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Abstract

Today many painful procedures in goats are conducted, such as castration
and dehorning. Although the Swedish law states that animals should not be
subjected to unnecessary suffering, there are currently few analgesic drugs
that are approved for goats. Previous studies have shown that the drug
buprenophine, for several reasons, is unsuitable for goats. The purpose of
this study was to investigate whether the drug butorphanol may be an
appropriate drug for goats by measuring different physiological parameters.
The drug is currently approved for pain relief in horses, dogs and cats. In
this thesis, the physiological changes that butorphanol may cause are
investigated. In parallel with this, two other theses were written, one
focused on the kinetics and the other was focusing on behavioral changes in
the goats.

Eight goats, seven months old, not pregnant and not lactating were
randomly assigned to one of two treatments in a so-called "cross-over
design™: saline or butorphanol. The experiment was repeated two weeks
later where the goats were assigned the second treatment. The goats were
acting as its” own positive control. At regular intervals, blood samples were
taken, a total of 12 samples/ goat and test occasion. The blood samples were
analysed for butorphanol and concentrations of cortisol, vasopressin, plasma
proteins and hematocrit.

The results showed that the hematocrit and total plasma protein
concentrations were significantly higher when the goats received
butorphanol, but there were no differences in the concentrations of plasma
cortisol and vasopressin between treatments. However, there were great
individual differences.

In conclusion, the kinetics, physiology and behavior of the goats after
butorphanol administration indicate that butorphanol may be an appropriate
drug and analgesic for goats. However, more studies need to be performed.



Sammanfattning

Idag genomfors manga smartsamma ingrepp pa getter, sa som kastrering
och avhorning. Trots att det i svensk lagstiftning star att djur inte far utséttas
for onodigt lidande finns det idag fa smartlindrande lakemedel som é&r
godkénda till get. Tidigare studier har visat att opioiden buprenorfin &ar
olampligt till getter. Syftet med den har studien var att genom att méata olika
fysiologiska parametrar undersbka om opioiden butorfanol kan vara eller
inte vara ett lampligt medel for getter. Ldkemedlet &r idag godkant som
smartlindring till h&st, hund och katt. | det har examensarbetet har de
fysiologiska fordndringarna som butorfanol kan ha gett upphov till
undersokts. Parallellt med detta har ytterligare tva examensarbeten skrivits,
det ena med fokus pa Kkinetiken och det andra med fokus pa
beteendefdrandringar.

Atta icke dréktiga, icke lakterande getter lottades slumpméssigt ut till en av
tva behandlingar i en sa kallad “cross-over design” koksalt eller butorfanol.
Forsoket upprepades tva veckor senare da getterna fick den andra
behandlingen som de inte fick forsta gangen. Getterna var darmed sin egen
kontroll. Blodprover togs regelbundet, fore och efter butorfanol-
administreringen, respektive koksaltadministreringen och analyserades med
avseende pa butorfanolets kinetik samt hematokrit, plasmaprotein, kortisol
och vasopressin. Vilken behandling djuren fick var under férsoket okant for
de som utférde analyserna.

De fysiologiska resultaten visade att hematokriten och koncentrationen av
totala plasmaproteiner var hogre efter butorfanoladministreringen jamfort
med nar getterna fatt koksalt. Det fanns inga skillnader mellan
behandlingarna i koncentrationerna av kortisol och vasopressin. Resultaten
var forvanande da opiater generellt brukar 6ka koncentrationen av kortisol i
plasma. Getterna reagerade dock ytterst individuellt och vissa individer hade
forhojda nivaer av kortisol.

Sammanfattningsvis tyder resultaten fran studierna i kinetik, fysiologi och
beteende pa att butorfanol under kortvarig smarta kan vara ett lampligt
lakemedel till getter. Dock maste fler studier goras pa bade friska getter och
getter i smarttillstand.



Inledning

Avhorning och kastrering ar vanliga praktiska ingrepp pa djur inom
lantbruket. | Sverige maste ingreppet ske under bedévning och utféras av en
veterindr, undantag éar kastrering av galtkultingar under sju dagar
(Jordbruksverket, 2011). Avhorning &r ett stressfullt och sméartsamt ingrepp
pa killingar och det ar darfor viktigt att anvanda lugnande och
smartlindrande preparat vid avhorning (Alvarez och Gutérrez, 2010).
Dessvarre finns det fa smartlindrande preparat till mindre idisslare. De
vanligaste lugnande och smaértlindrande preparat som anvénds till getter ar
inte alltid godkanda for djurslaget (Taylor, 1991). Detta innebér att de doser
som ges till bland annat getter &r godtyckliga och experimentella och de
bieffekter som kan uppsta ar inte dokumenterade (Taylor, 1991; Carroll et
al., 1998; Staffieri et al,. 2009). De beteendeméssiga och fysiologiska
studier som finns pa idisslare &r ofta inkonsekventa och tar sallan hansyn till
miljo, hantering eller smarta. Det ar darfor viktigt att studier pa till exempel
getter som inte upplever smarta ocksa gors, for att eliminera felkallor i
framtida studier (Carroll et al., 1998).

Butorfanol ar en syntetisk opioid som i strukturen liknar morfin och som
anvéands inom veterinarmedicin. Butorfanol ar godkant som smartlindring
till h&st-, katt- och hunddjur och har en stark agonistisk verkan pa «-
receptorn men #dven pa o-receptorn. Butorfanol har &ven en svag,
antagonistisk verkan pa p-receptorn och anses vara fem till sju ganger
starkare &n morfin (Schnellbacher, 2010). k-, - och o-receptorerna tillhor
gruppen opiat-receptorer och binder till peptiden dynorfin. Dynorfin &r
involverad i kroppens mekanismer for att minska smérta (Purves et al.,
2008). Opiater verkar genom att inhibera den nociceptiva stimulansen i
ryggmaérgens dorsala horn och hindrar supraspinala afferenta vagar. Darmed
minskar frisattningen av neurotransmittorer till ryggmargen (Schnellbacher,
2010). «-receptorerna hdmmar enzymet adenylatcyklas intracellulart vilket
leder till hyperpolarisering i cellmembranet, det vill sdga 6kar membran-
potentialen..Denna hyperpolarisering leder till att nervimpulsen for
overforande av uppatgaende smartvagar hammas (Molin, 2009).

Syftet med den hér studien var att underséka om opioiden butorfanol kan
vara ett lampligt preparat till getter (Capra hircus) genom att méata olika
fysiologiska parametrar. Det har tidigare visat sig att opioiden buprenorfin
ar ett olampligt preparat till get pa grund av kort halveringstid, hammad
idissling samt oroligt beteende (Bohman, 2008; Ingvast-Larsson et al.,
2007)

Parallellt med de fysiologiska analyserna gjordes Kinetik- samt
beteendestudier (se Gustavsson, 2012; Amnesten, 2012).



Bakgrund

Smarta

Smarta kan delas in i tva huvudgrupper; nociceptiv smarta
(vavnadsskadesmarta) och neurogen smarta (nervsmarta). Nociceptiv smarta
stimuleras av nervceller med fria nervandslut med nociceptorer. Dessa
receptorer kan stimuleras av yttre faktorer, s& som mekanisk och/eller
kemisk stimuli eller extrema temperaturer. Denna smérta ar oftast akut och
kan vara ett fysiologiskt svar pa vavnadsskada. Nociceptiv smérta kan i sin
tur delas upp i ytterligare tva grupper; somatisk smarta samt visceral smarta.
Nociceptiv smarta kan med fordel behandlas med primar analgetika sa som
opioider samt icke-steroida antiinflammatoriska och smadrtstillande
ldkemedel (NSAID).

Neurogen smarta beror pa skada pa det centrala eller perifera nervsystemet.
Det paverkade omradet blir oftast kansligare an 6vriga delar och kan &dven
orsaka spontan smarta, till foljd av spontan aktivitet i den skadade nerven
(som hos manniskor kan upplevas som nociceptiv smarta, men som
egentligen ar neurogen). Fantomsmaérta ar ett resultat av neurogen smarta.
Djur kan oftast inte formedla om de upplever neurogen smarta och darfor ar
det svart att veta hur detta paverkar deras valmaende. Neurogen smarta ar
aven svarbehandlad (Hansson, 1997; Sjaastad et al., 2007).

Foérutom smadrtreceptorer &r &ven adrenerga receptorer (alfa (a) och beta
(B)) aktiva vid en smartsituation. Adrenalin och noradrenalin binder
specifikt till dessa receptorer och agerar via intracelluldra mekanismer
(Lawrence, 2005).

| en studie gjord av Alvarez et al. (2009) visades det att lokalbedévning med
lidocain inte hade nagon smartlindrande effekt pa killingar vid avhorning.
Killingarna i forsoket visade beteendeméssiga tecken pa smarta och hade
hdga kortisolvarden. 1 ett annat forsok utfort av Stilwell et al. (2009)
anvande man istéllet Xylazine som lugnande vid avhorning. Xylazine &r ett
vanligt anvant lakemedel till mindre idisslare och fungerar som en agonist
till a ,-receptorn (Dzikiti et al., 2009). Inte heller Stilwell et al. (2009)
kunde pavisa en smartlindrande effekt vid avhorning. Artikelforfattarna i
bade Alvarez och Stilwells studier menar att en kombination av
lokalbeddvning och lugnande medel kan ha en storre smartlindrande effekt,
men att inga tillforlitliga sadana studier finns, da beteende och fysiologi inte
har studerats samtidigt (Alvarez et al., 2009; Stilwell et al., 2009).

Stress och fysiologiska parametrar som matts i denna studie

Da tidigare studier visat att opioider kan orsaka beteendemassiga
forandringar sasom oro och stress (Bohman, 2008; Ingvast-Larsson et al.,
2007) valde vi att tillsammans med butorfanols kinetik och getternas
beteende analysera forandringar i fyra fysiologiska variabler som skulle
kunna forvantas forandras vid butorfanoladministreringen, namligen
plasmakoncentrationerna av kortisol, vasopressin, plasmaprotein samt
hematokrit.

Psykisk paverkan och stress kan vara svart att mata. Oftast leder stress till
en forédndring i beteendet som inte stdmmer Overens med ett forvéntat
beteende i den milj6 djuret befinner sig i, till exempel stereotypier



(McGlone, 1993; Jensen, 2006). Beroende pa kon, art, alder etc. kan
individer reagera olika pa samma stressfaktor (Jensen, 2006).
Beteendeméssiga foradndringar och o©kad aktivitet i det sympatiska
nervsystemet ar dock forvantade reaktioner nér en individ forsoker anpassa
sig till en fysiologisk belastning (McGlone, 1993).

Det finns ingen gemensam definition av vad stress ar (Moberg, 2000) utan
begreppet stress anvands oftast for att forklara en individs fysiologiska och
beteendemaéssiga svar pa en hotfull eller obehaglig situation (Moberg, 2000;
Gregory, 2004; Sjaastad et al., 2007). Enligt Jensen (2006) uppstar stress
nar de normala reaktionsmonstren for att minska pafrestningen hos djuret
inte récker till.

Kroppen reagerar framst pa tva satt vid psykisk paverkan och stress, vilka
bada ofta foljer varandra. Det forsta sittet, aktivering av “Hypothalamus-
pituitary-adrenal axis (HPA-axeln)” innebdr att corticotropin releasing
hormone (CRH) frisatts fran hypotalamus och paverkar hypofysens framlob
att frisdtta adrenocorticotropic hormone (ACTH). CRH spelar &ven en stor
roll nér det galler djurets beteendemassiga reaktion pa stress (Aoyoma et al.,
2008). ACTH stimulerar frisattningen av  glukokortikoider fran
binjurebarken, t ex kortisol. Vid en psykisk eller fysisk belastning 6kar ofta
koncentrationen av kortisol i plasman. Kortisol har ocksa viktiga metabola
funktioner i kroppen. Det 6kar bland annat nedbrytningen av protein och
triglycerider i kroppen, 6kar glukoskoncentrationen i blodplasman, genom
att inhibera glukosanvéndningen i vavnaden samt stimulera upptaget i
hjarnan, och hammar sekretionen av tillvdxthormon. Vid hogre
koncentrationer verkar &ven kortisol antiinflammatoriskt.

Vasopressin bildas i hypotalamus men lagras och utséndras fran hypofysens
baklob. Frisattning av vasopressin har ocksa visat sig stimulera hypofysens
framlob att frisdtta ACTH. En ¢kad vasopressinkoncentration kan déarfor
aven oka kortisolhalten i blodplasma (Aoyama et al., 2008).

Vasopressin eller antidiuretiskt hormon (ADH) som det ocksa Kkallas,
reglerar vatskebalansen i kroppen genom att 6ka aterupptaget av vatten fran
njurarna. En 6kad utsondring av vasopressin kan stimuleras av att volymen
av den extracelluldra vatskan minskar, till exempel vid en kraftig minskning
av blodvolym eller blodtryck. Vasopressin ar ocksa en potent
blodtryckshdjare och frisatts bland annat vid kraftig blédning (Meyer et al.,
1989; Sjaastad et al., 2007).

Det finns fa studier pa hur vasopressin paverkar det centrala nervsystemet
hos idisslare (Aoyama et al., 2008). | en studie dar man undersokte
hormonella férandringar hos idisslare under forlossning fann Hydbring et al.
(1999) att koncentrationerna av vasopressin 6kade markant hos getter under
utdrivningsfasen av killingen, samt hos kvigor som hade svara kalvningar.
Detta indikerar att vasopressin kan ha ett samband med idisslares fysiska
arbete kring forlossning eller sméartupplevelser.

Hypotalamus &r &ven Overordnat det autonoma nervsystemet. Vid
pafrestande situationer stimuleras framforallt det sympatiska nervsystemet.
Ett sympatikuspaslag okar bland annat hjartfrekvens och blodtryck och
stimulerar frisattningen av adrenalin och noradrenalin fran binjureméargen
samt frisatter lagrade erytrocyter (réda blodkroppar) fran mjalten hos de
djurslag som har en mjaltreserv, t ex idisslare (Eriksson et al., 1994). Okad



erytrocytkoncentration i blodet innebdr att hematokriten okar (% rdda
blodkroppar i blodet) vilket kan anvandas som ett indirekt matt pa att
sympatiska nervsystemet &r stimulerat. Hematokriten &r &ven en indikator
for plasmavolymsforandringar. Normalvariationen i hematokrit for getter
ligger mellan 24 — 38 % med ett medelvérde pa 28 % (Sjaastad et al., 2007).

Plasmaproteiner ar proteiner som aterfinns i blodplasman. De flesta
plasmaproteiner produceras och frisatts fran levern. Det vanligaste
plasmaproteinet ar albumin som haller kvar blodplasman i blodkérlen.
Proteinhormoner och antikroppar raknas ocksa till plasmaproteiner men
produceras inte i levern. Vissa plasmaproteiner fungerar som transportorer
av fettlosliga hormoner, fettsyror eller jarn, medan andra fungerar som
koagulanter (Sjaastad et al., 2007). Koncentrationen av plasmaproteiner kan
liksom hematokriten anvandas som ett matt pa plasmavolymsforandringar.
Genom att mata bade hematokrit och plasmaproteinkoncentration samtidigt
kan man separera hematokritforandringar som beror pa mjaltstimulering (da
endast hematokriten okar) och de som beror pa plasmavolymsforandringar
(bdde hematokrit och plasmaproteinkoncentration oOkar parallellt).
Exempelvis kan ett okat blodtryck resultera i att vétska pressas ur
karlbadden och darmed resultera i bade ©Okad hematokrit och
plasmaproteinkoncentration (Eriksson et al., 1994).



Material och metoder

Bade pilotforsoket samt huvudforsoket var godkant av Uppsalas
djurfoérsoksetiska namnd.

Pilotforsok

Ett pilotforsok genomfordes under varen 2011. Syftet var att se vilka
beteendemaéssiga samt fysiologiska forandringar som kunde forvéantas under
huvudforsoket efter administration av butorfanol (Butador vet®,
injektionsvatska innehdllande butorfanol 10 mg/ml; Richter Pharma AG).
Aven dos och injektionsmetod bestamdes utifran de kinetiska och
fysiologiska resultaten fran pilotprojektet. | pilotstudien anvéandes tva getter,
ca 1 ar gamla, icke draktiga och icke lakterande. Dosen bestamdes till 0.1
ml/kg enligt tidigare studier (Caroll et al., 1998). Genom lottning bestamdes
vilken get som skulle fa butorfanol administrerat subkutant och vilken get
som skulle fa butorfanol intravenost. Syftet med intravends administration
var att fa fram en sédker studie av kinetiken da intravenos administrering
snabbare gar ut i blodet. Dock &r en intravends metod ofta mer besvarlig att
anvanda Kliniskt. Blodprov togs med jamna intervall for att kunna méta
hematokrit samt analysera skillnader i halveringstid for butorfanol mellan de
olika administreringsmetoderna. Hematokriten hos bada getterna Gkade
markbart efter det att getterna fatt butorfanol. Daremot sjonk hematokriten
snabbare hos geten som fétt butorfanol subkutant. Aven beteendet hos de
bada getterna forandrades. Geten som fatt intravendst rullade mer med
huvudet och var orolig medan geten som fatt subkutant var lugnare.

Koncentrationen butorfanol i blodet var mindre hos geten som fatt
butorfanol administrerat subkutant an hos geten som fatt butorfanol
intravendst dér butorfanolkoncentrationen minskade drastiskt efter bara tio
minuter (fran 36,5 ng/ml till 16,6 ng/ml). Effekten holl dessutom i sig langre
hos geten som fatt butorfanol subkutant. Efter pilotforsoket beslutades att
dosen skulle dubbleras till 0.2 ml/kg under huvudforsoket da
butorfanolkoncentrationen i plasma var ldg och getterna inte verkade
speciellt paverkade beteendeméssigt. Denna nya butorfanoldos stamde val
overens med de rekommendationer som Taylor (1991) angivit och som &ven
anvandes i studien gjord av Dzikiti et al. (2009).

Huvudforsok

Vid huvudforsoket lottades atta jamngamla hongetter, av rasen Svensk
Lantras, ut slumpmassigt till tva grupper med fyra getter i vardera grupp (i
fortsdttningen refererade som “grupp 17 och grupp 2”). Getterna tillhor
och huseras pa institutionen for anatomi, fysiologi och biokemi pa Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU) i Uppsala. Huvudforsoket utfordes under
oktober manad 2011 under fyra heldagar. De tva grupperna deltog vid tva
forsokstillfallen vardera med tva veckors mellanrum i en sa kallad cross-
over-design.

| varje grupp slumpades tva getter till butorfanolbehandling och tva getter
till behandlingen med koksaltlésning, vilket kan ses i tabell 2 och 3. Varje
get var sin egen kontroll och det var vid forsokstillfallet okant for
personerna som utférde beteendestudien, samt de fysiologiska analyserna
vilken get som fatt koksalt eller butorfanol.



Djuren

Hongetterna var vid forsokets utforande sju manader gamla, icke dréaktiga
eller lakterande och vagde mellan 23 — 34 kg. Getterna var vana vid
manniskor och hade tranats pa att sta i ensambox, att ha bandage runt halsen
samt att bli fasthallna for att efterlikna forsoksdagarna sa mycket som
mojligt. Under forsokstillfallet stod getterna i ensamboxar (1,2 m x 1,5 m)
som angransade till varandra. De kunde se och héra andra getter samt nosa
pa sina narmsta grannar genom boxgallret. Boxarna var forsedda med halm
och fri tillgang till vatten. H6 gavs vid tre tillfallen; morgon (ca kI 07),
middag (ca kI 12) samt kvall (ca kl 15) Getterna stod i samma ordning vid
de bada forsokstillfallena (se figur 1). Nar getterna inte gick i forsok var de
tillsammans i en gruppbox (6,6 m x 12 m) som é&r stroad och miljoberikad.
Getterna hade dar fri tillgang till vatten och utfodrades morgon och kvall.
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Figur 1. Schematisk bild éver boxdesignen for forsokstillfallet. Heldragen
linje representerar galler, cirkel representerar vattenhink och siffran
representerar djuren (se tabell 2) i den ordning de statt vid bada sina
forsokstillfallen.

Forsoksupplagg

Getterna rakades och fick lokalbedévning med hjalp av EMLA (Ointment
lidocaine 25 mg/g, prilocaine 25 mg/g, AstraZeneca, Sodertalje, Sweden)
som fick verka minst en timme innan en permanentkateter sattes i hoger-
eller vanster jugularven. Varje get fick 0.2 ml/kg butorfanol (Butador vet®,
injektionsvatska innehallande butorfanol 10 mg /ml; Richter Pharma AG)
eller motsvarande mangd koksalt (Natriumklorid 9 mg/ml, Frenesius Kabi,
Uppsala, Sverige) administrerat subkutant. Efter tva veckor upprepades
forsoken och de getter som fatt butorfanol fick istéllet koksaltlésning och
vice versa. Genom att anvénda en cross-over-design fungerade getterna som
sin egen kontroll. Tolv blodprov per get togs under forsoksutforandet,
schema kan ses i tabell 1.



Tabell 1. Tidpunkt (min) for blodprovstagning innan och efter
administration av koksalt eller butorfanol. Forsta blodprovet togs ca Kl
09.30 pa forsoksdagen. Administration av koksalt/butorfanol skedde ca ki
10.00 pa forsoksdagen. Sista blodprovet togs mellan kl 08.00 — 09.00 dagen
darpa

Provnummer Tidpunkt (minuter)

-30
-10
5
15
30
60
120
240
360
480
660
12 1260

O ONOOUVHA,WNR

= =
k=]

Vid varje blodprov togs atta ml blod som férdelades i tva stycken fyra ml
EDTA-ror. Till det ena EDTA-r6ret hade 200 pl Trasylol (Aprotinin 10.000
KIE, Bayer Health Care AG Leverkuasen, Tyskland), tillsatts. Dessa ror
anvandes sedan for analys av kortisol och vasopressin da Trasylol hjalper
till att bevara hormonerna stabila i frysen. Ur de andra EDTA-réren som
inte hade Trasylol tillsatt analyserades hematokrit och plasmaprotein samt
butorfanol (Gustavsson, 2012).

Tabell 2. Visar vilken individ i grupp 1 som fick vilken behandling
beroende pa forsokstillfalle (markerat med ett X). Siffran efter djuret, inom
parantes, ar den ordning i vilken de statt i boxarna (Figur 1)

Djur Forsokstillfalle Butorfanol Koksalt
Kiwi (1) 1 X

Guava (2) 1 X
Druva (3) 1 X

Persika (4) 1 X

Kiwi (1) 3 X
Guava (2) 3 X

Druva (3) 3 X
Persika (4) 3 X




Tabell 3. Visar vilken behandling individen i grupp 2 fick beroende pa
forsokstillfalle (markerat med ett X). Siffran efter djuret, inom parantes, ar
den ordning i vilken de statt i boxarna (Figur 1)

Djur Forsokstillfalle Butorfanol Koksalt
Sharon (5) 2 X
Passion (6) 2 X

Mango (7) 2 X

Plommon (8) 2 X
Sharon (5) 4 X

Passion (6) 4 X
Mango (7) 4 X
Plommon (8) 4 X

Analysmetoder

For direktanalys av hematokrit, fylldes blod upp i tva stycken microror/
kapillarror och centrifugerades i fem minuter i en hematokritcentrifug (LIC,
Lars Ljungberg, S- 171 83 Solna/Sweden). Roren avlastes for hand med
hjalp av en hematokrit-avlasare (AIC 1498).

EDTA-roren centrifugerades sedan i 4 °C, 1500 x g, i tjugo minuter i en
Hettichcentrifug (Universal 30 RF). Plasman pipetterades sedan upp i
ellemanror. Totala plasmaproteinkoncentrationen analyserades med hjélp av
en refraktometer (LEICA,TS-meter, Goldberg,Leica Inc.Opical Products
Division,Buffalo,NY,USA). Blodplasman frystes, forst i -20°C under minst
ett dygn och flyttades sedan till - 70°C.

Kortisol analyserades med hjalp av Cortisol ELISA (Ref:RE52061, IBL
Gesellschaft fur immunchemie und immunbiologie MBH, Flughafenstrasse
52a,D.22335 Hamburg, Germany). Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) ar en analysmetod for att mata koncentrationen av ett oként
antigen, i det har fallet plasmakortisol. Metoden bygger pa principen att en
okand koncentration av ett antigen laggs i brunnar tillsammans med en kénd
koncentration antikroppar. | brunnarna finns en antikropp som specifikt
binder till aktuellt antigen, darefter skoljs brunnarna sa att Gverflodigt
antigen som inte bundit till antikroppen forsvinner och den kénda
antikroppen tillsatts. Den kénda antikroppen har ett enzym kopplat till sig
och binder enbart till den priméra antikroppen i brunnen. Det &r enzymet
som sedan ger brunnarna farg och som analyseras i fotometern. Tidigare
anvandes ofta RIA (radio-immuno-assay) for analys av hormoner, men pa
grund av radioaktiviteten har ELISA bdrjat anvandas allt oftare.

Kortisol analyserades enligt bifogad manual med avvikelsen att tva extra
lagre punkter i standardkurvan infordes, 13,8 nmol/l samt 27,6 nmol/l.
Sammanlagt anvéandes fyra Microtiter-plattor (12*8), tackta med anti-
kortisol antikropp (kanin, polyklonal). 20 pl standard, kontroll och prov
tillsattes till varje brunn. For varje behandling analyserades prov 1 — 8 (se
tabell 1) for varje get. Varje prov lades i tva brunnar pa microtiter-plattan
Ett medelvérde av dubbletterna for varje prov och get anvandes for statistisk
analys.

Brunnarna mattes med en fotometer vid 450 nm (Referensvaglangd: 600 —
650 nm) inom tio minuter. Koncentrationen berdknades sedan logaritmiskt i
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ett multicalcprogram. Minsta detekterbara varde var 7,23 nmol/l. Inter assay
var % CV<10 % = 24,76 — 1799 nmol/l. Recovery var 135 %.

Vasopressin analyserades med hjélp av EIA (Enzyme Immuno Assay),
Enzo,Enabling Discovery in Life Science (ca.no.ADI-900-017). Analysen
gjordes enligt medfdljande instruktioner med tillagg av en extra lagre punkt
i standardkurvan; 1,9 pmol/l. Proverna var spadda tva ganger. Precis som
vid kortisolanalysen anvandes prov 1 — 8 for varje get och behandling. Varje
prov lades som dubbletter i microtiter-plattorna och medelvardet mellan
dubbletterna anvéndes till statistisk analys. Minsta detekterbara vérde var
0,42 pmol/l. Inter assay var % CV<10 % = 1,30-154,3 pmol/l. Recovery var
96,9 %.

Hormonanalyserna utférdes av BMA Gunilla Drugge pa institutionen for
anatomi, fysiologi och biokemi.

Statistik

Resultaten fran de olika méatningarna sammanstalldes till ett dokument som
sedan analyserades.

All data analyserades med SAS Software (SAS 2008. Statistical Analysis
Systems. 9.2, SAS Institute, Cary, NC, USA.) Resultaten presenterades som
medelvérden for varje prov + standardfel. Vidare berakningar for att fa fram
signifikanta skillnader inom och mellan behandling gjordes med hjalp av
ANOVA (Mixed procedure). Blodprov 2 valdes ut som kontroll och alla
jamférelser inom behandling gjordes mot detta prov. Den statistiska
modellen som anvandes inkluderade den fixa effekten av prov och den
slumpmaissiga effekten av djur. Signifikansnivén sattes till p < 0,05.
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Resultat

Medelvarden och standardfel for hematokrit, plasmaprotein, kortisol samt
vasopressin for de tva behandlingarna kan ses i figur 2 — 5 nedan. Diagram
for varje parameter och individ kan ses i bilaga 1 — 4.

Hematokrit

Né&r getterna fick butorfanol tenderade hematokriten stiga efter 15 minuter
men Okningen var inte signifikant (P=0.06). Hematokriten var dock
signifikant hogre nar getterna fick butorfanol jamfért med koksalt 15-240
minuter efter administreringen (Figur 2).

40
35
*
*
b= *
§30 /;--;\ © 5--&
g ;---I--.yl \“‘i-‘ N Kontroll
< 1 1 1 1 ‘i = <@= Butorfanol
25
Administration av
butorfanol (0 min)
20

-30 -10 5 15 30 60 120 240 360 480
Tidpunkt for blodprovstagning (min)

Figur 2. Forandringar i hematokrit fore och efter administrering av
butorfanol eller koksalt hos atta getter. Det var inga signifikanta skillnader
inom behandling mot prov 2 efter administrering av koksalt eller butorfanol.
Néar getterna fick butorfanol var hematokriten signifikant hégre an jamfort
med nér de fick koksalt mellan tiderna 15, 30, 60, 120 samt 240 minuter
efter administrering. Signifikans mellan behandlingarna utmérks med *.
Medelvirde = SE. P<0.05.

12



Plasmaprotein

Koncentrationen av totala plasmaproteiner dkade signifikant 15-30 min efter
butorfanoladministrering men inte nér getterna fick koksalt. N&r getterna
fick butorfanol var koncentrationen av plasmaproteiner signifikant hogre 15-
120 minuter efter administrering jamfort med nér de fick koksalt (Figur 3).
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Figur 3. Foréndringar i plasmaprotein fore och efter administrering av
butorfanol eller koksalt hos atta getter. Det var signifikanta skillnader inom
behandling mot prov 2 efter butorfanoladministrering i proverna 4 och 5.
Det fanns ingen signifikans mot prov 2 efter administrering av koksalt. Nar
getterna fick butorfanol var plasmaproteinkoncentrationen signifikant hogre
an jamfort med nar de fick koksalt mellan tiderna 15, 30, 60 samt 120
minuter efter administrering. Signifikans mellan behandlingarna utmarks
med *. Medelvarde + SE. P<0.05.
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Kortisol

Det fanns inga skillnader i kortisolkoncentration inom eller mellan
behandlingar men det foreldag stora individuella skillnader (Figur 4).
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Figur 4. Forandringar i kortisolnivd fore och efter administrering av
butorfanol eller koksalt hos atta getter. Ingen signifikans mot prov 2 inom
respektive behandling kunde hittas. Inte heller signifikans mellan de tva
behandlingarna kunde hittas. Medelvirde + SE. P<0.05.
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Vasopressin

Det foreldg inga skillnader inom eller mellan behandlingar i
vasopressinkoncentrationer under forséket (Figur 5).
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Figur 5. Forandringar i vasopressin fore och efter administrering av
butorfanol eller koksalt hos atta getter. Ingen signifikans mellan prov 2 och
ovriga prov inom respektive behandling kunde hittas. Inte heller signifikans
mellan behandlingarna hittades. Medelvirde + SE. P<0.05.
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Diskussion

| denna studie orsakade butorfanoladministrering hdgre hematokrit och
plasmaproteinkoncentration men inte hdgre kortisol- eller vasopressin-
koncentrationer jamfort med koksaltbehandlingen. Att ingen signifikans
kunde pavisas géllande kortisol eller vasopressin var forvanande med tanke
pa att getterna reagerade beteendemassigt (Amnesten, 2012), men Carroll et
al.  (1998) kunde inte heller finna signifikanta skillnader i
plasmakortisolvérden mellan koksalt- och butorfanolbehandling. En trolig
orsak skulle kunna vara att de starka individuella variationerna i
koncentrationen av kortisol och vasopressin tog bort statistisk signifikans
och att det darfor skulle behdvas ett storre antal djur for att detektera
signifikanta skillnader. Carroll et al. (1998) kunde dock konstatera
signifikans i hjartfrekvens vilket 6verensstdammer med signifikanserna i de
mer sympatikusreglerade variablerna hematokrit och plasmaprotein
(Eriksson et al., 1994). Fox et al. (1998) fann att administration av
butorfanol innan livmodersoperation hos tikar 6kade koncentrationen av
kortisol. Daremot var nivaerna av kortisol signifikant lagre nar butorfanol
administrerades efter operationen. Skillnaden mellan arter tycks vara av stor
betydelse nar det galler butorfanol. En annan mdjlig forklaring till varfor
butorfanol inte paverkade kortisol- eller vasopressinkoncentrationerna kan
bero pa butorfanolets inverkan pa k-receptorerna vilket skiljer sig fran t ex
buprenorfin. D& det finns fa studier gjorda pa receptorernas paverkan
behdver detta dock studeras ndrmare. Da det finns olika typer k-receptorer
ar det mojligt att getter reagerar annorlunda pa butorfanol an andra djurslag.
Det finns aven lite data om hur butorfanol paverkar kortisolkoncentrationen
hos friska djur, vilket har gjort att tidigare studier inte kunnat dra tydliga
slutsatser om butorfanols inverkan.

En intressant observation &r att alla atta getter fick en tydlig topp” i sin
kortisolkurva 120 min efter administrering av butorfanol, oavsett vilken av
de fyra forsoksdagarna geten fick butorfanol respektive koksalt. Aven
vasopressin hade en liknande 6kning hos vissa getter vid samma tidpunkt.
Toppen kan bero pa att getterna utfodrades vid detta tillfalle. Nagra av
getterna fick aven en 6kning i hematokrit och, plasmaprotein men da vid
360 minuter efter att de fatt butorfanol. Forandringarna kunde till viss del
korreleras till beteendeférandringar vid samma tidpunkter, dd man kan
utlasa att getterna var betydligt mer aktiva genom att std/ga eller ata/plocka
med foder. Tittar man pé individkurvorna fran beteendestudien kan man
dven se att nagra getter fortfarande verkade vara paverkade av butorfanolet
genom att de var valdigt oroliga och aktiva (Amnesten, 2012). Bland
individkurvorna kan man aven se att de individer som reagerat starkt pa
butorfanol dven tycks ha paverkat sina grannar. Tittar man till exempel pa
Druva och Persika (som stod bredvid varandra) kan man se att hematokriten
pa Druva, da hon fatt koksalt, toppar samtidigt som Persikas hematokrit, da
Persika fatt butorfanol. Man kan dven gora liknande jamforelser i
vasopressin mellan Guava och Kiwi samt Guava och Druva, dar Guavas
vasopressinkoncentrationer ligger valdigt hogt. Aven om det inte finns
beldgg for att olika parametrar ska folja varandra kan man se vissa tendenser
hos olika individer. Jamfor man varje individs reaktion mellan de olika
parametrarna kan man se att generellt foljer hematokrit och plasmaprotein
varandra. Bland vissa individer kunde man se ett liknande samband for
kortisol och vasopressin, eller mellan alla fyra parametrar, medan andra

16



individer inte tycks ha nagot samband mellan parametrarna éver huvud taget
(se bilagan).

Det tycks finnas ett samband mellan getternas beteende och forandringar i
hematokrit och plasmaproteinkoncentration. Nivaerna var som hogst da det
var som stokigast i stallet, vilket det oftast var precis nar getterna fatt
butorfanol. Nagra getter reagerade beteendeméssigt valdigt starkt, men trots
detta ar deras nivaer av kortisol och/eller vasopressin inte sa hoga (for
beteende se Amnesten, 2012). Druva, Mango och Kiwi hade i bérjan
véldigt hdga varden av butorfanol i blodet. Ungeféar samtidigt var dven deras
hematokrit, plasmaprotein- och vasopressinkoncentration hdg, déremot var
kortisolnivaerna laga. Passion hade relativt lag koncentration av butorfanol i
blodet, hon hade dock hdga nivaer av hematokrit, plasmaprotein-, kortisol-
samt vasopressinkoncentration. Aven Sharon hade Iag koncentration av
butorfanol men hematokriten och plasmaproteinkoncentrationen var dock
relativt hdga men dven ganska stabila, daremot hade hon laga nivaer av bade
kortisol och vasopressin. Risken for stora felkéllor géllande analyserna
bedémer jag som liten. Tveksamma resultat vid avlasningen av hematokrit
och plasmaproteinkoncentration har avlasts av tvd personer. Vid
hematokritanalysen anvandes ett medelvarde mellan tva rér fran samma
blodprov. Om det fanns en skillnad pa mer an 2% mellan de tva roren stroks
det minst troliga roret, alternativt gjordes analysen av blodprovet om. Detta
hande dock endast en gang. Aven hormonanalyserna var tillforlitliga och
utforda av en erfaren biomedicinsk analytiker. Den stora individuella
variationen gor att det &r svart att veta hur butorfanol paverkar fysiologin.
Enligt ett forsok gjort av Aoyama et al. (2008) fanns det ett samband mellan
beteende och kortisolnivaer, en hog koncentration av kortisol gav en stark
beteendeforandring. Trots detta finns det inget stod i denna studie att sa ar
fallet. Det skulle dock behdvas fler butorfanolstudier, dels pa friska getter
for att se hur substansen paverkar k-receptorerna, men dven pa getter i
smarttillstdnd for att undersoka vilken smartlindrande effekt det har da det
visat sig att getter reagerar annorlunda an de djurslag till vilka butorfanol ar
godkant. Aven studier pa tolerans skulle kunna vara aktuellt.

Det ar vildigt intressant att en sd homogen grupp med getter kan uppvisa sa
stora individuella skillnader i hormonkoncentrationer, bade basalt och vid
administrering av butorfanol men vad detta kan bero pa far vidare studier
utvisa.

Slutsats

Av de resultat som framkommit i kinetik, beteende och fysiologi tycks
butorfanol ha liten negativ inverkan pa friska getter, vilket skulle kunna géra
det lampligt som lakemedel for smartlindring till getter under en kort period.
Ytterligare studier krédvs dock for att studera lakemedlets smartlindrande
effekter hos getter som har ont.
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Bilaga 2

Individkurvor for koncentration av totala plasmaprotein.
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Bilaga 3
Individkurvor for koncentration av kortisol.
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Bilaga 4

Individkurvor for koncentration av vasopressin.
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