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SAMMANFATTNING

Det finns en utbredd radsla for skott och andra hoga ljud, daribland fyrverkerier, hos vara
hundar och manga behandlar sina djur med receptbelagda ldkemedel for att underlatta den
stressfyllda situationen. Vid sidan av dessa ldkemedel, med kanda biverkningar, finns preparat
som saljs receptfritt i handeln. Zylkene® &r en produkt som utvecklats av foretaget MSD
Animal Health och innehaller trypsinhydrolyserat bovint asl-kasein. Utvecklaren
rekommenderar anvandning av Zylkene® vid situationer som upplevs som stress- och
angestfyllda for hundar och katter, daribland fyrverkerier. Tidigare forskning har visat pa
goda stresshammande effekter av preparatet hos saval manniskor, rattor, katter och i en
beteendestudie p& hundar. Forskningen pa Zylkenes® effekt p& hundar ar knapphandig och
ingen fysiologisk studie har annu gjorts. Malet med denna pilotstudie ar att undersoka om
behandling med Zylkene® ger effekter pa beteende och fysiologi, som kan sattas i relation till
en lagre stressniva, hos skottradda hundar som utsatts for skott. Kan en sadan effekt pavisas sa
kan Zylkene® i hogre grad rekommenderas till djuragare, som alternativ till receptbelagda
lakemedel.

Var studie innefattade 2 intakta hanhundar av rasen Collie. Hundarna var 4,5-6 ar, vagde
27,5-28,0 kg och bedomdes vara skottradda av sina dgare. Varje hund genomgick tva forsok,
ett med Zylkene® och ett med Placebo (Maltodextrin). Studien var trippelblindad och
randomiserad avseende vilken hund som bérjade med vilken behandling. Hundarna intog 450
mg Zylkene® eller placebo kvéllen innan forsoksdagen, och ytterligare 450 mg Zylkene®
eller placebo pa morgonen pa forsoksdagen. Efter veterinarundersokning applicerades en
permanentkanyl i frambenet och blodprov togs 30 min och 15 min innan skott. Ett skott
avfyrades med signalpistol, 50 m fran och utom synhall fran hunden. Nya blodprover togs 5,
15, 30, 45, 60, 90 och 120 min efter skott. Blodproverna analyserades avseende hematokrit
och kortisol. Urinkortisol/kreatininkvot mattes fran urinprov taget kvallen innan forsok,
morgonen pa forsoksdagen, innan skott och efter forsokets avslut (ca 120 min efter skott).
Momentan- och frekvensregistrering avseende ett flertal fordefinierade beteenden gjordes per
minut, fran 10 min innan skott och upp till 120 min efter skott.

Bada hundarna visade tydliga stressreaktioner efter att skott avfyrats i respektive forsok. Hos
Hund A registrerades nagot hogre hematokrit, men en lagre kortisolhalt i plasma och lagre
kortisol/kreatininkvot i urin, under forséket med Zylkene®, jamfort med Placebo. Hund A
visade en hogre andel stdende efter skott, under behandling med Zylkene®, och en hogre andel
liggande under behandling med Placebo. Kontaktsokande hos dgarna och oralt beteende i
form av slickning var hogre hos Hund A under behandling med Zylkene®, jamfért med
Placebo. Hos Hund B registrerades hogre hematokrit, kortisolhalt i plasma och
kortisol/kreatininkvot i urin, under forsok med Zylkene®, jamfért med Placebo. Medan
hematokriten, efter den initiala hojningen, sedan sakta sjonk, sa fortsatte kortisolhalten i
plasma vara kraftigt férhojd under hela forsoksperioden efter skott. Hund B visade en hog
andel hassjning, och skakade i 100 % av registreringarna efter skott, under behandling med
Zylkene®. Vidare sokte Hund B mer kontakt hos &garen under behandling med Placebo,
medan frekvensen orala beteenden i form av slickning var hogre under behandling med



Zylkene®. Sammanvags fysiologi och beteende blir slutsatsen att Hund A tenderade ha en
hégre stressnivd under behandling med Placebo, jamfort med Zylkene®, och Hund B
tenderade ha en hogre stressniva under behandling med Zylkene®, jamfért med Placebo.

Den hér studien visar ett resultat som stoder, och ett resultat som inte stoder den
stresshammande effekten av Zylkene® hos hund. P& grund av det Iaga antalet deltagande
hundar &r det dock inte méjligt att dra generella slutsatser om effekten av Zylkene®. Hundarna
som ingick i studien bedomdes bada vara mest stressade i det andra forsoket de genomgick.
Fragan ar darfor om forsoksordningen hade storre betydelse for resultaten &n vilken
behandling som hundarna tillskrevs. Den vetenskapliga litteraturen om Zylkenes® paverkan
pa hundar ar dock inte tillracklig for att veterinarer evidensbaserat ska kunna rekommendera
dess anvandning till djuragare. Det kravs darfor ytterligare studier pa ett storre antal hundar av
fler raser for att klargora huruvida Zylkene® besitter en faktisk stresshammande effekt hos
ljudréadda hundar eller ej.



SUMMARY

Fearfulness of gun shots and loud noises, including fireworks, in dogs is widely spread and a
lot of owners treat their dogs with prescription drugs to ease the stressful situation. Alongside
these drugs, with known side effects, are preparations that are sold without a prescription.
Zylkene® is a product developed by the company MSD Animal Health and contains a tryptic
hydrolysate from bovine as1-casein. The developer recommends using Zylkene® in situations
that are perceived as stressful and cause anxiety for dogs and cats, including fireworks.
Previous research has shown good stress reducing effects in humans, rats, cats and in one
behavioural study in dogs. Research on the effect of Zylkene® on dogs is scant and no
physiological study has yet been made. The goal with this pilot study is to investigate whether
treatment with Zylkene® produces effects on behaviour and physiology, which may be related
to a lower stress level, in dogs fearful of gunshots when they are exposed to gunshots. If such
an effect can be demonstrated, then Zylkene® can be recommended to owners, to a higher
degree, as an alternative to prescription drugs.

Our study included two intact male dogs of the breed Collie. The dogs were 4.5-6 years,
weighing 27.5-28.0 kilograms and were by their owners considered to be fearful of gunshots.
Each dog underwent two trials, one with Zylkene® and one with Placebo (Maltodextrin). The
study was triple blinded and randomized on which dog started with which treatment. The dogs
were given 450 mg Zylkene® or Placebo the evening before the test day, and an additional
450 mg Zylkene® or Placebo in the morning on the day of the experiment. After a veterinary
examination a permanent cannula was applied in the front leg of the dog, and blood samples
were collected 30 minutes and 15 minutes before the shot was fired. A shot was fired with a
signal pistol, 50 meters from, and out of sight of, the dog. New blood samples were taken 5,
15, 30, 45, 60, 90 and 120 minutes after the shot. The blood samples were analyzed for
hematocrit and cortisol. Urinary cortisol/creatinine ratios were measured from urine samples
collected the night before the trial, the morning of the test day, before the shot and after the
experiment finished (about 120 minutes after the shot). Instantaneous and frequency recording
of a number of predefined behaviours were made per minute, 10 minutes before the shot and
up to 120 minutes after the shot.

Both dogs showed clear stress reactions after the shot in each trial. For Dog A we recorded
slightly higher hematocrit, but a lower cortisol level in plasma and a lower cortisol/creatinine
ratio in urine, during treatment with Zylkene®, compared with treatment with Placebo. Dog A
showed a higher proportion of standing after the shot, while taking Zylkene®, and a higher
proportion of lying down during treatment with Placebo. Contact behaviour with the owner,
and oral behaviour in the form of lip licking, was higher in Dog A during treatment with
Zylkene®, compared with treatment with Placebo. In Dog B we recorded a higher hematocrit,
cortisol level in plasma and cortisol/creatinine ratio in urine, during treatment with Zylkene®,
compared to treatment with Placebo. While the hematocrit, after the initial rise, then slowly
declined, the cortisol level in plasma continued to be elevated throughout the whole
experimental period after the shot. Dog B showed a high percentage panting and shivered in
100 % of the recording after the shot, when taking Zylkene®. Furthermore Dog B searched



more contact with his owner during treatment with Placebo, while the frequency of oral
behaviours in the form of lip licking was higher during treatment with Zylkene®. If we
combine physiology and behaviour, we reach the conclusion that Dog A tended to have a
higher stress level during treatment with Placebo, compared to treatment with Zylkene®, and
Dog B tended to have a higher stress lever during treatment with Zylkene®, compared to
treatment with Placebo.

This study shows one result that support, and one result that does not support, the stress
inhibitory effect of Zylkene® on dogs. Because of the low number of participating dogs, it is
not possible to draw general conclusions about the effect of Zylkene®. The dogs in the study
were both assessed to be most stressed in the second experiment they underwent. It could
therefore be argued that the trial schedule had a greater impact on the results than the
treatment that the dogs were given. The scientific literature on the effects of Zylkenes® on
dogs is not sufficient for veterinarians to give owners an evidence-based recommendation
whether they should use Zylkene® or not. It requires further studies on a larger number of
dogs of several breeds to clarify whether Zylkene® possesses an actual stress inhibitory effect
on dogs fearful of gunshots, or not.



INLEDNING

Radsla for hoga ljud hos hundar i samhallet &r ett utbrett och allvarligt problem. Blackwell et
al. (2005) visade i en engelsk studie att 49 % av de tillfragade djuragarna upplevde att hdga
ljud orsakade radsla och obehag hos deras hund. Av dessa var 83 % radda for fyrverkerier, 65
% for aska och 30 % for skott. | en internationell studie visade Limura et al (2007) att utav
3500 tillfragade hundagare bedémde 2577 &gare (74 %) sin hund som ljudkénslig. Av dessa
var 838 (33 %) hundar radda for fyrverkerier, 817 (32 %) radda for aska och 430 (17 %) radda
for skott. Gemensamt for bada studierna &r att en stor del av de deltagande hundarna visade
radslereaktioner for ljud och att de vanligaste stimulin var fyrverkerier, aska och skott i
fallande omfattning.

| Sverige ar det framst vid Nyarsafton som vara séllskapsdjur utsétts for en av de mest
omdiskuterade potentiellt radsleorsakande ljuden, dvs. ljud fran fyrverkerier. Manga djuragare
soker sig till veterinarer for att fa lugnande medel utskrivna till sina djur. Pa
Universitetsdjursjukhusets (UDS) i Uppsala &ar policyn att ldmna ut Nozinan
(Levomepromazin) till djuragare som soker hjalp infor nyarsfirandet (Rohdin, 2012). Detta
gors efter klinisk undersokning av djuret i fraga. Nozinan &r avsett for humant bruk, men kan
anvandas pa djur for den angestdampande effekten. Enligt Sherman et al. (2008) kan aven
Diazepam (Stesolid) och Acepromazin (Plegicil) anvandas vid ljudrédsla hos hund. Detta ar
effektiva mediciner men for dven med sig en hel del bieffekter och ar dven kontraindicerade
att anvanda hos vissa djur. Manniskor behandlade med Nozinan kan erfara yrsel, skakningar,
blodtrycksfall, forstoppning, gulsot, blodproppar och det paverkar dven blodsockret vilket
innebdr att manniskor med diabetes ej kan nyttja behandlingen (FASS, 2012a). Plegicil kan ge
blodtrycksfall och &r saledes inte ett alternativ for sallskapsdjur med hjartproblematik (FASS,
2012b). Stesolid kan bland annat ge dasighet, yrsel och huvudvark, det interagerar med flera
lakemedel och ska anvéndas med forsiktighet vid nedsatt lever- eller njurfunktion (FASS,
2012c).

Blackwell et al. (2005) visade att endast en minoritet av hundar som i tidig alder varit radda
for fyrverkerier, i senare alder inte langre var det. Av detta kan slutsatsen dras att problem
med ljudradsla inte & nagot som spontant forsvinner hos djuret, utan att nagon form av
behandling kravs for att hjalpa hunden reducera sin radsla. Av de radda hundarna var det bara
29 % av djurdgarana som hade sokt hjalp for hundens rédsla, majoriteten av dessa hade vant
sig till sin veterindr (Blackwell et al., 2005). Vilken behandling de rekommenderats
framkommer ej i artikeln. Behandlingar mot ljudradsla som finns att tillgd, bortsett fran
receptbelagda lakemedel, &r bland annat habituering med hjalp av CD-skiva (Compact Disc)
med inspelade fyrverkeri-, ask- och skottljud. I handeln finns dven ett receptfritt preparat som
heter DAP (Dog Appeasing Pheromone) som &r en syntetisk motsvarighet till ett lugnande
feromon hos hundar (Sherman et al., 2008).

Mijolk ar ett livsmedel som inte bara &r naringsrikt, utan aven innehaller bioaktiva proteiner
som har en farmakologisk verkan pa kroppen (Meisel, 1997; Silva et al., 2005; Rutherfurd-
Markwick et al., 2005). Flera peptider som uppstar vid nedbrytning av mjolkproteiner ar



bioaktiva och dessa har visat sig ha en mangd olika effekter sasom opioida
agonister/antagonister, ACE-hdmmare (Angiotensin Converting Enzyme),
immunomodulerande, antimikrobiella, antitrombotiska och mineralbindande effekter (Meisel,
1997; Silva et al., 2005; Rutherfurd-Markwick et al., 2005). Zylkene® ar en produkt som har
utvecklats av foretaget MSD Animal Health och distribueras i Sverige av Intervet AB. Det ar
ett kompletteringsfoder som innehaller trypsinhydrolyserat bovint ag;-kasein, ett protein som
utvinns ur komjolk. FDA (Food and Drug Administration) har klassificerat Zylkenes®
motsvarighet for manniskor (Lactium™) som GRAS (Generally Recognized As Safe) och
kategoriserat det som mat (FDA 2004). Indikationer for Zylkenes® anvandande &r enligt
utvecklaren situationer for hundar och katter som upplevs som obehagliga, t.ex. nya miljoer,
flytt, nya manniskor, fyrverkerier och transporter. Preparatet sdljs receptfritt hos saval
veterindrer som apotek och djurbutiker.

Att anvanda sig av olika preparat for att behandla sin hunds radsla kan hos vissa upplevas som
fel vag att ga, eftersom man egentligen bara behandlar symtomen och inte sjalva problemet.
Pga. problemets komplexitet kan detta dock i manga fall vara det mest kostnadseffektiva for
alla parter. Beaver (1999) skriver att 87 % av hundar med Iljudfobi &ven hade
separationsangest och att hundar med separationsangest till 63 % &ven hade generell ljudfobi
och 52 % askfobi. Vidare skriver Beaver (1999) att det &r 90 % risk att en hund med askfobi
aven ar ljudfobisk, samt att en ljudfobisk hund till 76 % risk aven har askfobi. Sammantaget
innebér detta att en hund som djurdgaren tror endast &r radd for skott, t.ex., &ven kan ha en
generell ljudradsla eller radsla for andra specifika ljud, samt separationsangest. Alla dessa
enskilda, men samhdrande, problem spelar in vid val och genomférande av behandling och
det kan da vara valdigt energikravande att genom beteendeterapi habituera t.ex. skott, nar
hunden aven kan vara radd for t.ex. aska och samtidigt lida av separationsangest.

Det har gjorts beteende- och fysiologiska studier pa manniska som visat pa goda
stresshammande effekter hos Zylkene® (Kim et al., 2007; Messaoudi et al., 2004; Saint-
Hilaire et al., 2009). Det har aven gjorts beteendestudier pa ratta (Miclo et al., 2001; Guesdon
et al., 2005; Violle et al., 2006), katt (Beata et al., 2007b) och hund (Beata et al., 2007a), men
annu har det inte gjorts nagra studier som Kartlagt vilka fysiologiska effekter preparatet
orsakar i djurstudier.



LITTERATURGENOMGANG
Zylkene®
Innehall och verksamt amne

Att det bovina os-kaseinet i Zylkene® ar trypsinhydrolyserat innebar att produkten innehaller
en mangd olika polypeptider, oligopeptider och aminosyror. In vitro har studier visat att det ar
aminosyrasekvens 91-100 (Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-GIn-Leu-Leu-Arg) hos den langre
peptiden as;-kasein som &r den aktiva komponenten i peptonet, denna bendmns a-casozepine
eller os-CN-(f91-100). Studier in vivo har visat samma grad av effekt pa rattor som
genomgick “"Conditioned Defensive Burying test” (CBD) efter att antingen fatt Diazepam (1
mg/kg), ag-kasein trypsinhydrolysat (3 mg/kg) eller rent asl-CN-(f91-100) (0,4 mg/kQg)
intraperitoniellt (i.p.). 0s1-CN-(f91-100) har vidare visat sig konkurrera med Flunitrazepam
om GABAa-receptorns bindningsdel for bensodiazepiner vid biokemisk analys. Det var
endast denna peptid i ag-kasein trypsinhydrolysatet som hade affinitet till GABAa-receptorn
och affiniteten beréknades, in vitro, vara 10 000 ganger langre &n den for Diazepam. Eftersom
as1-CN-(f91-100) var den enda peptiden i hydrolysatet som hade affinitet till GABAa-
receptorn, samt att behandling med rent os;-CN-(f91-100) jamfort med ag-kasein hydrolysat
gav samma grad av effekt som Diazepam, drar forfattarna slutsatsen att os-CN-(f91-100) star
for hela hydrolysatets angestdampande effekt (Miclo et al., 2001). Den bensodiazepin-
liknande effekten hos as;-CN-(f91-100), och dess affinitet till GABAa-receptorn, stéds vidare
av den molekylara strukturen hos as;-CN-(f91-100) som paminner om strukturen hos
bensodiazepinagonister (Lecouvey et al., 1997). Att det ar just GABAa-receptorn som o;-
CN-(f91-100) utdvar sin effekt pa starker vidare den pastadda stresshammande effekt av
Zylkene® d& agonister till GABAa-receptorn forandrar djurets beteende och verkar
angestminskande och sederande i olika grad (Luddens et al., 1995) och GABAa-receptor-
komplexet spelar en stor roll vid farmakologin, neurokemin och fysiopatologin vid stress och
angest hos djur (Biggio et al., 1990).

Mojlighet for upptag och verkan

In vitro studier har visat att as1-CN-(f91-100) har motstandskraft mot den proteolytiska
processen i magtarmkanalen hos manniska (Cakir-Kiefer et al., 2011). Forfattarna anvande sig
av Pepsin, Chymotrypsin/trypsin och Corolase PP (extrakt av enzymer som liknar
forhallanden av proteolytiska enzymer i magsacken) i olika kombinationer och
miljoforhallanden for att skapa effekten av normal digestion av as-CN-(f91-100). | alla
kombinationer aterfanns fragment 91-97 av og-kasein (as-CN-(f91-97)) i signifikanta
méangder. Effekten hos og-CN-(f91-97) utvarderades sedan jamfort med os;-CN-(f91-100)
och Diazepam hos rattor i olika stressmodeller och visade pa en jamforbar effekt mellan de
olika preparaten (Cakir-Kiefer et al., 2011). Hos manniskor har studier pavisat att personer
som intagit mjolkprodukter har peptider, med ursprung fran bland annat os;-kasein, pa upp till
24 aminosyror i blodomloppet, vilket innebar att langre peptider kan ta sig 6ver tarmvéggen
och vidare till blodet (Chabance et al., 1998). Glykopeptider pa upp till 17 aminosyror har i in
vivo studier pa moss visat sig ta sig Over blod-hjarn-barriaren (Egleton et al., 2004).
Sammantaget innebdr detta att oralt intag av ag;-kasein trypsinhydrolysat har en méjlighet att



motsta nedbrytning i magtarmkanalen, transporteras Gver tarmvaggen till blodet och sedan
over blod-hjarn-barriaren for att utéva sin effekt pa GABAa-receptorn.

Effekt hos daggdjur

Det har gjorts flera studier pa rattor for att undersoka effekten av as;-kasein trypsinhydrolysat.
Violle et al. (2006) visade i ett forsok att ag;-kasein trypsinhydrolysat (15 mg/kg) oralt var den
lagsta effektiva dosen av preparatet for att minska stressen hos forsoksrattor i CBD. Vidare
visade de att ag-kasein trypsinhydrolysat (15 mg/kg) oralt var jamforbart med Diazepam (3
mg/kg) oralt i flertalet parametrar som visade pa mindre stress och angest i CBD och
”Elevated plus-maze” (EPM). Dock var det flera parametrar som ag;-kasein trypsinhydrolysat
inte gav effekt pa, medan Diazepam gjorde det. Av detta resultat drar forfattarna slutsatsen att
behandling med og-kasein trypsinhydrolysat har samma potens som angestdampare som
Diazepam, men att os;-kasein trypsinhydrolysat har en annan beteende- och farmakologisk
profil an Diazepam.

Miclo et al. (2001) visade att i.p. administration med Diazepam (2 mg/kg) hade jamforbara
resultat med i.p. administration med as;-kasein trypsinhydrolysat (3 mg/kg) hos rattor i EPM.
Miclo et al. (2001) visade aven, som tidigare ndmnts, med forsok i CBD att i.p. administration
med og-kasein trypsinhydrolysat (3 mg/kg) och i.p. administration av rent as;-CN-(f91-100)
(0.4 mg/kg) gav jamforbara resultat med i.p. administration med Diazepam (1 mg/kg) hos
rattor. Vidare visade Miclo et al. (2001) att as1-kasein trypsinhydrolysat (3 mg/kg) i.p. hade
en kramphammande effekt nar forsoksrattor utsattes for neurologiska anfall med hjalp av
Pentylenetetrazole. Guesdon et al. (2006) visade att rattor som utsattses for kronisk stress och
samtidigt fick os;-kasein trypsinhydrolysat (15 mg/kg) oralt behdll sin normala somn jamfort
med kontrollgruppen som fick signifikant kortare total somn tid samt kortare tid djupsomn
(Slow Wave Sleep). Gruppen som fatt og;-kasein trypsinhydrolysat 6kade dessutom sin REM-
somn (dromsoémn) jamfort med kontrollgruppen. Sammantaget tyder detta pa en forbattrad
stresshantering hos den grupp som fatt as;-kasein trypsinhydrolysat.

| en studie pa katter med social fobi visade att behandling med as;-kasein trypsinhydrolysat
(15mg/kg) oralt intag dagligen i 56 dagar gjorde att katter som tidigare haft grava
beteendeproblem sokte kontakt med bada kénda och okanda méanniskor, och aven visade
forbattringar 1 beteenden associerade med fobin (Beata et al., 2007a). Foérfattarna i denna
studie definierade social fobi hos katt genom en situation dar katten i fraga avlagsnar sig nar
en manniska eller annan katt antrar rummet dar katten befinner sig, och katten uttrycker
aggression eller “tecken som associeras med autonom aktivitet”. Katterna i studien bedémdes
enligt en skala som innefattade kontakttolerans och aggression mot kénda och okéanda
manniskor, samt andra radslor och, som forfattarna formulerar det, stressrelaterade autonoma
tecken.

as1-kasein trypsinhydrolysat (1000 mg dagligen) har &ven visat sig ge positiva effekter pa
hanterbarhet och tréaning hos shetlandsponnyer som fotts och vuxit upp under flockliknande
miljo och sociala forhallanden med begransad méansklig hantering (McDonnel et al., 2012).



Effekt hos manniskor

Hos manniskor har trypsinhydrolyserat agi-kasein undersokts genom att forsokspersoner fatt
genomga tva olika stressmodeller for manniskor. De tva modellerna som anvénts ar ”Stroop
test” (ST) dar forsokspersonen genomgar mental stress och ”Cold Pressor test” (CPT) dar
forsokspersonen genomgar fysisk stress. | ST far forsokspersonen sitta framfor en datorskarm
dar ord i olika farger dok upp och dar féargen ibland Overensstimde med ordet.
Forsokspersonen skulle trycka pa en knapp om fargen matchade ordet och pa en annan knapp
om fargen inte matchade ordet. Orden dok upp snabbare och snabbare pa skarmen och vid fel
tryck hordes en ljudsignal. I CPT fick forsokspersonen halla htger hand upp till handleden i
2-gradigt vatten i 5 minuter.

Manniskor som fatt os-kasein trypsinhydrolysat (200 mg/dag) oralt i 3 dagar och darefter fatt
genomga forst ST och efter 30 minuters vila CPT hade signifikant lagre blodtryck (systoliskt
och diastoliskt) genom hela testperioden jamfort med kontrollgruppen (Messaoudi et al.,
2004). Hjartfrekvensen hos deltagarna i studien som fatt os-kasein trypsinhydrolysat var inte
lagre vid respektive test, men diremot i viloperioden mellan de bada testen. Aven signifikant
lagre kortisol i plasma uppmattes hos de deltagare som fatt as-kasein trypsinhydrolysat
jamfort med de som fatt placebo. Kim et al. (2007) visade att kvinnor som led av
stressrelaterade symtom och som behandlades med 150 mg os;-kasein trypsinhydrolysat hade
en signifikant minskning av stressrelaterade gastrointestinala, kardiovaskuldra, intellektuella,
emotionella och sociala problem. Manniskor med sémnproblem behandlades i en studie med
2,70 mg as1-CN-(f91-100) oralt en timme innan sanggaende och forbattrade sin sémn
signifikant jamfort med kontrollgruppen (Saint-Hilaire et al., 2009).

Effekt hos hundar

Hos hundar med angestproblematik har dagligt oralt intag med agi-kasein trypsinhydrolysat
(15 mg/kg) visat sig vara jamforbart med dagligt oralt intag av Selegiline Hydrochloride (0,5
mg/kg) nar hundarnas angestgrad bedomts med hjalp av EDED (Emotional Disorders
Evaluation in Dogs) (Beata et al., 2007b). EDED &r en beddmningsskala dar hundens
angestnivd bedéms utifran fodo- och vattenintagsbeteenden, soémn, komfortbeteende,
undersdkande, aggression, sociala beteenden och vissa specifika inldrda beteenden, samt
klinisk bedémning avseende bland annat diarré, krakning, évervikt, polydypsi och polyuri.
Selegiline Hydrochloride &r registrerat for behandling av Parkinsons sjukdom, depression och
senil demens hos manniska men anvandes i detta forsok pa hund for sin angestdampande
effekt.

Lactium™

Lactium™ &r Zylkenes® motsvarighet for manniskor som lider av stressrelaterade problem
och det har gjorts flera studier pa saval effekt som bieffekt och toxikologi. Precis som hos
Zylkene® &r innehdllet i Lactium™ polypeptider, oligopeptider och aminosyror som
harstammar fran bovint og-kasein. Det minsta innehallet av den aktiva komponenten as;-CN-
(f91-100) &r 1,8 %. Bresson et al. (2000) visade att forsokspersoner som intog 200 mg
Lactium™ oralt och genomgick ST visade pd mindre stresspaverkan i form av lagre systoliskt
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och diastoliskt blodtryck. Vidare fick de lagre hjéartfrekvens under CPT och lagre blodtryck
(dock ej signifikant), samt lagre kortisolnivaer genom bade ST och CPT. ACTH
(Adrenocorticotropic hormone) maéttes &ven men skiljde sig inte mellan de olika grupperna.
Bourdon et al. (2003) visade samma resultat gallande blodtryck hos forsokspersoner som fick
150 mg Lactium™ varje kvall i en ménad och som genomgick ST.

Toxicitet och bieffekter

Studier pa rattor har visat att LD50 (Lethal Dose 50) for Lactium™ vid oral engangsdos &r
hdgre &n 2000 mg/kg, vilket var hogsta dosen som testades (Gomond et al., 2003), och vid
upprepad oral dosering & NOAEL (No observed adverse effect level) 1000 mg/kg/dag, &ven
detta hogsta dos som testades (Dufour et al., 2003). Ingen gentoxicitet pa cellkulturer sags vid
tillsats av Lactium™ 5000 ug/ml (Forichon et al., 2001). Férfattarna fann ingen
utvecklingstoxicitet hos draktiga rattor vid oral administration av 150 mg/kg Lactium™ per
dag (Messaoudi et al., 2001) och inte heller nagon teratogenicitet vid oral administration av
150 mg/kg Lactium™ per dag (Plenat 200la; Plenat 2001b), dvs NOAEL for
utvecklingstoxicitet bedomdes vara 150 mg/kg/dag. Rattor som fick 1 mg/kg as;-CN-(fo1-
100) i.p. visade inga tecken pa beroende (Messaoudi et al., 1998a) och ingen tolerans
utvecklades hos rattor som fick 12 mg/kg as-CN-(f91-100) i.p. (Messaoudi et al., 1998D).
Slutsatsen blir att Lactium™ visat sig vara valdigt sakert i de studier som gjorts och eftersom
innehéllet i Lactium™ &r densamma som Zylkene® bor resultaten kunna extrapoleras fran
ovanstaende studier p& Lactium™ till Zylkene®.

Fysiologi vid réadsla

Ett djur tar emot intryck fran sin omgivning genom sinnen som t ex syn, horsel och kansel och
samlar all denna information i storhjarnan. Storhjarnan tar beslut om hur individen ska
reagera och har nara kontakt med limbiska systemet och hypotalamus. I hypotalamus sker den
huvudsakliga regleringen av det autonoma nervsystemet som bestar av det sympatiska
nervsystemet och det parasympatiska nervsystemet. Det sympatiska nervsystemet aktiveras
t.ex. vid radsla, aggression, fysisk aktivitet och ger bland annat okad hjértfrekvens och
blodtryck, medan det parasympatiska nervsystemet framst ar aktivt vid vila och sanker
hjartfrekvensen men stimulerar digestionen. Hypotalamus nédra kontakt med limbiska
systemet och hjarnbarken gor att de autonoma funktionerna paverkas av tanke och kansla.
Minnen fran tidigare traumatiska handelser kan pa nytt aktivera sympatiska nervsystemet vid
samma eller liknande stimuli. Hypotalamus reglerar dven hypofysen och dess effekt pa
kroppens inre organ, bland annat pa binjurarna.

Vid sympatikuspaslag Okas aktiveringen av tyrosine hydroxylase i binjurméargen som
konverterar aminosyran tyrosin till dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) som é&r prekursor till
adrenalin och noradrenalin. Adrenalin och noradrenalin &r lika varandra sett till kemisk
struktur och fysiologisk effekt. De binder till a- och B-adrenerga receptorer som ar bundna till
G-proteiner och ger intracellulara reaktioner pa fosfolipas C, adenylyl cyclas eller olika
jonkanaler. Produktionen av adrenalin i binjurarna ar ofta betydligt htgre &n noradrenalin,
men i plasma ar den vilande koncentrationen av noradrenalin hogre da det aven ar en
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neurotransmittor i sympatiska postgangliondara nervéndar. Halveringstiden i plasma for
katekolaminer &r ca 10-15 sekunder. Sma mangder adrenalin och noradrenalin utséndras dock
i urinen och urinutsondringen anvands darfor som ett indirekt matt pa binjureméargens
utsondring.

Fight-or-flight responsen myntades av Walter Cannon (Cannon, 1929) och beskriver hur ett
djur reagerar pa en fysisk eller psykisk fara. Vid radsla eller stress aktiveras mestadels det
autonoma sympatiska nervsystemet som paverkar kroppens organ pa ett sadant satt sa att
kroppen &r redo for att svara pa den specifikt stressfyllda situationen. Katekolaminer aktiverar
glukoneogenesen i levern och bryter ner glykogen, vilket okar tillgangligt glukos i plasma.
Aven nedbrytningen av triglycerider i fettvdvnaden okar och ger 6kad halt tillgangliga
fettsyror. Katekolaminer okar hjartfrekvens, hjartkontraktilitet och ger vasokonstriktion vilket
ger Okat “cardiac output” och o©kat blodtryck. Bronkiolerna dilateras vilket forbéattrar
syreupptaget och pupillerna dilateras. Hos vissa djurslag, t.ex. hund kontraheras mjalten och
slapper ut lagrade roda blodkroppar i blodet (Reeve et al., 1953). Dérmed Okar
koncentrationen av syrebédrande blodkroppar i blodet, samtidigt som blodet omdistribueras
fran inre organ till skelettmuskulatur. | hjarnstammen aktiveras adrenerga nervfibrer som okar
djurets medvetenhet och fokus. Alla ndmnda reaktioner orsakas av sympatiska nervsystemets
reaktion pa radsla/stress (fright) hos djuret och ar till fordel for ett djur som maste hantera
situationen genom att slass (fight) eller fly fran (flight) situationen.

Kortisol ar ett av kroppens mest kénda stresshormon och koncentrationen i plasma 6kar ofta
nar ett djur utsétts for stress. Fran hypotalamus frisatts ACTH-releasing hormone (aven kallat
Corticotropin-releasing hormone, CRH) som paverkar hypofysens framlob att frisatta ACTH.
ACTH stimulerar i sin tur frisattning av kortisol fran binjurebarken. Regleringsmekanismen
for kortisol utévas genom negativ feedback mot hypotalamus och hypofysens framlob déar
okade halter av kortisol inhiberar sekretion av bade CRH och ACTH. Den normala
frisattningen av. ACTH hos hund, och darmed Kkortisol, féljer en dygnsrytm dar
koncentrationen ar hogre pa morgonen an pa kvallen (Kolevska et al., 2003; Horvath et al.,
2007). Kortisol tar langre tid att frisatta och langre tid att bryta ner &n katekolaminer. I blodet
transporteras kortisol bundet till Cortisol-binding globulin (&ven kallat transcortin, CBG)
vilket ger kortisol betydligt langre halveringstid &n det har i sin fria biologiskt aktiva form.
Vid analys av kortisol analyseras antingen den totala kortisolkoncentrationen (bundet och
fritt) eller endast den fria biologiskt aktiva formen.

Alla karnforande celler i kroppen har receptorer dér kortisol kan binda. Kortisol i fri form &r
fettlosligt och kan déarfor diffundera dver cellmembran och binda till receptorer i cellens
cytosol. Vid bindning av kortisol till n&mnda receptorer transporteras komplexet till cellens
kérna och utOvar sin verkan genom att binda till DNA och aktivera eller inhibera vissa gener.
Kortisol stimulerar glukoneogenesen och inhiberar upptag och anvandning av glukos i manga
av kroppens vavnader for att vavnader som i en stressorsakande situation &r i storre behov av
rikliga mangder glukos, t.ex. hjarnan och skelettmuskulaturen, ska ha gott om tillganglig
energi. En hog koncentration av kortisol stimulerar nedbrytning av fett och proteiner och ¢kar
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darmed koncentrationen av fettsyror och aminosyror i plasman. Fettsyror blir tillgangliga som
energi i perifera vdvnader medan glycerol och aminosyror kan antra glukoneogenesen.

Vid héga koncentrationer kortisol under en langre tid, t.ex. vid langvarig stress, kommer
storleken av binjurebarken att 6ka och en hoggradig frisattning av glukokortikoider bibehalls.
Tillvaxt hos det langvarigt stressade djuret inhiberas eftersom kortisol inhiberar DNA-syntes i
flera vavnader och pga. dess katabola effekt hos protein. Kortisol verkar d&ven
immunhammande vilket gor att ett langvarigt stressat djur ar mer mottagligt for infektioner
och andra sjukdomar.

Vid analys av kortisol i wurin bor koncentrationen sattas i forhallande till
kreatininkoncentrationen, for att djurets hydreringsgrad eller urinkoncentration inte ska
inverka pa resultatet och for att resultat fran olika tillfallen och djur ska kunna jamforas med
varandra.

Fysiologiska matvéarden

Att stress paverkar fysiologin hos hundar har visats i ett flertal studier. Hydbring-Sandberg et
al. (2004) visade att skottradda hundar som utsattes for skott hade hogre hjértfrekvens och
hematokrit samt hogre koncentration i plasma av kortisol, progesteron, vasopressin och -
endorfiner, jamfort med hundar som ej var radda for skott. Att 6kningar i kortisol och
hjartfrekvens uppstar vid stress orsakad av ljud har dven tidigare visats av Engeland et al
(1990). Andra studier har ocksa visat att hundar som utsattes for stressorsakande stimuli i
form av ljud fick koncentrationsékningar av kortisol i saliv (Beerda et al., 1997; Beerda et al.,
1998). | ett forsok Okade halten av kortisol i saliven med i genomsnitt 207 % hos
forsokshundar som utsattes for inspelade ljud av askovader (Dreschel et al., 2005). Enligt
Beaver (1999) stiger kortisol 6ver 200 % och sjunker sedan langsamt vid stressorsakande ljud
hos hundar. Kortisol har dven anvants vid bedémning av andra stresstillstand hos hundar, t.ex.
kronisk stress (Beerda et al., 1999) och stress orsakat av transport med flyg (Bergeron et al.,
2002) och bil (Frank et al., 2006).

Vid stress, orsakat av t.ex. radsla, aktiveras HPA-axeln (Hypothalmic Pituitary Adrenal Axis)
(Beaver, 1999; Beerda et al., 1997; Beerda et al., 1998; Beerda et al., 1999; Bergeron et al.,
2002; Dreschel et al., 2005; Engeland et al., 1990; Frank et al., 2006; Hydbring-Sandberg et
al.,, 2004) och SAM (Sympathetic Adreno Medullary System) (Engeland et al., 1990;
Hydbring-Sandberg et al., 2004) i olika utstrackning hos olika individer. Aktivering av HPA
leder bland annat till frisattning av kortisol medan SAM bland annat 6kar blodtryck och
hjartfrekvens och leder till 6kad frisattning av katekolaminerna adrenalin och noradrenalin. |
var studie valde vi att analysera kortisol i plasma och urin som ett matt pa aktiveringen av
HPA, och hematokriten som ett matt pa aktiveringen av SAM.

Beteenden vid radsla

Det finns flera beteenden som kan associeras med stress och radsla hos hundar. | en studie
visade hundar som blev stressade/rdadda beteenden sasom flamtning, skakning, dilaterade
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pupiller, ofrivillig urinering och defekering, salivering och destruktivitet (McCobb et al.,
2001). Hundarna sprang runt frenetiskt och sokte djuragarkontakt genom att hoppa upp pa,
lagga upp tassen pa och folja efter hundagaren. Flera hundar gémde sig aven (McCobb et al.,
2001). Beerda et al. (1998) visade att ytterligare stress-associerade beteenden var
ihopkrypning, nosning, tecken pa rastloshet, gaspning och orala beteenden sasom slickning
runt munnen, utstrackning av tungan, svaljning och smackning. Stress har dven visat sig hos
hundar genom generaliserade muskelkontraktioner, piloerektion (Engeland et al., 1990) och
vokalisering (Frank et al., 2006) sasom t ex gnallande (Dreschel et al., 2005) och skall
(McCoabb et al., 2001). Beaver (1999) skriver att 97 % av radda hundar flamtar, skakar och
ror sig rastlost fram och tillbaka. 90 % stannar hos dgaren, 86 % gémmer sig, 72 % saliverar,
59 % visar destruktivitet och 55 % vokaliserar. Blackwell et al (2005) visade att 42% av de
ljudrddda hundarna skakade, 37% skéllde, 34% sokte manniskokontakt, 31% gomde sig och
17% flydde. Lag hallning hos stressade hundar ses som en intensiv och akut stressrespons
enligt vissa forfattare (Beerda et al., 1997; Beerda et al., 1998).

Slutsatsen av redovisade siffror och beteenden blir att stressade hundar kan visa upp en
méangd olika beteenden, vissa &r vanligare &n andra, men olika studier har gett skilda resultat
bade sett till specifika beteenden och omfattning av olika beteenden. Flera av namnda
beteenden ar dessutom inte unika for stressade hundar, utan kan uppvisas hos ostressade
individer. Det ar darfor viktigt att satta fysiologimatningar (t.ex. kortisolhalt) i relation till
olika typer av stressbeteenden vid bedémning av en hund med misstankt stressproblematik,
for att forvissa sig om att stress faktiskt foreligger hos djuret i fraga, och ej dra slutsatser
baserat pa endast en parameter, t.ex. beteenden som kan férekomma hos savél stressade som
lugna hundar (Beerda et al., 2000).
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SYFTE

Detta examensarbete undersokte om behandling med Zylkene® hos hundar med skottradsla
gav forandringar i fysiologiska stressparametrar och beteenden. Kan fysiologiska och
beteendemassiga effekter pavisaas kan veterinarer i hogre utstrackning rekommendera
Zylkene® vid t.ex. NyArsafton, som alternativ till receptbelagda lakemedel vilka aven fér med
sig bieffekter. Vid en konstaterad positiv fysiologisk och beteendemassig effekt kan aven
djuragare kanna sig tryggare med att anvanda Zylkene® vid tillfallen da deras sallskapsdjur
kanner stress och oro.

Foljande fragestallningar undersoktes i studien:

1. Ger behandling med Zylkene® skillnader i beteende jamfért med behandling med
Placebo hos skottradda hundar som utsatts for skott, och kan denna skillnad antas bero
pa minskad stress hos djuret?

2. Ger behandling med Zylkene® skillnader i fysiologi jamfort med behandling med
Placebo hos skottradda hundar som utsatts for skott, och kan denna skillnad antas bero
pa minskad stress hos djuret?

3. Kan en potentiell skillnad i beteende sattas i relation till en potentiell skillnad i
fysiologi avseende en bedomning om djurets stressniva och en eventuell skillnad i
denna beroende p& om djuret behandlats med Zylkene® eller Placebo?
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MATERIAL OCH METODER

Tillstand

Till studien har Djurforsoksetisk ansokan fran Uppsala djurforsoksetiska namnd
(diarienummer C 122/12 och C 123/10) beviljats. Aven tillstdnd for Dispens fran krav pa
destinationsuppfodning har beviljats fran Jordbruksverket (diarienummer 31-5396/12 och 31-
3616/10). Vi har aven sokt och fatt Svenska Collieklubbens stod bakom studien. Efter kontakt
med Merck bestdmdes att inget avtal gallande studien behtévde uppréttas mellan SLU och
Merck eftersom Merck inte bidrog till studien ekonomiskt. Ultuna Skytteférening gav sitt
tillstand for att forsoken genomfordes pa Ultuna Skyttebana. Respektive djurdgare skrev
innan forsoket pa en djurdagarforsakran att de frivilligt deltog i studien och hade ratten att
avbryta sitt och sin hunds deltagande nar som helst under studiens gang.

Hundar

Till studien soktes 10 friska intakta hanhundar av rasen langharig collie som var 2-6 ar och pa
MH-test (Mentalbeskrivning Hund) ansetts vara skottberdrda och/eller ansags vara
skottberdrda av sina agare. Orsaken till att vi endast valde att ha med en ras och endast
hanhundar var att det foreligger stora basala ras- och kdénsskillnader i fysiologi och beteende
och att vi darfor ville ha en sa homogen hundgrupp som méjligt. En konsekvens av detta val
ar dock att man genom denna studie inte kan dra nagra slutsatser om den mojliga effekten hos
andra raser. Potentiella hundar so6ktes med hjélp av Svenska Collieklubben, SKKs (Svenska
Kennel Klubbens) register Hunddata samt via UDSs register. Endast 2 djurdgare med hundar
med réatt specifikationer var intresserade av att delta i studien. Denna studie far darfor ses som
en pilotstudie av preparates effekt. De deltagande hundarna var 4,5-6 ar gamla och vagde
27,5-28,0 kg.

Hund A

Hund A var en intakt hane av rasen Collie som var 4,5 ar gammal, vagde 27,5 kg och var frisk
i 6vrigt. Han fick inga mediciner eller kosttillskott. Djurédgaren bedémde att han hade varit
skottradd i ca 3 ar. Hans radsla uppkom efter att han som unghund fick en raket skjuten mot
sig som small av bara nagon meter ifran honom. Detta skedde pa en dag da raketer normalt
inte avfyras och det var mitt pa dagen. Hans ljudradsla yttrar sig vid skott och nar han hor
melodin fran glassbilen. Befinner hunden sig inomhus sa hanterar han sin radsla relativt bra.
Djuragaren kan ibland bryta radslan med godis och lek, men ibland inte. Hur lang tid hunden
ar radd ar valdigt olika. Oftast kort tid men om sméllandet haller pa en langre tid, sa fortsatter
radslereaktionen hos hunden. Beteenden som hunden uppvisar ar skakning, salivation,
héssjning, flykt och kontaktsékande hos djurdgaren. Eftersom reaktionerna ar hanterbara
inomhus har djurdgaren valt att inte behandla hundens radsla med t.ex. receptbelagda
mediciner, receptfria produkter eller beteendeterapi.
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Hund B

Hund B var en intakt hane av rasen Collie som var 6 ar gammal, vagde 28 kg och var frisk i
ovrigt. Han fick inga mediciner eller kosttillskott. Djurdgaren bedémde att han hade varit
skottradd i ca 4,5 ar. Hans radsla uppkom efter att han utsatts for upprepade smallar fran en
dorr nar familjen befann sig pa en camping. Hans ljudradsla yttrar sig vid nyarsafton, aska och
vid militara skjutovningar som utfors i omradet dar djuragaren bor. Djuragaren kan inte bryta
radslan omedelbart med godis och lek och hur lang tid det tar innan hunden slutar vara radd ar
valdigt varierat. Beteenden som hunden uppvisar &r skakning, flykt och kontaktsokande hos
djurdgaren. Djurédgaren har inte behandlat hundens radsla med t.ex. receptbelagda mediciner,
receptfria produkter eller beteendeterapi. Djuragaren berattade att pga. hundens ljudréadsla sa
stannar familjen hemma pa nyarsafton for hundens skull. Med hogt ljud pa tv och radio tar de
sig igenom kvallen och natten.

Forsokspreparat

Varje hund genomgick tva forsok, ett forsok under behandling med Zylkene® och ett forsok
under behandling med Placebo. Placebo bestod av ordinarie Zylkene®-kapslar dar det
verksamma dmnet tomts ut och ersatts med Maltodextrin. Vilken hund som bérjade med
vilket forsok randomiserades av en utomstaende person sa varken djurdgare, forsokspersonal
eller labbpersonal kéande till vilken hund som fatt vilken behandling under de olika forsoken
och analyserna (s.k. trippel blint forsok). Nar alla forsok var gjorda och all databearbetning
var klar bréts kodlistan.

Efter kontakt med Merck rekommenderade fOretaget att 1-2 timmar innan forvantad handelse
administreras 1 kapsel 450 mg Zylkene® oralt till en hund som vager 20-30 kg. Merck anség
aven att det kan vara en fordel att ge samma dos kvéllen innan forvéntad handelse. Djurégaren
instruerades darfor skriftligen att kvallen innan férsoksdagen ge 1 kapsel 450 mg Zylkene®
oralt klockan 20:00, samt 1 kapsel 450 mg Zylkene® oralt klockan 07:00 pé férsoksdagen.
Under forsok med placebo gavs samma dosering, men med kapslar innehallandes
Maltodextrin.

Forsdksdagen

Djurédgaren ombesorjde transport av sig och sin hund till UDS, Uppsala, dar hund och
djuragare togs in i ett undersokningsrum direkt fran parkeringen for att slippa stresspaverkan
fran vantrummet. Hunden rakades pa ett av frambenen och EMLA-kram stroks pa och tillats
verka i 60 min. En legitimerad veterindr gjorde en klinisk undersékning av hunden for att
sakerhetsstélla att hunden var klinisk frisk och att det inte forelag en fara for hunden att delta i
forsoket. Djurdgaren fyllde i en enkét for att beskriva sin hunds radsla samt om djurdgaren
hade forsokt behandla radslan pa nagot séatt och om detta hade haft effekt. En timme efter
applicering av EMLA-kram tvattade och anlade en legitimerad djursjukvardare en
permanentkanyl i vena cephalica pa det tidigare rakade benet. Permanentkanylen fastes med
tejp och skyddades med Vetrap (3 M Animal Care Products, St Paul, MN, USA).
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Djurégare, hund och fdrsokspersonal (3 personer) promenerade ca 600 m till Ultuna
Skjutbana dér hunden fick lugna ner sig och acklimatisera sig till omgivningen, ca 15 min
innan forsta blodprovet togs. Forsokspersonalen var densamma under samtliga forsoksdagar.
Hunden bar en sele som fastes i en langlina (15 m) for att hunden skulle kunna rora sig fritt
utan risk att fly fran platsen. Ett skott (Knall S K .380) avfyrades med signalpistol utom
synhall och 50 m fran hunden. Djuragaren ombads att endast finnas dar som mentalt stéd och
inte interagera med hunden pa nagot satt.

Provtagning
Blodprov

Blodprov #1 togs 30 min efter att permanentkanylen applicerats. Blodprov togs genom att
frambenet stasades, 0,5 ml NaCl (Natriumklorid) spolades in i permanentkanylen for att 16sa
eventuella koagel och 1 ml blod aspirerades ur samma spruta och kastades. Med hjélp av en
ny spruta aspirerades 4 ml blod som d&verfordes till blodprovsror med tillsatt EDTA
(etylendiamintetraattiksyra). Blodprovsroren sattes omedelbart pa is i en kylvaska for att
forhindra nedbrytning av substanser i provet. Blodprov #2 togs 45 min efter att
permanentkanyl applicerats. Skott avfyrades 10 min senare och blodprov #3, #4, #5, #6, #7,
#8 och #9 togs 5, 15, 30, 45, 60, 90 respektive 120 min efter att skott avfyrats.

Vid blodprovstagning i forsok 2 hos Hund A upplevdes blodet tjockt och det var svart att
aspirera blod ur permanentkanylen, och aven att fora 6ver det till blodprovsrér. Vid blodprov
#3 kravdes flera omspolningar, med tillhdrande slask, for att fa ut tillracklig blodmangd. Vid
blodprov #4 var det annu svarare att fa ut tillracklig blodméngd. Det gick bra att spola
kanylen med NaCl och inga tecken pa att kanylen skulle sitta extravasalt sags. Vid blodprov
#5 erhélls endast 1 ml blod och trots spolning och multipla forsok gick det ej att fa ut mer
blod. Tejpen runt kanylen klipptes bort for att sékerhetsstélla att denna ej satt for hart och
strypte blodtillférseln. Det gick fortfarande bra att spola, men inget aterflode uppstod.
Kanylen avlagsnades och en ny permanentkanyl applicerades i vena cephalica pa hundens
andra framben. Kanylen lag uppenbart i och spolning med NaCl gick utan problem, men inget
aterflode erholls. Det beslutades att inte utsatta hunden for ytterligare en kanylsattning
eftersom chansen att fler blodprov skulle kunna fas var liten.

De samlade blodproverna analyserades direkt efter forsokets slut avseende hematokrit genom
centrifiugering av kapillarrér i 6000 x g i 1 min med okuldr avlasning. Hos Hund A visade
prov #7 och #9 i forsok 1, samt prov #2 och #5 i forsok 2, tecken pa koagulering. Hos Hund B
visade prov #4, #5 och #6 i forsok 2 tecken pa koagulering. Provsvaren avseende hematokrit i
dessa prov bor darfér ses som falskt laga.

Aterstdende méangd av blodproverna kylcentrifugerades vid 4° C i 1500 x g i 20 min, plasma
pipetterades och Gverfordes till nya provror som darefter lagrades i -70° C tills en erfaren
biomedicinsk analytiker analyserade proverna avseende kortisol. Plasman fran samtliga
prover visade tecken pa hemolys, men detta ska inte paverka Kkortisolresultaten enligt var
ansvarige biomedicinska analytiker.

17



Plasmakortisol (fri form) analyserades genom Cortisol ELISA (IBL GESELLSCHAFT FUR
IMMUNCHEMIE UND IMMUNBIOLOGIE MBH, Flughafenstrasse 52a, D.22335
Hamburg, Germany, Ref RE52061), med en lagsta kanslighet for kortisol pa 11,55 nmol/l.
Produkten &r avsedd for analys av humant kortisol men &r validerad for plasmakortisol hos
hund (recovery 124,4% - 2012-02-20). Resultatvariationen inom en analysplatta (Intra Assay)
var <10 % mellan 29,2 — 1011 nmol/l. 20 uL av standard, kontroll och plasma tillsattes till
analysplattans brunnar (2 brunnar per prov). 200 ul enzymkonjugat tillsattes till respektive
brunn och lI6sningarna blandades genom att plattan stottes till pa varje sida. De
enzymkopplade antigenen i enzymkonjugaten och det fria kortisolet i den tillsatta plasman
konkurrerar nu om bindning till kortisol-antikropparna i botten av brunnarna. Plattan
inkuberades i rumstemperatur i 60 min och brunnarna maskintvéttades sedan med destillerat
vatten (3 ganger) och tdmdes sedan pa l6sning. 100 pl TMB-I6sning tillsattes till respektive
brunn och plattan inkuberades i rumstemperatur i 15 min. Reaktionen stoppades genom
tillsats av 100 L. TMB-stopp-16sning till respektive brunn och den optiska densiteten avléstes
vid 450 nm.

Urinprov

Pa kvallen (20:00) innan férsoksdagen och morgonen (07:00) pa forsoksdagen tog djurdgaren
ett spontankastat urinprov (uppsamlat med plastkarl nar hunden kissade frivilligt) fran
kvallsrastningen respektive morgonrastningen fran sin hund infér varje forsok, enligt
skriftliga instruktioner. Djurdgaren ombads forvara proverna i kylen efter att provméngden
overforts till smaror. Pa vag till UDS pa forsoksdagen forvarades provroren i ett skyddande
plasthélje for att behalla kylan. Vid ankomst forvarades provréren i kylskap till dess att hund,
djuréagare och forsokspersonal lamnade undersokningsrummet. Provroren overfordes da till
kylvaska med is. Efter kanylapplicering och veterindrundersokning togs nasta urinprov pa
vagen till skyttebanan. Provroren lades direkt pa is i kylvaskan. Efter forsokets slut togs
ytterligare ett urinprov enligt samma provhantering. Urinproven forvarades sedan i -70° C till
dess att de analyserades av en erfaren biomedicinsk analytiker avseende
kortisol/kreatininkvot.

Urinkreatinin analyserades genom Colorimetric Detection Kit (Enzo Life Sciences Inc. 10
Executive Blvd, Farmingdale, NY 11735, Cat no. 907-030), med en l&gsta kanslighet for
kreatinin pa 12,72 pumol/l. Metoden &r sedan tidigare validerad for analys av hundurin
avseende kreatinin. Urinproverna centrifugerades i 5 min i 4300 x g och spaddes sedan 20
ganger genom att tillsatta 20l urinprov till 380 pl destillerat vatten. 50 pl fran varje spadning
pipetterades till respektive brunn pa analysplattan. 100 pl kreatinin-detektionsreagent tillsattes
till respektive brunn. Analysplattan stottes till pa varje sida for att lésningarna ska blanda sig
ordentligt. Analysplattan inkuberades sedan i rumstemperatur i 30 min och darefter l&stes den
optiska densiteten av vid 490 nm.

Urinkortisol (fri form) analyserades genom Cortisol (Urine) ELISA (IBL GESELLSCHAFT

FUR IMMUNCHEMIE UND IMMUNBIOLOGIE MBH, Flughafenstrasse 52a, D.22335
Hamburg, Germany, Ref RE52241), med en lagsta kanslighet for kortisol pa 0,34 nmol/l.
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Produkten &r avsedd for analys av humant urinkortisol men &r tidigare validerad for
urinkortisol hos hund. Variationen for analys inom en analysplatta (Intra Assay) var <10 %
CV 0,69-110 nmol/l med en Recovery pa 93,0 %. Respektive urinprov centrifugerades i 5 min
i 4300 x g och spaddes sedan 4 ganger genom tillsats av 50 pl urinprov till 150 pl destillerat
vatten. 100 pl urinprovslésning blandas med 100 pl inkubationsbuffert och 10 pl av
respektive blandning samt 300 pl utspatt enzymkonjugat tillsattes i respektive 2 brunnar per
urinprov. 10 pl av standardlésningar (S0-S4) samt 300 ul utspatt enzymkonjugat tillsattes i
sina utmarkta brunnar (2 brunnar per standardlsning). En brunn ldmnades tom som kontroll.
Losningarna i brunnarna blandades noga och plattan inkuberades i 60 min i 37° C. Det fria
kortisolet i urinprovslésningen konkurrerar nu med det enzymbundna Kortisolet i
enzymkonjugatet avseende bindning till kortisolantikropparna i analysplattans brunnar.
Overbliven lésning och enzymkonjugat avldgsnades genom automatisk maskintvatt (3 ganger)
med destillerat vatten. Vid sista tvattens avslut sugs brunnarna torra och till brunnarnas botten
ar nu urinkortisol och enzymbundet kortisol inbundet. 100 pl TMB-substrat tillsattes till varje
brunn vilket ger infargning av det enzymbundna antigenet. Plattan inkuberas i 15 min i
rumstempuratur och reaktionen avbryts sedan genom att tillsatta 100 ul stopp-l6sning. Den
optiska densiteten avlastes vid 450 nm.

Beteendeanalys

Beteendeobservation paborjades ca 45 min efter att permanentkanyl satts och hunden hade
lamnat djursjukhuset. Totalt 16 forutvalda och definierade beteenden inom 4 huvudsakliga
kategorier registrerades pa hundarna fran 10 min innan skott till 120 min efter skott.
Momentana registreringar gjordes av nio beteenden (Tabell 1) utférdes eller inte med 1
minuters intervall fran 10 min fore till 30 min efter skott, och darefter var 5:e min upp till 120
min efter skott. Frekvens per minut registrerades for sju beteenden (Tabell 2) fran 10 min fore
till 30 min efter skott, varefter frekvens per minut registrerades var 5:e min (35-36 min, 40-41
min etc.) upp till 120 min efter skott. Forsoket filmades av forsokspersonal for att i efterhand
kontrollera att inga beteendenoteringar missats.

Eftersom blodprovstagningen for forsok 2 for Hund A avbrots efter prov #5, avbrots &ven
beteendeobservationerna eftersom det inte langre var mojligt att sétta beteende i relation till

fysiologi.

Tabell 1. Beteendeen och deras definitioner vid momentan registrering i 1 eller 5 minuters intervall

Beteende Definition

Kroppsposition

Ligger ner Hunden ligger ned pa brost eller sida med alla fyra benen under sig
eller utslagna bakat, framat eller at sidan. Huvudets position spelar
ingen roll.

Star uppratt Hunden star upp i en position med alla fyra tassar i marken, ingen del

av undersidan (brost, buk, kdnsorgan) nuddar marken

Sitter Hunden sitter ned med uppratade framben och tassar i marken och med
bakdel och bakben i marken.
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Gar omkring Hunden ror sig framat eller at sidan i skritt med alla fyra tassar i
marken, ingen del av undersidan (brost, buk, kdnsorgan) nuddar
marken.

Flyr Hunden skrittar eller travar bort fran djuragare tills dess att langlinan
ar helt utlopt och hunden inte kan ta sig vidare bortat. Hunden forsoker
anda ta sig langre bort trots att det tar stopp, genom att dra i langlinan
(antingen framét eller at sidorna).

Svansposition

Mellan benen Hundens svans befinner sig mellan hundens bakben nér den
ligger, sitter eller star.

Héngande Hundens svans hanger nedat med svanstippen riktad ut fran bakdelen
och halls stilla, nar hunden ligger, sitter eller star.

Viftandes Hundens svans halls en bit utanfor kroppen och viftar fran vanster till
hoger, hoger till vanster eller bade och, nar hunden star.

Ovrigt

Héssjar Hundens mun &r 6ppen, tungan &r ute och hunden andas snabbt genom
att flamta/flasa.

Skakar Hunden har multipla varaktiga muskelkontraktioner vilket gor att

hunden skakar/darrar.

Tabell 2. Beteenden och deras definitioner vid frekvensregistrering inom 1 minut i 1 eller 5 minuters
intervall

Beteende Definition

Agarkontakt

Nosar pa Hunden gar till, springer till eller befinner sig hos sin agare och later
nosen ta kontakt med dennes kropp.

Lagger tassen pa Hunden gar till, springer till eller befinner sig hos sin dgare och lagger
upp en framtass pa dennes kropp.

Hoppar upp med Hunden gar till, springer till eller befinner sig hos sin dgare och lagger

framben upp bada framtassarna pd dennes kropp och har darmed bara

baktassarna i marken.

Hoppar upp i knét Hunden gar till, springer till eller befinner sig hos sin &gare och forsoker
ta sig upp i dennes kna genom att klattra upp med fram och bakben sa
att hela hunden befinner sig i djurdgarens kné.

Vokalisering

Skéller Hunden vokaliserar genom att ge ifran sig ett hogt late.

Gnyr Hunden vokaliserar genom att ge ifran sig multipla svaga
hdgtoniga laten.

Ovrigt

Slickar Hunden slickar sig om munnen, lapparna eller nosen med hjélp av

tungan
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Databearbetning
Beteende

For beteendeanalysen delades forsoksperioden upp i 10 min innan skott fram till 0 min (skott)
(period 1), 1 min efter skott till 15 min efter skott (period 2), 16 min efter skott till 60 min
efter skott (period 3) och 61 min efter skott till 120 min efter skott (period 4). Data fran
momentanregistreringarna rdknades om i procentuell andel av totalantal registreringar for
respektive period, medan det for frekvensregistreringarna raknades om till medelvérde per
registrering for respektive period. For frekvensregistreringarna raknades ytterligare en period
ut som innefattar beteende fran 1 min till 120 min efter skott. Frekvensregistrering avseende
kontaktsdkande och vokalisering for period 3 och period 4 gav ingen ndmnvard data och
redovisas darmed ej. Forsokshundarnas svansposition forandrades inte ndmnvart mellan de
olika forsoken och dérfor stryks den parametern och inga resultat redovisas.
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RESULTAT
Kodlista

Kodlistan bréts nar alla forsok och analyser var gjorda. Hund A behandlades med Zylkene® i
forsok 1 (Z1) och med Placebo i forsok 2 (P2). Hund B behandlades med Placebo i forsok 1
(P1) och med Zylkene® i forsok 2 (Z2).

Djurédgarens beddmning

Djuragare till Hund A beddmde att dennes hund var mindre paverkad i Z1 an i P2 och gissade
darfor att hunden blivit behandlad med Zylkene® i Z1 och med Placebo i P2.

Djuragare till Hund B bedémde att dennes hund var mindre paverkad i P1 &n i Z2 och gissade
darfor att hunden blivit behandlad med Zylkene® i P1 och med Placebo i Z2.

Hematokrit

En hog hematokrit sdgs hos Hund A i bada forsoken vid prov #1 (-30 min) och det sjonk vid
prov #2 (-15 min) och 6kade vid prov #3 (5 min) (Figur 1). Hematokriten sjénk sedan stadigt
sakta fram till prov #9 (120 min) i Z1 och fram till prov #5 (30 min) i P2 (Figur 1). Eftersom
P2 avbrots efter blodprov #5 (30 min) finns inga fler analyserade vérden darefter. Z1 hade
nagot hogre hogsta varde efter skott an P2 (Figur 1). Den procentuella 6kningen i provet strax
innan skott (prov #2) till provet strax efter skott (prov #3) var hégre i P2 @n i Z1 (Figur 1).

Hematokriten hos Hund B var nagot hogre vid prov #1 (-30 min) &n vid prov #2 (-15 min) och
okade kraftigt vid prov #3 (5 min) i bada forsoken (Figur 1). Hematokriten sjonk sedan stadigt
sakta fram till prov #9 (120 min) i bada forsoken, men var fortfarande hogre i Z2 &n P1.
Hematokriten for Z2, jamfort med P1, var hoégre genom hela forsoket (Figur 1). Den
procentuella 6kningen i provet strax innan skott (prov #2) till provet strax efter skott (prov #3)
var hogre i Z2 &n i P1 (Figur 1).
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Figur 1. Hematokrit (%) hos Hund A i Z1 och P2 och Hund B i Z2 och P1, vid 30 min innan skott till
120 min efter skott. X-axeln visar tid innan och efter skott dar pilen markerar skott (0 min).
Koagulation sags i blodprov #7 (60 min) och #9 (120 min) i Z1 och #2 (-15 min) och #5 (30 min) i P2
hos Hund A och blodprov #4 (15 min), #5 (30 min) och #6 (45 min) i Z2 hos Hund B. Alla prover
visade tecken pa hemolys.

Kortisol i plasma

Koncentrationen kortisol i plasma (fri form, nmol/l) hos Hund A var nagot lagre i prov #1 (-
30 min), #2 (-15 min) och #3 (5 min) i P2 jamfort med Z1 (Figur 2). Koncentrationen dkade
kraftigt i bada forsoken vid prov #4 (15 min) och sjonk sedan stadigt (Figur 2). Okningen i
prov #4 (15 min) var hogre i P2 jamfért med Z1 (Figur 2). Eftersom P2 avbrots efter blodprov
#5 (30 min) finns inga fler analyserade varden darefter.

Koncentrationen kortisol i plasma (fri form, nmol/l) hos Hund B var nagot lagre i prov #1 (-30
min) och #2 (-15 min) i P1 jamfort med Z2 (Figur 2). Koncentrationen 6kade kraftigt i Z2 vid
prov #3 (5 min) och ytterligare en kraftig 6kning sags i prov #4 (15 min) (Figur 2). En
lindrigare Okning sags fran prov #4 (15 min) till #5 (30 min) och den férhojda
koncentrationen i Z2 holl sig sedan stabilt kraftigt forhojd fram till sista provtagningen (prov
#9 — 120 min) (Figur 2). | P1 sags en lindrig 6kning fran prov #2 (-15 min) till #3 (5 min), en
kraftigare Okning till prov #4 (15 min) och sedan en stabil langsam sénkning av
koncentrationen till prov #9 (120 min) (Figur 2).
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Figur 2. Kortisol (nmol/l) i plasma hos Hund A i Z1 och P2 och Hund B i Z2 och P1, vid 30 min innan
skott till 120 min efter skott. X-axeln visar tid innan och efter skott dar pilen markerar skott (O min).

Kortisol i urin

Urinkortisol/kreatininkvoten (10®) hos Hund A var p& kvéllen (20:00) innan forsoksdagen for
bada forsoken laga och jamnlika (Figur 3). Pa morgonen (07:00) av forsoksdagen var kvoten
vid P2 hogre an vid Z1 (Figur 3). Urinprovet som togs strax efter veterindrundersékning och
kanylapplicering, och ca 1 timme fore skott, hade kraftigt forhojd kvot for bada forsoken
jamfoért med hemmaproven (Figur 3). Urinprovet som togs strax efter att sista blodprovet
tagits och beteendenoteringarna avslutats visade pa kraftigt fornojda kortisol/kreatininkvoter i
bada forsoken (Figur 3). Kvoten var hogre vid P2 &n vid Z1 (Figur 3).

Urinkortisol/kreatininkvot (10°) hos Hund B var pa kvallen (20:00) innan forsoksdagen,
morgonen (07:00) pa forsoksdagen och strax efter veterindrundersokning och
kanylapplicering (ca 1 timme innan avfyring av skott) laga och jamnlika mellan de bada
forsoken (Figur 3). Urinprovet som togs strax efter att sista blodprovet tagits och
beteendenoteringarna avslutats visade pa kraftigt forhojd kortisol/kreatininkvot vid Z2 och
lindrigt forhojd kvot vid P1 (Figur 3).
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Figur 3. Kortisol/kreatininkvot (10°®) hos Hund A i Z1 och P2 och Hund B i Z2 och P1, 20:00 kvéllen
innan forsoksdagen (Kvall), 07:00 pa forsoksdagen (Morgon), pa vagen till forsoksomradet efter
kanylsattning (Fore) och 120 min efter skott i slutet av forsoket (Efter).

Beteende
Momentanregistreringar.
Hund A

| Z1 period 1 1dg Hund A ner majoriteten av registreringarna (70 %) medan den i perioden
efter skott (period 2) hade en staende position i majoriteten av registreringarna (Figur 4.1). |
period 2 registrerades dven gaende, flykt och sittande position (Figur 4.1). | period 3 lag
hunden framst ner och i period 4 Iag den ner i 100 % av registreringarna (Figur 4.1). | P2
period 1 stod hunden upp i majoriteten av registreringarna, medan den i perioden efter skott
(period 2) 1&g ner i majoriteten av registreringarna (Figur 4.1). | period 2 registrerades dven
stdende position och sittande position och i period 3 stod hunden upp i 100 % av
registreringarna (Figur 4.1).
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Figur 4.1. Momentanregistreringar gallande position (%)hos Hund A i perioderna -10-0 min (1), 1-15
min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4), vid behandling med Zylkene (férsok 1) eller Placebo
(forsok 2). Forsok 2 avbrots 30 min efter skott och saledes finns inga analyserade beteendedata for

period 4 i detta forsok.

I Z1 hé&ssjade hund A i 18 % av registreringarna i period 2 och 9 % av registreringarna i
period 3 (Figur 4.2). |1 P2 h&ssjade hunden i 30 % av registreringarna i period 1 och skakade i

8 % av registreringarna i period 2 (Figur 4.2).

Hund A - Zylkene (1) Hund A - Placebo (2)

100 100
3 80 3 80
o o
& 60 & 60
OC) M Hassjar 5 M Hassjar
(8] (8]
o 40 & Skakar | 2 40 ® Skakar
o o

20 20 :I
0 i = 0 L
1 2 3 4 1 2 3 4

Figur 4.2. Momentanregistreringar gallande ovrigt (hassjar och skakar) (%) hos Hund A i perioderna
-10-0 min (1), 1-15 min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4), vid behandling med Zylkene (forsok 1)
eller Placebo (forsok 2). Forsok 2 avbréts 30 min efter skott och saledes finns inga analyserade
beteendedata for period 4 i detta forsok.

Hund B

| P1 period 1 lag Hund B ner majoriteten av registreringarna medan den i perioden efter skott
(period 2) hade en stdende position i majoriteten av registreringarna (Figur 5.2). | period 2
registrerades aven liggande position, gaende och sittande position (Figur 5.2). I period 3 och
period 4 1ag hunden framst ner (Figur 5.2). | Z2 period 1 stod hunden upp i majoriteten av
registreringarna och i perioden efter skott (period 2) fortsatte hunden sta i majoriteten av
registreringarna (Figur 5.2). | period 2 registrerades aven sittande position, liggande position
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och flykt (Figur 5.2). | period 3 och period 4 lag hunden ner i majoriteten av registreringarna
(Figur 5.2).
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Figur 5.1. Momentanregistreringar gallande position (%) hos Hund B i perioderna -10-0 min (1), 1-
15 min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4), vid behandling med Zylkene (forsok 2) eller Placebo
(forsok 1).

I P1 hassjade Hund B i 15 %, och skakade i 15 %, av registreringarna i perioden efter skott
(period 2) (Figur 5.2). | period 3 héssjade hunden i 5 % av registreringarna (Figur 5.2). | Z2
héssjade hunden i 23 % av registreringarna i period efter skott (period 2), 21 % av
registreringarna i period 3 och 50 % av registreringarna i period 4 (Figur 5.2). Hunden
skakade 1 100 % av registreringarna efter skott (period 2, 3 och 4) (Figur 5.2).
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Figur 5.2. Momentanregistreringar gallande 6vrigt (hassjar och skakar) (%) hos Hund B i perioderna
-10-0 min (1), 1-15 min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4), vid behandling med Zylkene (forsok 2)
eller Placebo (forsok 1).

Frekvensregistreringar
Hund A

I perioden efter skott (1-15 min) i Z1, jamfort med perioden innan skott (-10-0 min),
registrerades en minskad frekvens av skall och kontaktsokande genom nosning men en 6kning
av upphopp och tasspalaggning, samt en okning av oralt beteende i form av slickning (Figur
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6.1). | en liknande jamforelse i P2 registrerades en utebliven frekvens nosning, en 6kad
frekvens tasspalaggning och upphopp, samt en minskad frekvens skall och oralt beteende
genom slickning (Figur 6.1).
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Figur 6.1. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsokande
genom nosning (N), tasspalaggning (T), upphopp med framben (F), vokalisering genom gnall (G) och
skall (S), samt oralt beteende genom slickning (O). Figuren visar data for Hund A under behandling
med Zylkene (férsok 1) och Placebo (férsok 2), i Period 1 (-10-0 min) och Period 2 (1-15 min).

Jamfor man perioden 1-15 min efter skott hos Z1 med P2 registrerades en hogre frekvens
kontaktsokande genom savél nosning, tasspalaggning och upphopp i Z1 (Figur 6.2). Det
registrerades aven en hogre frekvens oralt beteende i form av slickning i Z1 (Figur 6.2).
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Figur 6.2. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), tasspalaggning (T), upphopp med framben (F) och oralt beteende genom
slickning (O). Figuren visar data for Hund A under behandling med Zylkene (férsok 1) och Placebo
(forsok 2) i Period 2 (1-15 min).

| den totala perioden efter skott (1-120 min), jamfort med perioden innan skott (-10-0 min),
registrerades i Z1 en minskad frekvens kontaktsdkande i form av nosning och upphopp, och
en Okad frekvens tasspalaggning (Figur 6.3). Det registrerades aven en kraftig minskning av
vokaliseringar i form av och gnéll och skall, samt en kraftig 6kning av slickning i Z1 (Figur
6.3). | P2 registrerades en minskad frekvens nosning, en okad frekvens tasspalaggning och
upphopp, en minskad frekvens gnall och skall, samt en minskad frekvens slickning (Figur
6.3).
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Figur 6.3. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), tasspalaggning (T), upphopp med framben (F), vokalisering genom gnall (G) och
skall (S), samt oralt beteende genom slickning (O). Figuren visar data for Hund A under behandling
med Zylkene (forsok 1) och Placebo (férsok 2), i Period 1 (-10-0 min) och Period 5 (1-120 min).

Jamfor man perioden 1-120 min efter skott hos Z1 med P2 registrerades en storre frekvens
nosning, en mindre frekvens tasspalaggning och upphopp i Z1 (Figur 6.4). Det registrerade
aven en kraftigt hogre frekvens oralt beteende i form av slickning i Z1 jamfort med P2 (Figur
6.4).
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Figur 6.4. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), tasspalaggning (T), upphopp med framben (F) och oralt beteende genom
slickning (O). Figuren visar data fér Hund A under behandling med Zylkene (férsok 1) och Placebo
(forsok 2) i Period 5 (1-120 min).

Oralt beteende genom slickning var ett beteende som visade en tydlig trend genom de olika
perioderna. | Z1 period 2 Okade frekvensen kraftigt, jamfort med period 1, for att sedan
minska till period 3 och ytterligare i period 4 (Figur 6.5). 1 P2 period 2 sjonk frekvensen
kraftigt, jamfort med period 1, och ytterligare en sankning sags i period 3 (Figur 6.5).

29



1
0,8
0,6
0,4

0,2

Medelvarde frekvens per minut

0

Hund A - Slickning

4\

A\A

A\

1 2 3 4

=¢=7ylkene (1)
== Placebo (2)

Figur 6.5. Frekvensregistreringar gallande slickning (medelvarde antal per registrering) i perioderna
-10-0 min (1), 1-15 min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4), hos Hund A vid behandling med

Zylkene (forsok 1) eller Placebo (forsok 2). Forsok 2 avbrots 30 min efter skott och saledes finns inga
analyserade beteendedata for period 4 i detta forsok.

Hund B

I perioden efter skott (1-15 min) i Z2, jamfort med perioden innan skott (-10-0 min),
registrerades en minskad frekvens kontaktsékande genom nosning och upphopp, samt en
hogre frekvens vokalisering i form av skall och kraftigt 6kat oralt beteende i form av slickning
(Figur 6.6). I en liknande jamforelse i P1 registrerades en hdgre frekvens kontaktstkande
genom nosning och upphopp samt en 6kad frekvens oralt beteende genom slickning (Figur

6.6).
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Figur 6.6. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), upphopp med framben (F), vokalisering genom skall (S), samt oralt beteende
genom slickning (O). Figuren visar data for Hund B under behandling med Zylkene (férsok 2) och
Placebo (forsok 1), i Period 1 (-10-0 min) och Period 2 (1-15 min).

Jamfor man perioden 1-15 min efter skott hos Z2 med P1 registrerades en mindre frekvens
kontaktsokande genom saval nosning som upphopp i Z2 (Figur 6.7). Det registrerades aven en
hdgre frekvens vokalisering i form av skall och mycket hdgre frekvens oralt beteende i form
av slickning i Z2 (Figur 6.7).

30




Hund B - Period 2
2 4
E
g 3
2
£ 2
2 H Zylkene (2)
$ 1
3 H Placebo (1)
g 0 || [ |
[}
2 N F S o}

Figur 6.7. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), upphopp med framben (F), vokalisering genom skall (S) och oralt beteende genom
slickning (O). Figuren visar data fér Hund B under behandling med Zylkene (férsok 2) och Placebo
(forsok 1) i Period 2 (1-15 min).

| den totala perioden efter skott (1-120 min), jamfort med perioden innan skott (-10-0 min),
registrerades i Z2 en minskad frekvens kontaktsokande i form av nosning och upphopp i den
totala perioden efter skott (Figur 6.8). | den totala perioden efter skott registrerades aven en
okning av vokaliseringar i form av skall, samt en kraftig 6kning av slickning (Figur 6.8). | P1
registrerades en Okad frekvens nosning, en 6kad frekvens upphopp, samt en 6kad frekvens
oralt beteende i form av slickning (Figur 6.8).
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Figur 6.8. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsokande
genom nosning (N), upphopp med framben (F), vokalisering genom kall (S), samt oralt beteende

genom slickning (O). Figuren visar data for Hund B under behandling med Zylkene (férsok 2) och
Placebo (forsok 1), i Period 1 (-10-0 min) och Period 5 (1-120 min).

o
o

Jamfor man perioden 1-120 min efter skott hos Z2 med P1 registrerades en lagre frekvens
nosning och en lagre frekvens upphopp i Z2 (Figur 6.9). Det registrerades aven hdogre
frekvens vokalisering i form av skall och en mycket hégre frekvens oralt beteende i form av
slickning i Z2 jamfort med P1 (Figur 6.9).
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Figur 6.9. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande kontaktsdkande
genom nosning (N), tasspalaggning (T), upphopp med framben (F), och oralt beteende genom
slickning (O). Figuren visar data fér Hund B under behandling med Zylkene (férsok 2) och Placebo
(forsok 1) i Period 5 (1-120 min).

Oralt beteende genom slickning var ett beteende som visade en tydlig trend genom de olika
perioderna. | Z2 period 2 Okade frekvensen kraftigt, jamfort med period 1, for att sedan
minska till period 3, men fortfarande ha en forhojd frekvens i bade period 3 och period 4,
jamfort med period 1 (Figur 6.10). | P1 period 2 okade frekvensen nagot, jamfort med period
1, for att sedan sjunka i period 3 och ytterligare i period 4 (Figur 6.10).
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Figur 6.10. Frekvensregistreringar (medelvarde antal per registrering) gallande oralt beteende
genom slickning (Slickar). Figuren visar data for Hund B under behandling med Zylkene (férsok 2)
och Placebo (férsok 1) i -10-0 min (1), 1-15 min (2), 16-60 min (3) och 61-120 min (4).
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DISKUSSION

| denna pilotstudie pa tva hundar visade hundarna tydliga reaktioner pa skott, men det var mer
otydligt hur Zylkene® péverkade nivan p& deras respons. Endast en studie om Zylkenes®
potentiellt stresshammande effekt pa hund har hittats, men denna visade pa jamférbara
&ngestddmpande effekter mellan Zylkene® och Selegiline Hydrochloride vid beteendeanalys
(Beata et al., 2007b). Enligt Beerda et al. (2000) &r det viktigt att satta fysiologi i relation till
beteende for att sdkerhetsstélla att faktisk stress, eller avsaknad av stress, hos djuret
foreligger. Det hade darfor varit mycket intressant om Beata et al. (2007b) &ven hade
analyserat vissa fysiologiska parametrar (t.ex. kortisol) sa att dessa parametrar hade kunnat
séttas i relation till beteendeanalysen. Eftersom Beata et al. (2007b) &r den enda studien som
ar gjord pa hund hade man kunnat tanka sig att anvanda av samma utvérderingsmetod for
stressheteenden (EDED) for att kunna jamfora vara studieresultat med Beata et al. (2007b),
men eftersom Beata et al. (2007b) undersokte en generell angestproblematik och vi
undersoker en mer akut och intensiv angestproblematik, sd hade det inte varit lampligt. En
mangd olika beteenden som registreras med hjdlp av EDED ar dessutom inte sadana
beteenden som vi hade mdjlighet att registrera i var studie, tex. fodo- och
vattenintagningsbeteenden, somn samt klinisk bedémning avseende t.ex. diarré och krakning.

Hos hundar finns en omfattande utbredning av radsla for olika sorters ljud (Blackwell et al.,
2005; Limura et al., 2007). N&mna studier visar att de vanligaste radsleorsakande ljuden &r
ljud fran fyrverkerier, aska och skott i den ordningen. Vissa ljud och situationer, t.ex.
skyttebanor eller skogsomraden vid jaktsasong, kan djurdgare aktivt forséka undvika for att
underlatta for sin hund, medan andra ljud som fyrverkerier och aska ar svarare att undkomma.
Tyvarr ar det aven sa att praktiskt taget vilka ljud som helst kan vara orsaken till radsla hos
hund. Detta visade sig i var studie dar en av hundarna visade sig ha en radsla for melodin fran
Hemglassbilen, en melodi som fér manniskor innebar nagot positivt. Den andra hunden
utvecklade sin radsla efter att upprepade ganger ha utsatts for ljudet av en stangande dorr.
Misslin (2003) argumenterar for att raddsla och beteenden uppkomna av radsla ar evolutionart
utvecklade som forsvar for individen och &r nddvandiga for individens Overlevnad. Denna
teori kan stamma for vilda djur, men hos vara domesticerade djur &r manga situationer (t.ex.
glasshilen, dorrar som stangs) ofarliga, &ven om de ger upphov till radsla hos djuret i fraga.
Det finns darfor en nédvandighet hos oss manniskor, som djurégare, att behandla for att lindra
djurets radsla.

Hundarna som ingick i studien beddmdes av sina &gare som skottrddda. Det planerade
stressmomentet for att utvérdera effekten av Zylkene® var darfor avfyrning av en signalpistol.
Dock far man inte gldomma att andra moment innan sjélva skottet avfyrades hogst troligen
ocksa paverkade de deltagande hundarna, och att alla dessa moment influeras under
behandling med Zylkene®. Litteraturen visar p& 6kad stressnivd hos hundar vid biltransport
(Frank et al., 2006) och vid besok pa veterinarklinik (Hewson, 2008; Kallet et al., 1997), tva
moment som ingick i var studie. Vara hundar utsattes aven for hantering genom
veterinarundersokning och kanylapplicering, vilket rimligen kan paverka hundarnas
stressnivaer. Att andra moment i forsoksproceduren verkade stressande pa hundarna ses
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tydligt i urinkortisol/kreatininkvoten hos Hund A. Nar Hund A skulle ga in i
undersokningsrummet reagerade han kraftigt genom att backa ifran dorréppningen och dra
bakat i kopplet. I bada forsoken fick djuragaren bara in honom. Han blev uppenbart stressad
av att ga in i rummet och detta aterspeglade sig i det tredje urinprovet som togs mellan
kliniken och skjutbanan, dar kraftigt forhojd kortisol/kreatininkvot sags. Hundarna traffade
aven okanda manniskor i form av forsokspersonal pa en ny plats och all hantering i form av
blodprover och dylikt far aven ses som potentiellt stressande moment.

En av de mer betydelsefulla felkallorna i studien var att varje hund genomgick tva forsok som
utformats pa samma séatt och att de da kan ha associerat specifika moment fran forsék 2 med
reaktionerna fran forsok 1. Man kan tanka sig att redan da respektive hund anlande till
kliniken, vid forsok 2, sa uppstod en stressreaktion pga. minnet fran forsok 1. Vi forsokte
undkomma denna paverkan pa studiens slutresultat genom att lata hundarna genomga forsok
med olika preparat i olika forsoksordning, men en viss paverkan bor dnda forvantas daven om
hundarna inte tycktes speciellt paverkade nar de kom till forsoket andra gangen. En annan
tankbar mojlighet &r att hos en hund som finner nya situationer stressande, ar forsok 1 mer
stressande for hunden och att man da far en lindrigare stressreaktion i forsok 2. Detta gor att
resultaten inte blir helt latta att tolka eftersom varje individ reagerar annorlunda. Genom att
lata samma hund genomga de olika behandlingarna flera ganger skulle denna felkalla kunna
utredas. Dock ar ett sadant upplagg etiskt tveksamt da den individuella hunden far utsattas for
radsla och lidande ett flertal ganger. Det &r troligen ocksa annu svarare att rekrytera hundar
vid ett sadant forsoksupplagg. Ett annat alternativ hade varit att inte lata hundarna vara sina
egna kontroller, utan lata varje hund genomga endast ett forsok, antingen med Placebo eller
med Zylkene®. D& hade man undvikit namnda felkalla, men hade samtidigt behévt ha minst
dubbelt s& manga deltagande hundar. Fragan ar om detta ar etiskt forsvarbart eftersom man
alltid bor efterstrava att utsatta sa fa individer for sa lite lidande och pafrestningar som
mojligt.

Var studiedesign begransas framforallt av antalet hundar som deltog i studien. Vi sokte 10
hundar, men endast 2 valde att delta. Orsaken till det laga antalet deltagande beror troligen
saval pa att vi hade en begréansad tid for rekrytering, samt att skottradda hundar &r ett kansligt
amne for saval djuragare som uppfodare. Det ar inte alla djuragare som vill utsatta sin hund
for en situation dar malet ar att utlésa en radsla som hunden har. Eftersom det dessutom &r
forbjudet att kompensera djuragarna ekonomiskt for deras deltagande, sa far inte djuragaren
tillbaka nagot konkret genom att delta i studien. Det laga antalet deltagande hundar innebar att
aven sma faktorer och olikheter mellan de olika forsoken kan ge stor paverkan pa resultatet.
Genom att utforma de olika forsoken pa samma satt, med samma forsokspersonal, samma
hantering, samma tid pa dygnet osv, sa undkommer man manga av eventuella faktorer som
kan paverka resultatet. Vi slumpade aven forséken mellan hundarna, blindade alla forsok och
anvande oss av tydliga instruktioner for bade djuragare och forsokspersonal. Dock ar det svart
att dra generella slutsatser om Zylkene®, baserat pa var studie, dd denna studie endast visar
hur Zylkene® paverkar tva enskilda individer.
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For att fa en battre bild av den specifika hundens radsla fick djuragaren, innan forsoksstart,
fylla i en enk&t om sin hunds bekymmer. Radslan hos Hund A uppkom efter att det sméllde en
raket bara nagon meter fran honom néar han var unghund. Hos Hund B uppkom radslan efter
att denne hade hort upprepade smaéllar fran en dorr. Reaktionen hos Hund A kanns mer
normal, &n hos Hund B, da Hund A utsatts for en situation med en faktisk fara. Hos Hund B
har en egentlig ofarlig situation paverkat hunden sa pass att en radsla for hoga ljud uppstatt.
Gemensamma beteenden som djurdgarna angav att deras hundar uppvisade vid sina
radslereaktioner var skakning, flykt och kontaktsokande. Hund A uppvisade ocksa salivering
och hassjning. Samtliga angivna beteenden 6verensstammer med beteenden associerade med
stress hos hundar (Beaver, 1999; Beerda et al., 1998; Blackwell et al., 2005; Engeland et al.,
1990; McCobb et al., 2001). Agaren till Hund B beréattade dven att de i och med hundens
radsla stannade hemma pa nyarsafton och underlattade for hunden genom att ka volymen pa
tv och radio. Detta ar ett exempel pd att livet med en ljudradd hund till viss del ar begransande
och paverkar livet for hundéagarna, och att behandling av hundens radsla darmed aven kan
paverka agarnas tillvaro positivt.

Vi fann att kortisol/kreatininkvoten i det tredje urinprovet hos Hund A 6kade kraftigt. Kvoten
okade i bada forsoken men var lite hogre i Z1. | det sista urinprovet, som togs efter skott, sags
en relativt stor sankning i Z1, medan kvoten 6kade ytterligare i P2. Denna utveckling kan
forklaras med resultaten for plasmakortisol dar en storre okning sags i P2 an Z1. Eftersom det
sista urinprovet aterspeglar utséndringen av kortisol under det planerade stressmomenten
forefaller det naturligt att en o©kning av plasmakortisol ger en 06kning av
urinkortisol/kreatininkvoten, och vice versa, forutsatt att stresspaverkan hos hunden &r storre
efter skott &n innan urinprovet taget efter klinikbesoket. Hund B reagerade annorlunda i de
bada forsoken jamfort med Hund A. Hund B visade en mycket kraftig stressreaktion i bade
resultaten for plasmakortisol och urinkortisol/kreatininkvot efter skott i Z2, jamfért med P1.
Bada forsoken gav en hojning av plasmakortisol i blodproverna tagna efter skott, men medan
koncentrationen sjonk sakta efter prov #4 i P1, sa fortsatte den dka och holl sig stadigt kraftigt
forhojd i Z2. De kraftigt forhojda kortisolnivaerna under behandling i Z2 visar att hunden inte
kunde ta sig ur sin initiala stressreaktion utan hade fortsatt hog stressniva genom hela
forsoksperioden. Resultaten visar dven att Zylkene® inte sankte basalnivaerna namnvart i de
forsta proverna tagna gallande kortisol i plasma och kortisol/kreatininkvot i urin, for varken
Hund A eller Hund B.

Eftersom hela studien var trippelblindad sa bedomde all inblandad personal hundarnas
reaktioner endast efter deras beteenden och fysiologiska resultat. Fram till att koden for
blindningen bréts var alla sékra pa att forsok 2 for Hund B maste ha varit under behandling
med Placebo. Det var mycket forvanande att en sadan hog stressniva kunde ses vid
behandling med Zylkene®, men man far inte glémma att behandling med Zylkene® var under
hundens andra forsok och att detta kan ha varit orsaken till den kraftiga reaktionen eftersom
hunden kan ha relaterat till minnet av sitt tidigare forsok. Man kan &ven tanka sig att det finns
individskillnader som gér att olika individer reagerar olika pa Zylkene®. Det &r svart att, med
hanvisning till tillganglig litteratur kring den stresshammande effekten hos Zylkene®, tro att
Zylkene® kan oka stresskansligheten hos djur. Eftersom skottradsla &r en sn kraftig radsla
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hos drabbade hundar kan eventuellt en lindrigare typ av radsla ha reducerats med Zylkene®.
En annan felkéalla till resultaten for detta forsok ar risken att hunden inte har fatt i sig hela
kapselns innehall, eller att kapslarna blandats ihop vid blindning av forsoken. Risken for dessa
felkéllor har dock minimerats i och med att djurégaren infor varje forsok fick tydliga skriftliga
instruktioner om hur och nar kapslarna skulle intas av hunden, samt fragades pa forsoksdagen
om det gatt bra att ge hunden kapslarna, och att personen som skotte kapselhantering och
blindning av forsoken fick utforliga instruktioner om hur detta skulle ga till.

Hematokriten ses folja liknande trend som plasmakortisolen hos Hund B i bada forsoken.
Efter skott ses en stor okning i bada forsoken, men en storre 6kning under behandling med
Zylkene®. Medan hematokriten i bada forsoken, och plasmakortisolen i P1, sedan sjunker
sakta, sa fortsatter plasmakortisolen hojas och vara fortsatt kraftigt forhojd i Z2. Detta visar
att i Z2 minskande SAM i aktivitet, efter den initiala 6kade aktiviteten, medan HPA fortsatter
vara hogaktivt. Dock far hansyn ocksa tas till att kortisol har en relativt lang halveringstid och
vid en langre period av frisattning ackumuleras kortisol i plasman. Hos Hund A sags en storre
okning av plasmakortisol i P2 an Z1, men samtidigt sags en storre 6kning av hematokriten i
Z1an P2. En ténkbar slutsats som kan dras av dessa skilda resultat for denna specifika hund ar
att Hund A aktiverar SAM i en hogre utstrackning i Z1 och HPA i P2. Ska man extrapolera
resultaten hos denna enskilda individ till en m&jlig generell teori om Zylkene®, s& kan man
tanka sig att Zylkene® paverkar stresshanteringen hos hundar genom att férskjuta aktiviteten
frAn HPA till SAM. En annan tankbar effekt av Zylkene® kunde vara att det p&skyndar
aterhamtningen fran en initial forhojd stressniva. Tar man hansyn till att vissa blodprover
visade tecken pa koagulation, och darmed falsk lag hematokrit, sd sdgs inte en snabbare
sankning av aktiviteten hos SAM under behandling med Zylkene jamfoért med Placebo hos
nagon av hundarna. Hos Hund A finns dock bara tva analyserade prover efter den initiala
hdjningen under behandling med Placebo vilket innebdr att en kraftigare sankning efter prov
#5 inte gar att utesluta. Vi kan inte uttala oss om HPA eftersom P2 avbréts efter prov #5 hos
Hund A, vilket bara ger ett analyserat resultat av plasmakortisolen efter den initiala h6jningen,
och Hund B hade kraftigt hojt plasmakortisol, efter skott, genom hela Z2.

| beteendeanalysen ser vi att de hdga kortisolnivaerna och den hoga hematokriten for Hund B
efter skott i Z2 ackompanjeras av en kraftigt 6kad frekvens oralt beteende i form av slickande,
bade jamfort med normalbeteendet innan skott och jamfort med P1. Man kan darfor rimligen
anta att slickande runt munnen &r en bra parameter for stress hos denna hund. Detta
overensstammer med resultaten fran tidigare studier (Beerda et al., 1998). | teorin borde dock
slickandet ha minskat i frekvens nar stressnivan okar eftersom en aktivering av SAM ger en
mindre och mer viskos salivsekretion. Om den Okade frekvensen slickning beror pa 6kad
salivsekretion sd borde det snarare innebara en storre aktivering av det parasympatiska
nervsystemet. Aven hos Hund A ses en okad frekvens av slickande i perioden efter skott i Z1
jamfort med perioden innan skott, och med P2. Medan frekvens slickande okade i bade Z2
och P1 hos Hund B, jamfort med innan skott, sdgs en kraftig sankning av frekvensen i
perioden efter skott, jamfort med innan, hos Hund A i P2. Detta & mer i linje med vad som
forvantades om man ser till att SAM okar i aktivitet vid forhojd stressniva.
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I Z2 hos Hund B sags aven en kraftig 6kning av saval hassjning som skakning under hela
perioden efter skott, medan hé&ssjning och skakning bara noterades i en liten procentandel av
perioden 1-15 min efter skott i P1. Aven dessa stressassocierade beteenden finns beskrivna i
litteraturen (Beaver, 1999; Engeland et al., 1990; McCobb et al., 2001) och kan séttas i
korrelation med de fysiologiska resultaten. For Hund A var det inte lika uppenbart som for
Hund B, utan endast en liten procentandel skakning sags i perioden 1-15 min efter skott i Z1
och hassjande i perioden 1-60 min efter skott i P2.

Hos Hund A sags en tydlig skillnad avseende registreringen av kroppsposition i perioden 1-15
min efter skott dar en huvudandel staende visades i Z1, och en huvudandel liggande visades i
P2. Liggande skulle kunna innebara att hunden slappnar av béattre medan staende uppvisas hos
en mer orolig hund som inte riktigt finner ro, men vissa forfattare anser att 1ag hallning ses
som en mer intensiv och akut stressrespons (Beerda et al., 1997; Beerda et al., 1998). Denna
teori dverensstdammer med redovisade resultat for position hos Hund A i Z1 och P2, sett till
ovriga resultat avseende beteende och fysiologi. | P2 gjorde bade agare och forsokspersonal
bedémningen att hunden var mer introvert och paverkad nar den lag ner. Detta var orsaken till
att djurdgaren i sin subjektiva bedémning gissade att Hund A behandlades med Placebo i
forsok 2. | frekvensregistreringen avseende kontaktsokande ser vi &ven att hunden sokte mer
kontakt hos djurégaren efter skott i Z1 jamfort P2. Hos Hund B var skillnaden for resultaten
avseende kroppsposition inte lika tydlig mellan de olika forsoken, men en Okad frekvens
kontaktsokande sags i P1 jamfort med Z2. Intressant dr dven att beteendet flykt endast
registrerades hos de bdda hundarna under behandling med Zylkene®. Det var &ven hogre
forekomst av kontaktsokandet hos respektive hund i det forsdket som de beddémds vara minst
stressade i. Det skulle kunna vara sa att en viss stressniva ger hog frekvens kontaktsokande,
men nar stressnivan passerar en viss troskel sa uppstar mindre kontaktsokande och hunden
blir mer introvert. Hos bada hundarna hélls svansen i en neutral hdngande position genom
praktiskt taget hela forsoken och oavsett behandling. Man kan darfor anta att svansposition
inte &r en bra stressmarkdr hos rasen collie.

En felkalla som vi inte berort &n dr den oundvikliga hanteringen av hundarna under forsoken
och dess paverkan pd bade beteende och fysiologi. Aven om blodproverna togs ur
permanentkanyl sa innebar varje provtagningstillfalle en viss hantering av hunden. Man kan
darfor rimligen anta att en viss forhdjning av respektive stressparameter ses pga. detta. Denna
eventuella 6kning bor dock vara jamférbar mellan olika provtillfallen eftersom hundarna
hanterades exakt likadant vid varje enskild provtagning. I P2 hos Hund A hanterades dock
hunden mycket under forsoket eftersom det var svart att fa ut tillrackligt med blod.
Forsokspersonal var dven tvungen att applicera en ny kanyl. Fragan ar om all denna extra
hantering har nagot samrore med den extra hojningen i urinkortisol i provet som togs efter
avslutat forsok, jamfort med Z1.

Aven beteendet péverkades av provtagningarna eftersom vissa provtagningar endast tog
enstaka minuter, medan andra tog upp till 8-9 min, vilket innebér det att det inom vissa
perioder registrerades fler momentan- och frekvensregistreringar, och i andra perioder
registrerades féarre. Vid datahanteringen blir beteendefrekvens per tidsenhet densamma, men i
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vissa perioder saknas det registreringar for vissa minuter som hunden kunde ha utfort
beteende pa. Registreras t.ex. ett sallsynt beteende i en period med farre registreringar sa
kommer detta sallsynta beteende redovisas som en storre procentuell andel av totalantalet
registreringar, an om beteendet registrerats i en period med fler totalantal registreringar. Det
far till foljd att beteendet upplevs vara ett mer forekommande beteende an det egentligen ér.
Beteendet i de narmaste registreringarna efter varje provtagning blev dven paverkade eftersom
det tar en viss tid for hunden att normalisera sitt beteende efter hantering.

Sett till saval fysiologi- som beteenderesultat star det klart att djuragarna ar duktiga pa att
bedoma stressnivan hos sina hundar. Djuragarna fick utifran sina hundaras reaktioner fran de
bada férsoken uttala sig om vilket forsok de trodde var under behandling med Zylkene®, med
antagandet att Zylkene® hade den forvantade stressminskande effekten. Djuréagare till Hund A
gissade ratt angaende vilket forsok som var under behandling med Placebo och vilket som var
under behandling med Zylkene®. Djuragare till Hund B beddmde sin hund vara mest
stresspaverkad i forsok 2 och trodde darfor att forsok 2 var under behandling med Placebo.
Detta visade sig inte stamma nar kodlistan brots, men sett till hundens stressniva fysiologiskt
och beteendemassigt gissade djurdgaren helt korrekt. Vi ser dven i djuragarenkaten att bada
agarna angav beteenden som deras hundar visade i de olika férsoken.
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SLUTSATS

Sammanvégs beteende och fysiologi star det klart att Hund A beddmdes vara mest
stresspaverkad nar den fick placebo (P2), och Hund B mest paverkad nar den fick Zylkene®
(Z2). Vi har darmed ett forsok som stodjer och ett som inte stodjer hypotesen att Zylkene®
leder till minskad stressreaktion hos hund efter skott. Eftersom det var i forsok 2 som
hundarna bedémdes vara mest stresspaverkade kan det vara sa att detta ar en viktigare faktor
for resultaten 4n vilken behandling hundarna fick. Aterigen &r det viktigt att papeka att pga. fa
deltagande individer ar alla slutsatser som dras i detta arbete ej generella utan endast teorier
vid en tolkning av resultaten for respektive hund. Det har i denna studie presenterats manga
teorier om hur Zylkene® paverkar stresshantering, men for att kunna bekrafta teorierna kravs
fler studier, med fler hundar ur olika raser, for att reda ut huruvida Zylkene® har
stresshammande effekt eller ej.
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