilken del av digestionskanalen upptag sker (om
alls). Skillnader mellan djurslag i digestionsorganens fysiologi paverkar dven
substansens absorption.

Hur stor andel av den givna orala dosen som nar plasman i det stora
blodomloppet styrs dven av hur substansen hanteras av levern (Riviere 2018).
Likemedel som absorberas via magtarmkanalen (med undantag av munslem-
hinnan och rektum) nér i forsta hand portasystemet som leder blodet vidare till
levern dér en forsta-passage-metabolism sker. For ldkemedel som framfor allt
elimineras via levern dr denna process avgorande for deras biotillginglighet
vid oral administrering.

Beroende pa djurart behdver hiansyn tas till djurets kronobiologi och cirkadiska
rytm vid administrering av ldkemedel; metabolismen paverkar den effekt och
duration som erhalls av ett administrerat ldkemedel (Turner et al. 2011). Réttor
med tydlig cirkadisk rytm paverkas av detta di det observerats att hypnotiska
lakemedel administrerade under tidig aktiv fas gav ldngre duration pa anestesin dn
vid administrering under tidiga inaktiva fasen.

Maingden likemedel i1 forhéllande till kroppsstorlek blir ocksé en viktig faktor
att anpassa sig efter vid oral administrering till sma djur (Turner ez al. 2011).
Smarta och stress till foljd av onormal dilatation av magsécken kan uppkomma
om stora mangder ldkemedel administreras via oro-/nasogastriskt gavage. En
begrinsande faktor for oral administrering ar ocksa hur mycket ett djur &r kapabel
att dta via frivilligt intag av ldkemedel. Turner ef al. (2011) rekommenderar att en
maxvolym pa 5 ml/kg kan administreras oralt till de flesta djurslag.

Oral administrering av ldkemedel som ej utblandas 1 foder eller vatten kraver
ofta viss form av fixering, som 1 sig kan stressa upp djuret om det inte hanterings-
tranas infor det (Turner et al. 2011). I en studie dér frivilligt oralt intag via mikro-
pipettguidad likemedelsadministrering (MDA) med fixering jamforts med
intraperitoneal (IP) injektion konstaterades att kortikosteronnivéerna hos moss
var lagre efter MDA (Schalbetter et al. 2021).

Vid oral medicinering kommer det alltid finnas en risk att 1ikemedlet
absorberas buccalt eller sublingualt, vilket 1 sin tur kan paverka ldkemedlets
farmakokinetik (Turner et al. 2011).
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2.6 Aktuella premedikament

2.6.1 Acepromazin

Acepromazin dr en vanlig komponent som en del av premedicinering infor
anestesi inom bade smédjurspraktiken och histpraktiken (Plumbs 2008).
Acepromazin dr en phenothiazin (Posner 2018) som ger upphov till en mentalt
lugnande effekt men begransad sedation vid normala doser (Flecknell 2009;
Dugdale 2010). Molekylens inhiberande inverkan pa bland annat adrenerga,
dopaminerga och histamin-receptorer ger upphov till effekter som hypotermi till
foljd av vasodilatation och nedsatt kroppstemperaturreglering, antiemetisk effekt,
antiarrytmisk effekt samt antihistamineffekt (Dugdale 2010). Men acepromazinets
egenskap att potentiera andra CNS-hdmmande och analgetiska ldkemedel dr ocksa
en Onskad effekt av administreringen (Flecknell 2009).

Bieffekter av acepromazin dr vanligtvis hypotension sekundért till vasodilata-
tion, samt nedsatt termoreglering, vilket kan leda till en sénkt kroppstemperatur
(Flecknell 2009; Dugdale 2010). Dessa oonskade effekter ar relativt oproblema-
tiska hos friska individer men kan vara kritiska hos individer som redan lider av
nagon form av vétskebrist till foljd av dehydrering eller blodforlust da risken for
synkope 0kar. Doxapram har presenterats som en antidot mot phenothiazin-
effekten pa CNS (Dugdale 2010).

Phenothiaziner metaboliseras i huvudsak i levern och genomgér ddrmed en
forsta-passage-metabolism efter enteral giva (Dugdale 2010). Acepromazin har en
relativt 1ang latenstid, effekt efter intravends (IV) injektion kan ses upp till 30—40
min efter administrering. Vid oral giva har studier pd hundar visat ca 20 %
biotillgénglighet (Hashem et al. 1992), samt ca 55 % biotillgénglighet hos héstar
(Hashem & Keller 1993). Bland sméa gnagare i forsok anvénds sillan acepromazin
ensamt, istéllet i kombination med andra ladkemedel med hypnotisk och/eller starkt
sederande effekt (Adami et al. 2023).

Oralt intag av acepromazin bland rattor har undersokts av Hackbarth et al.
(2000) ddr 7 milligram (mg) acepromazin per djur intagits och gett signifikant
lagre nivaer av kortikosteron i serum jimfort med rattor som injicerats med
pentobarbital IP efter induktion med CO». Baserat pa en uppskattad vikt pa 250-
300 gram (g) per rétta skulle denna doseringen motsvara en giva pa 23,3-28,0
mg/kilogram (kg) (forfattarens egna berdkningar). Utifrén studien genomford av
Hackbarth et al. (2000) framgér det ej tydligt om den siginifikanta skillnaden 1
kortikosteron mellan de olika behandlingsgrupperna beror pa valt lakemedel eller
administreringsviag. Diremot visar studien att accepromazin i hackat kott intas
frivilligt av rattor.
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2.6.2 Buprenorfin

Buprenorfin r en opioid som verkar i huvudsak som en partiell agonist pa p-
receptorn samt antagonistiskt pa k-receptorn (Dugdale 2010). Stimulering av -
receptorn kan resultera i analgesi, sedering/narkos, eufori/6kad lokomotion, men
aven illamdende/krakning/forstoppning till f61jd av minskad tarmmotilitet.
Effekterna dr dosberoende och generellt anvédnds opioider i huvudsak for deras
analgetiska egenskaper och inte for dess sedativa effekt. Opioider kan verka
sederande vid hoga doser, vilket i sin tur 6kar risken for biverkningar.

Excitation kan forekomma efter administrering av opioider till friska individer
dar framfor allt katter och héstar dr nagra kinsliga djurarter (Dugdale 2010).
Generellt har opioider en lag kardiovaskulér paverkan, det &r inte forrén vid doser
kring 3-5 mg/kg som en lindrig negativ inotropisk effekt kan uppsta.

Buprenorfin har en hog lipofilicitet och har darfor god absorption fran
digestionskanalen (Marquet 2002), men trots detta ar biotillgdngligheten vid oral
administrering 1ag till foljd av omfattande forsta-passage-metabolism i levern
(Brewster et al. 1981). Hos rétta dr biotillgdngligheten vid upptag fran tunntarm
ca 10 %, jamfort med 13 % biotillgdnglighet vid sublingual administrering.

Aven hos minniska har stora skillnader i biotillginglighet observerats beroende
pa om upptaget skett i digestionskanalen (<20 %) (Marquet 2002) eller sub-
lingualt (ca 51 %) (Kuhlman et al. 1996). Hos hund har en oral biotillgénglighet
pa 3—6 % observerats (Garrett & Chandran 1990) samt ca 40 % biotillgdnglighet
vid sublingual administrering (Enmoto et al. 2022).

Buprenorfinets effekt pa rattor dr vélstuderat och &r ett vanligt forekommande
analgetikum inom fors6ksdjursmedicinen (Goldkuhl ez al. 2008). For en tillracklig
analgesi av oralt given buprenorfin for behandling av moderat smérta rekommen-
deras en dos pé 0,4 mg/kg kroppsvikt for ritta (Abelson ef al. 2012).

2.6.3 Midazolam

Midazolam tillhor likemedelskategorin benzodiazepiner och effekterna efter
administrering kan variera mycket mellan djurarter (Pascoe & Steffey 2018).
Benzodiazepiner anvéinds framfor allt for deras sedativa egenskaper pa smédjur
men dven bland gnagare och dess effekt kan reverseras med flumazenil (Flecknell
2009). Benzodiazepiner dr fordelaktiga i ett premedikationsprotokoll da dessa ger
upphov till god muskelrelaxation och potentierar anestetiska och opioida ldke-
medel likt acepromazin. Effekten utdvas genom selektiv aktivering av GABAAx-
receptorer och didrmed inhiberar intrasynaptiska transmissioner 1 CNS (Adami et
al. 2023).

Likt minga andra CNS-deprimerande ldkemedel har ocksa benzodiazepiner
vissa oonskade biverkningar, sdsom desorientering och excitation hos framfor allt
friska hundar och katter (Flecknell 2009). Diazepam é&r en vanligt férekommande
benzodiazepin inom forséksdjursmedicinen. Till skillnad fran diazepam har
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midazolam en kortare duration och dr dessutom hydrofil och kan dérfor blandas ut
med andra ldkemedel i hogre grad.

Midazolam metaboliseras i levern och utsdndras i hog grad via urin (Adami et
al. 2023). Biotillgidngligheten efter oral administrering av midazolam tycks variera
beroende pé interna och externa faktorer. Wistar-rattor med fti tillgéng till foder
som erbj6ds midazolam oralt uppvisade en biotillgdnglighet pd ca 45 % (Man-
dema ef al. 1991) medan albinorattor av Holtzman-stam (Sprague-Dawley bak-
grund) som fastats fore administrering uppvisade en biotillgénglighet pa 6 % (Lau
et al. 1996). Maximal midazolamkoncentration 1 serum observerades inom 5-15
min efter oral administrering (Mandema et al. 1991).

2.6.4 Tasipimidin

Tasipimidin dr en selektiv alfa-2-adrenoreceptoragonist som administreras oralt till
hundar inom veterindrmedicinen 1 syfte att ddmpa oro och ridslor infor angest-
relaterade situationer (Fass 2021). Alfa-2-adrenoreceptoragonister ger mild-
mattlig analgesi men anvénds framfor allt som premedikament till f61jd av dess
sedativa egenskaper (Flecknell 2009). Genom dess paverkan pé alfa-2-adreno-
receptorn ger tasipimidin upphov till minskat blodtryck och hjértfrekvens samt
minskad vakenhet, rddsla och oro (Nguyen ef al. 2017). Tillsammans med ett
potent analgetiskt 1ikemedel utgdr de en anvindbar och vanligt forekommande
lakemedelskombination infor anestesiinduktion hos flera olika djurslag. Biverk-
ningar som kan ses vid administrering av alfa-2-adrenerga likemedel &r bland
annat bradykardi, vasokonstriktion och 6kad diures (Posner 2018).

Tasipimidin genomgér forsta-passage-metabolism och biotillgéngligheten hos
hund efter oral administrering har rapportertas vara upp till 60 % och ger en
maximal plasmakoncentration efter 0,5-1,5 h (Fass 2021). I en studie gjord pa
Wistar-rttor observerades en ligre biotillgidnglighet efter oral administrering 4n
hos hund; 2,2 % efter att ha gett dosen 5—15 mg/kg (Lensen et al. 2021).
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3. Material och metoder

3.1 Djur

I studien anvéndes initialt 29 réttor av typen Wistar varav 15 honor och 14 hanar,
huserade 1 grupper om 2—5 1 IVC DD 1800 pa laboratoriedjursavdelningen pa
SLU, Ultuna. Samtliga rattor var uppfodda pa avdelningen i syfte att anvédndas i
utbildning och hade innan studien paborjades inte ingatt i ndgot annat projekt eller
hanteringtranats. Alla rattor holls i samma rum under hela studietiden med en
ljuscykel péd 12 timmar (h) (ljus pa 06:00-18:00), luftfuktighet pa 50-55 % och
temperatur pa 20-23 grader Celsius (°C). Samtliga réttor fodrades ad libitum
(Ssniff Rat/Mouse Maintenance Fortified) och hade fri tillgang till kranvatten i
vattenflaskor. I burarna fanns traspan samt berikning i form av en réd tunnel samt
en trabit. Daglig tillsyn samt byte av burar en gng i veckan skottes av personal pa
plats. Alla rattorna var mellan 3—6 ménader gamla och vigde 174-252 g bland
honor samt 308-422 g bland hanar.

3.2 Nutellatraning

Innan start av nutellatraningen vigdes och méarktes samtliga rattor med nummer
1-29 med en tuschpenna pa svansen. Totalt tranades 29 réttor att frivilligt inta ca
4 milliliter (ml) Nutella™ per kg kroppsvikt via en 2 ml-spruta. Samtliga rattor
tranades vid totalt 9 tillfdllen under 5 dagar. Triningen skedde 1 hemburen utan
direkt hantering av djuren av en och samma person.

3.3 Premedicinering och sovning

All premedicinering och sovning av rattor genomfordes mellan klockan 08:00—
13:00 pa dagen for att minska paverkan av cirkadisk rytm pa insamlad data.

Premedicinering

De 25 réttor (varav 13 honor och 12 hanar) som var ndrmast i alder av de initialt 29
valdes ut for studien. Dessa randomiserades med hénsyn till alder, bur och kon till
5 grupper om 5 rattor vardera. Varje grupp blev randomiserat tilldelad en behand-
ling av f6ljande; acepromazin (A), buprenorfin (B), midazolam (M), tasipimidin
(T) och kontroll (K).

Beredning av blandning genomf6rdes manuellt av forfattaren genom att blanda
dubbel volym ldkemedel eller vatten med dubbel volym Nutella™, ritt miangd
mixtur placerades ddrefter i en 2 ml-spruta. Doser som gavs av varje ldkemedel
var; acepromazin 15,00 mg/kg, buprenorfin 0,50 mg/kg, midazolam 7,50 mg/kg
och tasipimidin 0,60 mg/kg. Kontrollgruppen fick kranvatten i volymen 1,75
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ml/kg kroppsvikt. Den totala volymen likemedel och Nutella™ som varje ratta
forvantades konsumera sattes till 4,00 ml/kg.

Ett tidtagarur anvindes fOr att méita och registrera hur snabbt varje individ at
upp respektive Nutella™-blandning (hddanefter kallad blandning). Varje ratta fick
maximalt 10 min pa sig att dta upp den erbjudna mixturen. Endast en ratta i taget
premedicinerades. I syfte att evaluera ldkemedlets sederande effekt pa beteendet
poéngsattes réttans tillstind (hddanefter kallad premedikationsscore, PS) var
femte minut efter giva av blandning enligt modifierad skala framtagen pa hund
fran studie av Carter ef al. 2013;

0: Fullt vaken individ

1: Star/sitter med huvudet i en ldgre position &n innan administrering
2: Star/sitter obalanserat, tecken pad muskelsvaghet och vill ej ligga ned
3: Ligger pa brostet men dr responsiv

4: Ligger pa sidan men &r responsiv

5: Ligger pa sidan, ir ej responsiv

For att avgora om rattor som 14g pé brostet eller pa sidan var responsiva
initierade beddmaren (forfattaren) interaktion genom att 6ppna en mindre lucka i
locket pé buren.

Observationstiden efter oralt intag baserades péd ldkemedlens forvéntade
anslagstid. For rittor som premedicinerats med acepromazin och buprenorfin
evaluerades beteendet var femte minut fram till och med 30 min efter giva, for
resterande grupper evaluerades beteendet var femte minut fram till och med 15
min efter giva.

Materialuppsdittning

Efter premedicinering och evaluering transporterades varje rétta enskilt i en
transparent kammare till ett operationsrum for anestesi. Transportkammaren
tacktes med handduk for att minska ljusintryck. I operationsrummet var
luftfuktigheten ca 40 % och temperaturen ca 20 °C.

All form av arbete fore, under och efter anestesin skedde pa dragbord med
utsug av arbetsmiljomaéssiga skél. Preoxygenering, induktion och uppvak skedde i
en transparent bur av plast med en pappershandduk fasttejpad pa botten for
underlattad detektion av urinering. Induktion samt uppvak for varje ratta filmades
med kamera for senare beteendeanalys. En separat induktionsbur samt uppvaks-
bur anvéndes, bada placerade pa forvirmd virmedyna for att forhindra hypotermi
under respektive fas samt svart plast fist till respektive burs ena utsida for béttre
kontrast mot de vita rattorna under filmtagning. Varje bur marktes dven med
respektive réttas identifikationsnummer for att underldtta identifiering.

Induktionsburens lock var av transparent plast med tvé 6ppningar avsedda for
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inforsel respektive utforsel av gas dér slangen som var kopplad till locket for
gasutforsel ledde ut till dragbordet. Locket till uppvakningsburen bestod av ett
metallgaller for att forhindra eventuella rymningsforsok samt tillata luftombyte.

Under anestesiunderhall anvindes en virmelampa och CODA Monitor med
tillhdrande virmedyna och rektaltermometer for att monitorera rattans
kroppstemperatur efter induktion (se figur 1). MouseSTAT Jr med tillhérande
pulsoximeter framtagen for mus anvéndes for monitorering av syreméttnad och
hjartfrekvens. Data samlades i skrift och noterades pé separat papper for varje
ratta.

~-

Figur 1. Wistarratta placerad pd mask under isoflurantillférsel under férsokets
anestesidel. Bilden visar uppstdllningen med mask, narkosapparat, induktionsbur,
uppvaksbur, kamera samt 6vervakningsutrustning. Foto av forfattaren.

Induktion

Varje rétta preoxygenerades i minst 30 sekunder (s) i1 induktionsburen fore
induktion med 5 % isofluran och 4 1 (liter)/min av syre. Induktionstiden
noterades, det vill sdga tiden fran induktionsstart med isofluran till Loss of
Righting Reflex (LORR). Réttningsreflexen undersoktes genom att vicka
forsiktigt pa induktions-kammaren nér rattan misstianktes ha forlorat med-
vetandet. Nér varje ratta hade en andningsfrekvens pa ca 60 andetag per minut
plockades rattan ut fran induktionsboxen och lades pa mask for underhall av
anestesi samt overvakning. Eventuell defekering och urinering noterades separat.
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Underhdll, blodprovstagning, uppvak och postoperativ period

Efter induktion underhélls narkosen med isofluran i ca 15 min. Under denna tid
applicerades Viscotears i bdda 6gonen for att undvika uttorkning av cornea, samt
genomfordes en regelbunden Gvervakning och notering av andningsfrekvens,
blinkreflex, hjartfrekvens, syreméittnad, kroppstemperatur, syrgasflode samt
isoflurankoncentration. Blodprov togs genom punktering av Vena saphena ca 10
min efter avslutad induktion. Upp till 200 mikroliter (ul) blod samlades 1 heparin-
lithium r6r for senare analys av kortikosteronnivéer. Fram till centrifugering for
separation av plasma forvarades blodprovet i 8 °C.

Efter avslutad narkos viagdes varje rétta fore placering i uppvaksburen och
vikten noterades. Uppvaket filmades under 10 min med start fran avslutad
isoflurantillforsel. Tid fran avslutad narkos till Return Of Righting Reflex
(RORR) noterades. Nér varje ratta vaknat och rorde sig normalt fordes de tillbaka
till respektive hembur i transportkammaren 6vertickt med en handduk. Varje rétta
vigdes ca 24 h efter induktion for notering av eventuell viktforindring samt
bedomning av allmintillstandet.

3.4 Subjektiv bedomning av induktion och uppvak

Handledare och bitrddande handledare, bdda med god erfarenhet av anestesi pa
ratta, bedomde fran filmerna subjektivt kvalitén pa varje induktion och uppvak-
ning i en randomiserad ordning med hénsyn till bur, kon och behandlingsgrupp.
P& filmen framgick réttans identifikationsnummer men inte vilken grupp den
tillhorde. Kvalitén pa induktion och uppvak baserat pa rattans beteende innan
LORR respektive vid/efter RORR poéngsattes enligt en visuell analog skala
(VAS) bestaende av en 10 centimeter (cm) lang linje (se Figur 2 och Figur 3).
Medelvirdet av antal millimeter (mm) frn vénster kant fram till markering
berdknades for bedomning av kvalitén av respektive hdandelse.

Lugn induktion, inga Varsta ténkbara

tecken p3 aversiva induktionen

reaktioner el
excitering

Figur 2. Visuell analog skala (VAS) anvind for subjektiv bedomning av induktionskvalité
under induktion med isofluran hos Wistarrdttor efter oral premedicinering. Bedémningen
baserades pd videoinspelningar av varje induktion.

Lugnt uppvak, ingen § i
ataxi eller tecken pa Varsta la.nkbara
uppvakningen

excitation efter/vid
RORR

Figur 3. Visuell analog skala (VAS) anvind for subjektiv bedomning av uppvakskvalité
under induktion med isofluran hos Wistarrdttor efter oral premedicinering. Bedomningen
baserades pd videoinspelningar av varje uppvak.
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3.5 Beteendeanalys med BORIS

For analys av beteende under induktion och uppvak anvindes ett program for
beteendestudier kallat BORIS (Friard & Gamba 2016). De beteenden som
registrerades dr ndmnda 1 ett redigerat etogram baserat pa observerade beteenden
frén studier gjorda av Burkholder ef al. (2010) och Niel & Weary (2006) (se tabell
1). For varje beteende och ratta mattes total duration och frekvens under induktion
respektive uppvak. Under induktionen analyserades beteendet frdn och med start
av isofluran fram till LORR. Beteende under uppvak méttes under 2 min och 45 s
frdn och med forsta rorelsen. Detta tidsintervall bestdmdes utifrdn den rétta som
hade kortast tid fran forsta rorelsen till avslutad inspelning. Tid fran avslutad
anestesi fram till forsta rorelsen under uppvaket samt till RORR noterades.
Beteenden analyserades av forfattaren vid ett enda tillfdlle 1 en randomiserad
ordning med hénsyn till bur, 1ikemedelsbehandling och kon. Beteendeanalyserna
genomfordes ej helt blindat dé forfattaren bade administrerat premedicinering
samt medverkat vid sévning av samtliga rattor och dirmed kédnde igen enstaka
identifikationsnummer markerat pa induktions- och uppvaksburen. Defekering
och urinering ingar ¢j i foljande etogram utan noterades i realtid.

Tabell 1. Tabell med sammanstdllning av de beteenden som analyserades vid induktion
respektive uppvak av Wistorrdttor i samband med isoflurananestesi enligt ett modifierat
etogram efter Burkholder et al. (2010) och Niel et al. (2006). Varje beteende
registrerades med avseende pa total duration och frekvens baserat pd videoinspelningar
frdn varje rdtta.

Beteende Definition

Gér Forflyttning av kroppen med tassarna i kontakt med golvet
Kryper Forflyttning av kroppen med tassar och buk i kontakt med golvet
Ligger ner Haller kroppen stilla med ben och buk i kontakt med golvet
Freeze Immobilitet med en stel kroppshallning

Skakar huvud eller kropp [Snabb rotation av huvudet eller kroppen runt dess axel

Putsar ansikte Placering av en eller flera tassar for att putsa/klia i ansiktet

Putsar kroppen Placering av en eller flera tassar for att putsa/klia kroppen

Flyktforsok [Nosen och/eller framtassar i kontakt med burlocket

Rear Hojer 6verkroppen staendes pé baktassarna. Inkluderar stéttning mot burvéggen.

Utforande av rear under samtidigt tvétt av ansikte riknas ej in.

Graver En snabb rorelse av framtassarna mot golvet

Luktar Rytmisk rorelse av nos och huvud med samtidig snabb andning och rérelser av
morrhér

Exciterar Okoordinerade och spastiska rorelser av kropp och ben
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3.6 Kortikosteronanalys med ELISA

Plasma fran blodprov tagna i samband med s6vning forvarades i -80 °C innan
analys av kortikosteron genomfordes med Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Mitningen genomfordes med ett kommersiellt ELISA-kit f6r kortiko-
steronmétning hos mus, ratta och ménniska (Tecan RE52211, IBL International
GmbH, Tyskland) enligt tillverkarens instruktioner.

Totalt analyserades 1 1ag kontroll, 1 hog kontroll och 7 standarder tillsammans
med 25 prover bestdende av plasma. Inledningsvis tilldts alla ingdende kompo-
nenter till analysen att uppna rumstemperatur innan blandning av enzymkon-
jugat, tvittlosning och spadning av varje prov genomfordes.

Samtliga prover genomgick totalt tva spadningssteg for att uppné en
spadningskoefficient pa 1:50. Inledningsvis spaddes 10 pl plasma med 90 pl
Standard 0. For att uppna en spadningsfaktor pa 1:50 blandades 12,5 pl av 1:10-
spadningen med 50 pl Standard 0. Koncentrerat enzymkonjungat spdddes med
Conjugate Diluent genom att blanda 60 ul koncentrerat enzymkonjungat med
14 940 ul Conjugate Diluent. Varje 16sning blandades grundligt med hjilp av en
Vortex innan pipettering. Tvéttlosningen blandades genom att spidda ut 20 ml
Wash Solution med 780 ml destillerat vatten for att uppné en spadning pa 1:40.

Analysproceduren inleddes med att placera 20 pl av kontroller, standarder och
provmaterial med spadning 1:50 i respektive brunn pd ELISA-plattan utan att
vidréra brunnarnas botten med pipettspetsen (se figur 4). Dérefter tillsattes 200 pl
Enzym Conjugate till varje brunn. Innehallet i brunnarna blandades sedan maski-
nellt under 10 s innan inkubation 1 rumstemperatur av plattan under 60 min for att
tillata antikroppsbindning av kortikosteron 1 brunnarnas botten.

Efter 60 min tvittades samtliga brunnar maskinell 1 Thermo Scientific Well-
wash. Varje brunn tvittades med 400 pl Wash Solution under totalt tre cykler.
Eventuellt kvarbliven Wash Solution i brunnarna extraherades genom att sla
plattan mot pappershanddukar.

100 pl Substrate Solution tillsattes till varje brunn, plattan inkuberades darefter
1 morkt utrymme i rumstemperatur under 15 min for att tillata substratet att binda
till antikroppsbundet kortikosteron. Efter 15 min tillsattes 50 ul Stop Solution till
varje brunn fOr att stoppa ny bindning av substrat till kortikosteron.

Absorbansen 1 varje brunn méttes med Thermo Labsystems Multiscan EX
inom 10 min efter tillsatt Stop Solution. Resultatet sammanstélldes i Microsoft
Excel.

De prover som under den forsta analysen erh6ll en CV % pa >20 (alltsa over
20 % differens 1 absorbans mellan varje provs tva brunnar) analyserades
ytterligare en gang.
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Figur 4. Nivderna av kortikosteron i plasma fran Wistarrdttor 10 minuter efter induktion
med isofluran analyserades med Enzyme-Linked Immunosorbet Assay (ELISA). Bilden
visar placering av 20 ul kontroller, standarder och provmaterial i respektive brunn som
ett steg i ELISA-analysen. Foto av forfattaren.

3.7 Datahantering och statistisk analys

Data samlades in pa protokoll i pappersformat och sammanstélldes i Microsoft
Excel (version 2410). Microsoft Excel anvidndes dven for att identifiera median
och range for respektive behandlingsgrupp for intag av blandning, beteende under
induktion (duration och frekvens), beteende under uppvakning (duration och
frekvens), plasma-kortikosteron (P-kortikosteron) samt vérdet for kvalité av
induktion och uppvak (tid till LORR, tid till RORR, tid till forsta rorelsen och
subjektiv bedomning induktion/uppvakning). Medelvérdet for de tre sista PS
innan induktion berdknades i Microsoft Excel, median och range sammanstilldes
dérefter per grupp utifrdn medelvarden.

Statistisk analys genomfordes i programmet InVivoStat (version 4.10, Bate &
Clark 2014). Grins for statistisk signifikans bestdmdes till p<0,05. Virden for
intag av blandning, PS, beteende induktion/uppvak (duration och frekvens), P-
kortikosteron samt kvalité av induktion/uppvak analyserades med Steel’s test.
Forekomst av urinering/defekering vid induktion och uppvak analyserades med
Chi-Square test. Jamforelse av p-kortikosteron mellan kénen genomfordes med
One-Way ANOVA.
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Resultatet presenteras med diagram och tabeller framtagna med Microsoft
Excel och InVivoStat. Resultat i skriftlig form presenteras som median (range)
om inget annat anges.
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4. Resultat

4.1 Intag av premedicinering

Samtliga réttor larde sig att inta Nutella™ inom 4 dagar, vilket motsvarade totalt
sju traningstillfallen.

Alla réttor i grupp T at upp hela blandningen pa 36 s (29-56 s). I grupp B och
K hamnade en liten del av blandningen i pdlsen pé en ratta i varje grupp, spillet
slickades upp och dirmed uppskattas dessa rattor att ha intagit minst 90 % av
erbjuden blandning. Ovriga rittor i grupp B och K intog hela blandningen utan
spill, totalt som grupp &t B och K blandningen pa 40 s (32—113 s) respektive 39 s
(15-59 s). I grupp M var det en ratta som uppskattningsvis fick 1 sig minst 67 %
av erbjuden blandning da resten hamnade i péls/pa inredning vid administrering.
Spillet slickades upp av badde den premedicinerade rattan samt burkamrater.
Ovriga réttor i grupp M intog hela blandningen utan spill och gruppen 4t
blandningen pd 50 s (29-78 s).

I grupp A var det tva réttor som frivilligt intog uppskattningsvis 70 % respek-
tive >90 % av erbjuden blandning pé 600 s. En ratta erbjods en blandning inne-
héllande 25 % mer Nutella™-volym 1 syfte att undersdka om denna étgérd skulle
Oka smakligheten och minska tiden for intag av hela blandningen innehéllande
15,00 mg/kg acepromazin; denna rétta at uppskattningsvis 65 % av erbjuden dos
pa 600 s. De tva sista rattorna i grupp A erbjods en blandning pa 11,25 mg/kg
acepromazin med bibehallen totalvolym, dessa rattor at upp all erbjuden bland-
ning pa 30 s respektive 40 s. Baserat pd uppskattad intagen volym och frutsatt
att blandningen var optimalt mixad intog samtliga rattor en dosering motsvarande
9,75-13,5 mg/kg acepromazin pd maximalt 10 min.

4.2 Premedicinering

Ingen rétta fick PS pa 5 eller 4, maximalt erh6ll minst en rétta i varje grupp en PS
pa 3. Som ldgst erh6ll minst en ratta i varje grupp en PS pé 0. Tva rattor som
administrerats midazolam uppvisade tydlig ataxi i hemburen sa tidigt som 5-10
min efter avslutad administrering. PS 30 min efter administrering fattades for en
ratta i grupp B och en rétta i grupp A.

I grupp A var medianen av PS 1,33 (0,00-2,33), 0,67 (0,33-3,00) i grupp B,
1,67 (1,00-2,33) i grupp M, 0,33 (0,00-2,00) i grupp T och 0,67 (0,00—1,00) 1
grupp K (se figur 5). Medianen av PS 1 grupp M var signifikant hogre jamf{ort
med grupp K (p=0,04). Ovriga grupper visade ingen signifikant skillnad i PS
jamfort med grupp K (p>0,05).
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Figur 5. Score av beteende efter oral premedicinering av Wistarrdttor med olika
likemedel. Laddiagram som visar median och range frdn de tre sista premedikations-
score (PS) per behandlingsgrupp (n=>5). Jamforelsen genomfordes mellan varje
behandlingsgrupp och kontroll med den icke-parametriska Steel’s test, #=statistisk
signifikant skillnad (p<0.05).

4.3 Beteende vid induktion

Ingen ratta uppvisade beteenden som “griava”, “krypa” eller "putsa kropp” under
induktionen med isofluran. Tva réttor, en fran grupp T respektive B, uppvisade
beteendet ’putsa ansikte” och en ratta i grupp A uppvisade beteendet “excitation”.
En ratta fran grupp T uppvisade beteendet “freeze” och tva rattor, en fran grupp M
respektive T, uppvisade beteendet “ligger ner”. Samtliga rittor uppvisade
beteendet ’lukta” minst en géng.

Data med beteende fran induktionen fattas for en av rattorna i grupp B till f61jd
av att kameran tippade under 15 s efter induktionens start. Om urinering och
defekering skedde for denna rétta registrerades detta och presenteras nedan.

4.3.1 Duration av beteende vid induktion

Rattor fran grupp B tenderade att utfora beteendet rear” under ldngre tid dn
Ovriga grupper, men skillnaden visade sig e] vara signifikant jamf{ort med grupp K
(p 0,74). Aven beteendet "luktar” tenderade att ske under en lingre duration i
grupp K men visade sig ej vara signifikant jamfort med 6vriga grupper (p 0,96—
1,00). Beteenden som “’gar” och “flyktforsok™ visade sig inte heller ha en signifi-
kant skillnad i duration mellan samtliga ldkemedelsgrupper i jimforelse
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med grupp K (p=0,97-1,00 respektive p=0,23—-0,88). Medianen av varje
registrerat beteendes duration fran samtliga behandlingsgrupper under
induktionen presenteras i figur 6.
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Figur 6. Registrerade beteenden hos Wistarrdttor under induktion efter oral premedi-
cinering med olika ldkemedel. Stapeldiagram som visar median och duration i sekunder
(s) av registrerade beteenden enligt modifierat etogram efter Burkholder et al. (2010) och
Niel et al. (2006). De olika behandlingsgruppernas (n=>5) resultat presenteras med olika
fargkoder for varje analyserat beteende.

4.3.2 Frekvens av beteenden vid induktion

Flest antal beteenden som klassades som “flyktforsok™ och “rear” (14 respektive
12 ganger) genomfordes av en ratta i grupp A som intog hela blandningen med
11,25 mg/kg acepromazin. Det var ocksa endast denna réitta som uppvisade
beteendet excitation” under induktionen.

Ingen signifikant skillnad mellan frekvens av utforda beteenden som gar”,
“flyktforsok™, ’rear” och “luktar” kunde faststéllas mellan ndgon lakemedels-
grupp och grupp K (p=0,97-1,00, p=0,11-0,88, p=0,39-0,67 respektive
p=0,28-0,97). Medianen av varje registrerat beteendes frekvens fran samtliga
behandlingsgrupper under induktionen presenteras 1 figur 7.
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Figur 7. Registrerade beteenden hos Wistarrdttor under induktion efter oral
premedicinering med olika ldkemedel. Stapeldiagram som visar frekvens av registrerade
beteenden enligt modifierat etogram efter Burkholder et al. (2010) och Niel et al. (2006).
De olika behandlingsgruppernas (n=35) resultat presenteras med olika firgkoder for
varje analyserat beteende.

4.3.3 Urinering och defekering vid induktion

Minst en ratta i varje behandlingsgrupp urinerade minst en gang under induk-
tionen. Defekering registrerades endast hos rattor fran grupp K. Aven om
forekomst av defekering tenderar att forekomma i1 hogre grad bland réttor i grupp
K kunde ingen signifikant skillnad ses mellan de olika behandlingsgrupperna vad
giller forekomst av vare sig urinering eller defekering under induktionen
(p=0,43-1,00). Frekvens av urinering samt defekering i samtliga behandlings-
grupper under induktionen presenteras i tabell 2.

Tabell 2. Incidens av urinering och defekering under induktion med isofluran hos
Wistarrdttor premedicinerade med olika likemedel. Virdena anger antal rdttor per
behandlingsgrupp (n=>5), ddr varje individ kunde registreras for hogst ett tillfille av
urinering respektive defekering. Totalt ingick 5 individer i varje behandlingsgrupp.

Acepromazin | Buprenorfin | Midazolam | Tasipimidin | Kontroll
Urinering 3 3 1 2 2
Defekering 0 0 0 0 2

4.4 Beteende vid uppvakning

Under uppvakningen utforde samtliga rittor beteendet “’ligger ner” under minst ett
tillfalle 1 alla behandlingsgrupper. Endast tva rittor utforde beteendet ”gér” och

29 99

putsar ansikte”,

%9 99

ingen ratta utforde beteenden sasom “freeze”, putsar kropp”
samt “grdva”. En ratta frin grupp A 1&g ner under hela den analyserade video-
inspelningen, detta var ej samma rédtta som uppvisade beteendet “excitation”

under induktionen.
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4.4.1 Duration av beteende vid uppvakning

I jamforelse med grupp K uppvisade ingen ldkemedelsgrupp en signifikant
skillnad i duration av beteende “’kryper”, "’ligger ner”, " flyktforsok”, “rear”,
“luktar” och exciterar” (p=0,88-1,00, p=0,96-1,00, p=0,67-1,00, p=0,37-1,00,
p=0,96-1,00 respektive p=0,22—1,00). Medianen av varje registrerat beteendes
duration under uppvakningen presenteras i figur 8.

Median duration beteende uppvak
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Figur 8. Registrerade beteenden under uppvak efter isoflurananestesi hos Wistarrdttor
som givits oral premedicinering med olika likemedel. Stapeldiagram som visar median
och duration i sekunder (s) av registrerade beteenden enligt modifierat etogram efter
Burkholder et al. (2010) och Niel et al. (2006). De olika behandlingsgruppernas (n=>5)
resultat presenteras med olika firgkoder for varje analyserat beteende.

4.4.2 Frekvens av beteenden vid uppvakning

I jamforelse med grupp K uppvisade ingen likemedelsgrupp en signifikant
skillnad 1 frekvens av beteende “kryper”, "ligger ner”, ’flyktforsok™, rear”,
“luktar” och exciterar” (p=0,88-1,00, p=0,11-0,99, p=0,52—1,00, p=0,44-1,00,
p=0,92-0,99 respektive p=0,75-0,96). Medianen av varje beteendes frekvens
under uppvakningen presenteras i figur 9.
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Figur 9. Registrerade beteenden under uppvak efter isoflurananestesi hos Wistarrattor
som givits oral premedicinering med olika likemedel. Stapeldiagram som visar frekvens
av registrerade beteenden enligt modifierat etogram efter Burkholder et al. (2010) och
Niel et al. (2006). De olika behandlingsgruppernas (n=>5) resultat presenteras med olika

firgkoder for varje analyserat beteende.

4.4.3 Urinering och defekering vid uppvakning

Minst en rétta frdn samtliga behandlingsgrupper urinerade under uppvakningen.
Tvé rattor, en frdn grupp A och K, defekerade. Ingen signifikant skillnad 1
urinering eller defekering kunde ses mellan respektive ldkemedelsgrupp och
grupp K (p=0,78-1,00). Frekvens av urinering och defekering i samtliga
behandlingsgrupper under uppvakningen presenteras i tabell 3.

Tabell 3. Incidens av urinering och defekering under uppvak efter isoflurananestesi hos
Wistarrattor oralt premedicinerade med olika likemedel. Virdena anger antal rdttor per
behandlingsgrupp (n=>5), ddr varje individ kunde registreras for hogst ett tillfdlle av
urinering respektive defekering. Totalt ingick 5 individer i varje behandlingsgrupp.

Acepromazin | Buprenorfin | Midazolam | Tasipimidin | Kontroll
Urinering 1 2 2 3 3
Defekering 0 0 1 0 1

4.5 Kortikosteron efter induktion

Samtliga plasmaprover erholl en absorbans med CV % <20. 5 av 25 prover fick
en absorbans mellan standard 1 och standard 2, ett prov fick en absorbans mellan
standard 4 och standard 5 medan absorbansen fran resterande prover méttes
mellan standard 2 och standard 3. Den hégsta nivdn av P-kortikosteron maéttes hos
en av rattorna 1 A-gruppen som intog >90 % av den erbjudna blandningen
innehéllande 15 mg/kg acepromazin.
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Nivéerna av P-kortikosteron mattes till 378 nanomol (nmol)/ml (282-1309
nmol/ml) i grupp A, 384 nmol/ml (205-895 nmol/ml) i grupp B, 214 nmol/ml
(177-273 nmol/ml) i grupp M, 405 nmol/ml (217-568 nmol/ml) i grupp T och
slutligen 345 nmol/ml (308—-901 nmol/ml) 1 grupp K (se figur 10).

Kortikosteronnivaerna i plasma var signifikant ldgre bland rattor i grupp M
jamfort med rattor i grupp K (p=0,03). Ovriga likemedelsgrupper uppvisade
ingen signifikant skillnad i kortikosteronnivéer jamfort med grupp K (p=0,99—
1,00).

1000+

p-kortikosteron (nmol/ml)

Behandling

Figur 10. Nivder av kortikosteron i plasma 10 minuter efter induktion med isofluran hos
Wistarrattor oralt premedicinerade med olika ldkemedel. Laddiagram som visar median
och range av plasmakortikosteron (p-kortikosteron) i nanomol per ml (nmol/ml) per
behandlingsgrupp (n=>5). Jamforelsen genomforde mellan varje behandlingsgrupp och
kontroll med den icke-parametriska Steel’s test, #=statistisk signifikant skillnad (p<0,05).
*=outliers

Nar p-kortikosteron jaimfordes mellan konen kunde statistiskt signifikanta
skillnader ses. Honliga rattor hade signifikant hdgre p-kortikosteron efter
jamforelse med hanliga rattor (p=0,03) (se figur 11).
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Figur 11. Nivder av kortikosteron i plasma 10 minuter efter induktion med isofluran hos
Wistarrdttor oralt premedicinerade med olika ldkemedel. Laddiagram som visar median
och range av plasmakortikosteron (p-kortikosteron) i nanomol per ml (nmol/ml) per
behandlingsgrupp (n=>35) och kon. Jimforelsen genomforde mellan varje behandlings-
grupp och kontroll med den icke-parametriska Steel’s test.

4.6 Kvalité induktion och uppvak

Induktionstid

Induktionstiden uppmiaittes till 120 s (90150 s) for grupp A, 98 s (74-145 s) for
grupp B, 104 s (60—120 s) for grupp M, 80 s (75—144 s) for grupp T och 80 s (80—
150 s) for grupp K. Ingen ldkemedelsgrupp uppvisade en signifikant skillnad 1
induktionstid 1 jamforelse med kontrollgruppen (p=0,81-0,98).

Subjektiv bedomning av induktion

Likt for beteende under induktion, fattades data for subjektiv bedomning av
induktionskvalitén hos en rétta i grupp B till {61jd av misslyckad filminspelning.
En av bedomarna satte betyget 0,00 mm p4 totalt 12 rttor, den andra bedémaren
satte det ldgsta betyget 1,00 mm pa totalt tva rattor. Som hogst satte bedomarna
vérdet 73,00 respektive 81,00 mm pé en och samma rétta frén grupp A.
Medianen uppmattes till 8 mm (1,00—77,00 mm) i grupp A, 6,25 mm (1,00—
22,00 mm) i grupp B, 8,50 mm (0,50—18,75 mm) i grupp M, 2,25 mm (0,75—
13,00 mm) i grupp T samt 23,50 mm (3,00-29,50 mm) i grupp K (se figur 12).
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Ingen ldkemedelsgrupp uppvisade en signifikant skillnad av den subjektiva
beddmningen i jamforelse med grupp K (p 0,23-0,93).
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Figur 12. Score av induktionskvalité med isofluran hos Wistarrdttor oralt pre-
medicinerade med olika ldkemedel. Laddiagram som visar antal millimeter (mm)
baserat d'visuell analog skala (VAS) av subjektiv bedomning per behandlingsgrupp
(n=>5). Jamforelen genomfordes mellan varje behandlingsgrupp och kontroll med den
icke-parametriska Steel’s test. *=outliers

Tid till forsta rérelsen

Raéttor tillhdrande grupp A tenderade att ta langre tid pa sig att utfora forsta
rorelsen (median 272 s, range 153—424s) efter avslutad isoflurantillforsel 1
jamforelse med grupp K (p 0,10). Langst tid till forsta rorelsen registrerades hos
en av rittorna i grupp A. Denna ratta uppvisade heller inte RORR inom 10 min
efter avslutad isoflurantillférsel. I grupp B uppvisade rattorna forsta rorelsen efter
43 5 (30-90 s), 98 s (93—180 s) for grupp M, 80 s (32-254 s) for grupp T samt 82
s (53-240 s) for grupp K. Behandlingsgrupperna B, M och T uppvisade ingen
signifikant skillnad 1 tid till forsta rorelsen 1 jamforelse med grupp K (p=0,34—
0,96). Resultatet i ldddiagram presenteras i figur 13.
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Figur 13. Tid till forsta rérelsen under uppvak efter isoflurananestesi ho Wistarrdttor
oralt premedicinerade med olika likemedel. Ldddiagram som visar tid i sekunder (s) till
forsta rérelsen efter att tillforsel av isofluran (ISO) avbrutits per behandlingsgrupp
(n=35). Jamforelsen genomfordes mellan varje behandlingsgrupp och kontroll med den
icke-parametriska Steel’s test. *=outliers

Tid till RORR

Alla réttor frén samtliga behandlingsgrupper utom en ratta fran grupp A upp-
visade RORR inom 10 min efter avslutad isoflurantillforsel; denna ratta erholl
darfor vardet 600 s inom denna kategori. Det var 4ven denna réatta som erholl det
hogsta virdet p-kortikosteron av samtliga rattor. I grupp A uppvisade rattorna
RORR pé 302 s (165600 s), 76 s (56-92 s) for grupp B, 121 s (114-193 s) for
grupp M, 98 s (62-256 s) i grupp T samt 96 s (81-262 s) i grupp K. Ingen
lakemedelsgrupp uppvisade en signifikant skillnad i tid till RORR 1 jimforelse
med grupp K (p=0,10-0,96).
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Subjektiv bedomning av uppvak

I den subjektiva bedomningen av uppvaket var ena bedémarens légsta score 4,50
mm pa en rétta, den andra bedomarens lagsta betyg var 1,00 mm p4 en annan
ratta. Det hogsta betyget av ena beddmaren var 88,00 mm pa en ratta, den andra
beddmarens hogsta betyg var 96,00 mm pa en annan ratta.

Sammantaget uppmaittes medianen i grupp A till 28,75 mm (12,50—66,25 mm),
30,50 mm (17,50-81,25 mm) 1 grupp B, 35,00 mm (3,50-75,25 mm) 1 grupp M,
24,75 mm (22,25-90,00 mm) i grupp T samt 28,25 mm (9,25-69,25 mm) i grupp
K. Ingen likemedelsgrupp uppvisade en signifikant skillnad i medelvérde av den
subjektiva beddmningen i jimforelse med grupp K (p=0,89-1,00).
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5. Diskussion

Denna studie syftade till att undersoka vilka vanliga anxiolytiska likemedel som
rattor intar utblandade med Nutella™, vilken effekt detta intag har pa vakenhets-
grad efter administrering samt beteende, kvalité och fysiologisk respons under
induktion av och uppvakning efter isoflurananestesi.

Premedicinering och vakenhetsgrad

Ett tydligt resultat &r att acepromazin vid koncentrationen 3,20 mg/ml blandning
verkade minska smakligheten da rattor tvekade intag. I koncentration av 2,80
mg/ml intogs istéllet hela dosen acepromazin tillsammans med Nutella™ inom
1-2 minuter, vilket motsvarar en dosering pa 11,25 mg/kg. Troligtvis hade
rattorna intagit studiens méldos péd 15,00 mg/kg acepromazin om blandningen
erholl en koncentration pd 2,80 mg/ml istéllet for 3,20 mg/ml. Enligt doserings-
rekommendationer av acepromazin till rattor sammanstéllt av Bennett & Lewis
(2022) anges att acepromazin kan administreras intramuskulért eller subkutant 1
doser om 0,50-2,50 mg/kg. Da den enterala biotillgéngligheten av likemedel ofta
ar lagre dn vid parenteral administrering behovs ofta 10 ganger sa stor dos av
acepromazin for oralt bruk jaimfort med injektion pa bland annat hund (Fass
2023; Fass 2022). Samtliga rattor i grupp A intog alltsa en oral dos acepromazin
pa >10 ganger det lagre intervallet av subkutana/intramuskulédra dosrekommenda-
tionen utan synbar effekt pa vakenhetsgraden. Annu finns fi studier som under-
soker vilken oral dosering acepromazin som ger synbart sederande effekt bland
rattor.

Flertalet studier har genomforts dir intag av buprenorfin i granulatformat skett
frivilligt tillsammans med Nutella™ (Abelson ef al. 2012) och flytande med
smaksatt jello (Flecknell ef al. 1999), vilket denna studie visar vara mojligt dven
med flytande buprenorfinlosning i Nutella™. Midazolam i koncentration av ca
1,88 mg/ml verkade ej paverka smakligheten pa blandningen jamfort med
kontrollgruppen. Nutella™ tycks darfor maskera den ldga smakligheten som
rapporterats fran injicerbara midazolamldsningar (Salem ef al. 2015).

Enligt litteraturen ar beteendeférandringarna milda hos friska djur som behand-
lats enbart med midazolam (Posner 2018). I var studie kunde ddremot signifikanta
beteendeforandringar med tydlig ataxi hos tva av fem réattor efter premedikation
observeras hos kliniskt friska individer efter midazolamgiva. Dessa resultat over-
ensstimmer med Franco-Quino ef al. (2021), som dven noterade en sederande
effekt pa kliniskt friska moss efter oral administrering. Daremot ar det viktigt att
notera att beddmning av vakenhetsgrad i denna studie ej genomfordes blindat,
vilket kan ha introducerat observationsbias och paverkat bedomningen av
samtliga behandlingsgrupper.
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For framtida studier rekommenderas vissa justeringar av metodiken i syfte att
oka tillforlitligheten. Beddmning av vakenhetsgrad skulle forslagsvis kunna
utforas av en oberoende bedomare omedveten om administrerat likemedel.
Bedomning skulle ocksé underlittas om individuell kamerainspelning i separat
bur anvéndes for att inte missa viktig information. Rattorna som ingick i studien
la sig gérna 1 grupp och vilade pé varandra, vilket gjorde att den premedicinerade
rattan emellandt hamnade underst och déarfor blev svar att beteendeevaluera.
Diérfor skulle beteendet av en ensam rétta inte paverkas i lika stor grad av
burkamrater som nir denna befinner sig i grupp. Daremot skulle syftet med
minskad stressrelaterad hantering i studien ha gatt forlorad om behandlad rétta
separerats frdn hemburen vilket potentiellt skulle ha paverkat studiens 6vriga
mitningar. I vissa fall premedicinerades endast en ratta i en grupp om fem
individer och tringsel av samtliga rattor forsvarade bdde administrering av
blandning samt mojlighet att utfora beteenden 1 hemburen. Optimalt vore om det
enbart forekom grupper om max tva eller tre individer vid premedicinering.

P-kortikosteron

Samtliga plasmaprover analyserade for kortikosteron uppvisade en godtagbar
CV % <20, vilket innebdr att differensen 1 uppmatt absorption ej dversteg 20 %
mellan de tva provbrunnarna. Nagra prov behdvde analyseras tva gadnger dé dessa
inte hade en godtagbar CV% fran forsta analysen. Enligt tillverkarna paverkas
analysens sensitivitet till hOg grad av att tvétt av brunnar sker korrekt och darfor
valdes maskinell tvittning fore manuell tvéttning. Sker inte tvattningen likadant 1
samtliga brunnar leder det till olika absorbansviarden mellan brunnparen och dér-
for lades extra noggrannhet under den upprepade analysen att samtliga brunnar
var tillrdckligt rena efter den maskinella rengéringen genom att slé ut eventellt
kvarvarande substratldsning flertalet ganger. Ojamn brunntvétt skulle alltsa
mojligtvis kunna vara en felkélla till forsta analysens resultat.

I enstaka plasmaprov uppmattes en absorbans mellan standard 1 och standard
2, vilket innebdr att dessa véarden dr extrapolerade fran en standardkurva.
Extrapolerade virden representerar inte det faktiska vérdet helt och anses dérfor ej
som godtagbara resultat vid diagnostiska métningar. I denna studie syftade
analysen till att jaimfora eventuella skillnader i kortikosteronnivéer mellan olika
behandlingsgrupper och dérfor ligger inte lika mycket vérde vid att fa ut exakta
virden. Dessutom fanns endast en ELISA-platta att tillgé och begréinsat antal
brunnar, dirav reanalyserades inte samtliga prov inom detta standardintervall. Ett
sétt att 1 framtida studier forhindra att detta sker igen &r att minska spiddningen pa
plasmaproverna sé att virdena hamnar mellan hogre standarder.

Signifikanta skillnader i p-kortikosteron mellan kénen kunde i vér studie
observeras dér honorna erh6ll hogre plasmanivaer. Honliga rattor har ofta hogre
nivaer av kortikosteron i blodet jimfort med hanliga rittor bade innan och efter
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stresstimulering (Atkinson & Waddell 1997). Green & McCormick (2016) har i
sin reviewartikel undersokt vilka faktorer som kan ligga bakom dessa skillnader.
Koénshormoner sdsom Ostrogen och aldosteron har stimulerande respektive
hiammande effekter pd HPA-aktivering, vilket skulle férklara den signifikanta
skillnaden som vi i vér studie kan iaktta. For att minska variansen inom en
behandlingsgrupp bor endast ett kon anvédndas 1 framtida studier.

Analysen resulterade i signifikant 14gre nivaer av p-kortikosteron bland rattor
premedicinerade med midazolam jamfort med kontrollgruppen och var ocksé den
behandlingsgrupp som erholl ldgst median av samtliga behandlingsgrupper.
Déaremot kunde forhojda nivéer av p-kortikosteron ses hos alla behandlings-
grupper jamfort med ej stresstimulerade Wistarrattor (Djordjevic et al. 2007),
vilket tyder pé att ndgon form att fysiologisk stressstimulering skedde innan
blodprovet togs. Utifran denna studiedesign gar det inte att avgora huruvida de
forhdjda p-kortikosteronnivaerna kommer fran isofluranexponering, forflyttning
till induktionskammare eller den hantering som kriavdes for att mojliggora
transport till operationsrummet. Darfor gar det ej att dra slutsatsen att oral
administrering av midazolam forhindrat fysiologisk strestressrespons helt,
déremot indikerar resultatet att den givna dosen midazolam kan ha haft viss
himmande effekt pA HPA-axelns aktivering vid stresstimuli.

Absorptionen av midazolam tillsammans med smaklig vehikel paverkas till
stor grad av vehikelns egenskaper, vilket inte tycks ha forhindrats av Nutellans™
sammanséttning i och med signifikanta resultat. pH kan vara en begrénsande
faktor till biotillgédnglighet av midazolam efter oral administrering med vehikel
och ett sinkt pH tenderar att minska upptaget och ddrmed ocksé likemedlets
effekt hos bdde moss och hundar (Zang et al. 2002; Franco-Quino et al. 2021).
Vilken inverkan Nutella™ har pa upptaget av midazolam é&r fortfarande oként.

Beteende och kvalité av induktion

Inget specifikt beteende utfordes signifikant langre eller oftare i ndgon av de olika
grupperna. Under induktionen utforde alla rattor beteendet lukta”, vilket kan
indikera en medvetenhet for doftforandringar i deras ndrmiljd. En rétta frén grupp
A uppvisade tecken pé excitation under uppvaket, vilket eventuellt kan bero pa
extra nervos individ alternativt oonskad effekt av acepromazingivan da samtliga
rattor inducerades med samma isoflurankoncentration och farskgasflode.

Studier som undersokt sméa gnagares aversiva reaktioner pd inhalationsgas har
genomforts 1 Oppna kammare dér individen har haft flyktmdjligheter vid expone-
ring (Leach et al. 2002; Boulanger Bertolus et al. 2015), vilket rattorna 1 vér
studie inte hade. Istillet utfordes beteendet flyktforsok™ som ett sétt att undvika
exponering, vilket tenderade utforas oftare av rattor i kontrollgruppen trots att
ingen signifikant skillnad kunde detekteras. Darfor kan det antas att kontroll-
gruppen kan ha upplevt exponeringen som mer aversiv dn dvriga grupper
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men inga slutsatser om detta pastaende kan dras fran studieresultatet. Kulkarni &
Hickman (2020) kunde notera en dkad aktivitet av rattor som utsitts for aversiva
inhalationsgaser jamfort med kontrollgrupp. Beteenden som ’rear” och “flykt-
forsok” var 1 vér studie de mest utférda beteendena under induktionen och tende-
rade att uppvisas i liknande omfattning da lyft av rittans 6verkropp var nédvéndig
for att na upp till locket med nos/framtassar. Baserat pa observation fran Kulkarni
& Hickman (2020) skulle utforandet av “rear” och "flyktforsok™ alltsd indikera pa
okad aktivitet och ddrmed ocksa 0kad stressrelaterad upplevelse.

Sammantaget resulterade den subjektiva beddmningen i att endast en induktion
fick VAS-score >50,00 mm, alltsa var ovriga rattors induktioner i samtliga be-
handlingsgrupper av bra kvalité. Trots att ingen signifikant skillnad i bedom-
ningen forelag mellan behandlingsgrupperna tenderade kontrollgruppen att erhalla
en samre induktionskvalité i jamforelse med Ovriga grupper, vilket skulle kunna
indikera att premedicinering med samtliga ldkemedel hade en viss forbittrande
effekt pa induktion med isofluran.

Beteende och kvalité av uppvakning

Inte heller under uppvaket kunde nagra statistiskt signifikanta skillnader i
beteende patriffas, men sammantaget tenderade uppvakningarna ha en sdmre
kvalité jamfort med induktionen, baserat pa den subjektiva beddmningen. 19 av
totalt 25 réttor uppvisade tecken pd excitering, vilket &r ett stadie som bor
undvikas hos alla djurslag i syfte att minska skaderisken som det innebér nér
djuret utfor icke frivilliga rorelser.

Risken for att individen hamnar i fas 2 (excitation) under uppvakning dkar om
de anestetiska ladkemedelseffekterna pd CNS avtar langsamt. Chemali et al. (2015)
menar att forlingd uppvakning kan kopplas till 6kad dlder pd ratta pa grund av
Okad kinslighet for anestetikum. I denna studie sovdes rattor i aldrarna 24-26
manader respektive 68 manader med isofluran under 40 min och de éldre
rattorna tog dir langre tid pa sig att terfd medvetandet. Réttor som deltog 1 vér
studie var mellan 3—6 manader gamla och bor enligt Chemali et al. (2015) réknas
som “unga” och ska dérfor inte associeras med forlingd uppvakning kopplat till
enbart alder. Cascella ef al. (2020) menar att forldingd uppvakning dven kan bero
pa bland annat felaktig dosering av benzodiazepiner och opioider i kombination
med metabola brister pA manniskor. Ingen skillnad kunde dock ses 1 frekvens eller
duration av excitation under uppvaket kopplat till foregdende premedicinering hos
rattorna i var studie.

Konklusion

Baserat pa resultat fran denna studie, har midazolam utblandat med Nutella™
visat sig ha potential som en smaklig oral premedicicering till ratta vid
isoflurananestesi med minimal hantering 1 syfte att minska fysiologiskt
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stresspaslag i samband med induktion. Oralt intag av midazolam visade sig bade
ge upphov till signifikant ldgre nivaer av p-kortikosteron efter induktion samt
tydlig sederande effekt.

Okad induktionskvalité tenderade att férekomma i alla grupper som pre-
medicinerats oralt. Ytterligare studier med fler djur och flera olika doser av olika
premedicineringsprotokoll, samt helt oberoende bedomare krivs for att séker-
stdlla om frivilligt oralt intag av premedicinering kan vara anvindbart for att
minska stress i samband med isoflurananestesi.

Ingen statistiskt signifikant skillnad i beteende eller kvalité¢ kunde ses mellan
de olika behandlingsgrupperna under uppvaket. Hog forekomst av excitation
forekom under uppvakning fran isoflurananestesi, som enligt var studies resultat
ej kan kopplas till specifikt premedikament. Ytterligare studier pa faktorer till
postanestetisk excitation och forlangt uppvak pa rétta ar motiverat for 6kad
forstéelse och forbattrad djurvélfird.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Réttan ar ett av de vanligaste djurslagen som anvinds i1 forskningssammanhang.
Forskare och personal som arbetar med djurforsok har en skyldighet enligt
radande EU-direktiv att forbattra studiedesign och hantering av djuren sé att
forsoksprocessen for dessa blir sa stressfri som mojligt. Ett vanligt moment inom
flera olika typer av forsok &r att lagga djuret i narkos. Processen dér djuret gar
frén vaket tillstdnd till medvetsloshet till f6ljd av exponering for sévande léke-
medel kallas for induktion, och dér djuret gar frdn medvetsloshet till vaket till-
stdnd kallas for uppvakning. Ett vanligt sétt att inducera narkos pa sma gnagare ar
att exponera dessa direkt for narkosgas i vaket tillstdnd i en sluten kammare. En
av de mest forekommande narkosgaserna som anviands inom human- och veteri-
niarmedicinen &r isofluran, vilken har en distinkt doft och kan upplevas som
irriterande pa luftvdgarna vid inandning. Studier har visat att sma gnagare som
exponeras for isofluran undviker utrymmen dér gasen forekommer. I de studier
déir sma gnagare inte kan fly undan isofluranexponering har dessa istillet uppvisat
stressrelaterade beteenden. Detta tyder pa att sma gnagare upplever induktion med
isofluran som obehagligt och stressande.

Ett sétt att minska stress och oro vid exponering av isofluran ir att medicinera
djuret med lugnande och angestddmpande 1ikemedel innan induktion. Denna
metod kallas for premedicinering och anvénds flitigt pd veterindrkliniker, men
inte 1 lika stor utstrackning inom forskning. Vanligtvis injiceras premedicine-
ringen under huden eller i en muskel, eller vanligtvis i magen pa rattor. Dock har
det observerats att den fasthillning av smé gnagare som krivs for att kunna inji-
cera likemedel 1 sig sjdlv dr stressande. P4 senare tid har det diskuterats huruvida
medicinering via munnen, genom att blanda ut ldkemedlet med smaklig foda, ér
ett lampligt och stressfritt alternativ till injektion.

Da premedicinering utblandat i smaklig foda potentiellt sett skulle kunna
minska stress bland sma gnagare undersokte denna studie vilka vanliga lugnande
och dngestddmpande ldkemedel som réttor intar utblandat med Nutella™. I denna
studie undersoktes dven om intaget av dessa likemedel via munnen har effekt pé
rattornas beteende och kvalité vid induktion och uppvakning efter isofluran-
narkos. Blodprov togs fran varje ratta efter induktion for att méta hormonet
kortikosteron som normalt stiger vid stress.

Totalt ingick 25 réttor i studien. Dessa delades upp i grupper om fem individer
som premedicinerades med antingen acepromazin, buprenorfin, midazolam eller
tasipimidin. Den femte gruppen behandlades enbart med Nutella™ utblandat med
vatten 1 syfte att jimfora data fran de dvriga grupperna med denna kontrollgrupp.
Acepromazin, buprenorfin, midazolam och tasipimidin verkar alla pa nerv-
systemet pa olika sétt. Acepromazin och midazolam anvinds framst for deras
angestddmpande effekter, medan buprenrofin kan anvindas for att framkalla
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potent smartlindring samt har en lugnande effekt i hoga doser. Tasipimidin
anvinds framst for dess lugnande effekt, men ger dven lite smértlindring. Efter att
rattorna intagit Nutella™ och likemedel/vatten betygsattes rattornas beteende 1-5
var femte minut fram till och med 15 min efter medicinering for rattor som fatt
midazolam, tasipimidin och bara Nutella™. Grupperna som medicinerats med
acepromazin och buprenofin betygsattes var femte minut fram till och med 30 min
efter medicinering dé dessa ldkemedel tar langre tid till effekt enligt litteraturen.
Ju hogre betyg desto tydligare lugnande effekt hade premedicineringen. D4 rattor-
na evaluerades under olika lang tid efter premedicinering sa jamfordes de tre sista
beteendepoingen frin varje rétta.

Varje induktion och uppvakning filminspelades for att i efterhand beteende-
analyseras enligt ett forbestdmt beteendeschema som inkluderar vanliga stress-
relaterade beteenden bland smé gnagare. Aven tva oberoende bedomare med
erfarenhet av narkos pa sma gnagare analyserade varje filminspelning for bedom-
ning av kvalité av bade induktion och uppvakning. Varje rétta lag i narkos under
cirka 15 minuter var och 10 minuter efter induktion togs blodprov frén samtliga
rattor. Tid till medvetsloshet, tid till forsta rérelsen under uppvakningen och tid
till brostldge under uppvakningen registrerades och jamfordes med dvriga
grupper.

Studien visade att acepromazin i koncentrationer om 3,2 mg/ml tenderade att
vara osmaklig for rattor att inta tillsammans med Nutella™, medan ovriga ldke-
medelsblandningar &ts upp inom négra fa minuter. Endast premedikation med
midazolam visade en tydlig lugnande effekt jaimfort med kontrollgruppen. Ingen
skillnad kunde ses 1 vare sig beteende eller kvalité under induktion och uppvak-
ning. Inte heller kunde nagon tydlig skillnad ses mellan grupperna i tid till med-
vetsloshet, tid till forsta rorelsen eller tid till brostldge. Nér nivderna av stress-
hormonet kortikosteron jimfordes mellan grupperna kunde signifikant ldgre
nivéer ses hos de rattor som premedicinerats med midazolam jamfort med
kontrollgruppen.

Studiens resultat indikerar alltsa att midazolam har potential som en smaklig
oral premedicinering till ritta om detta intas tillsammans med Nutella™ innan
anestesiinduktion. Fler studier som inkluderar fler djur och flera olika ldke-
medelsdoser behdver genomforas for att undersoka om oral premedicinering
paverkar beteendet och kvalité av induktion och uppvakning vid gasanestesi.
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Publicering och arkivering

Godkinda sjilvstiandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behover i
sadana fall godkdnna publiceringen. I samband med att du godkénner publicering
kommer SLU dven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan ndrsomhelst aterkalla ditt godkédnnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkénnande sa
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar lankar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

JA, jag har last och godkénner avtalet for publicering samt den
personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

L] NEJ, jag ger inte min tillatelse till att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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