Aus dem Department fiir Interdisziplinare Lebenswissenschaften

der Veterindrmedizinischen Universitat Wien

Messerli Forschungsinstitut

(Leiter: Univ.-Prof. Dr.rer.nat. Ludwig Huber)

Bestimmung von Speichelcortisolwerten von
Blindenfuhrhunden zur Ermittlung ihres Stresslevels
im Vergleich zu Familienhunden sowie anderen

Assistenzhundeklassen

Diplomarbeit

Veterinarmedizinische Universitat Wien

vorgelegt von

Britta Mang, MSc.

Wien, Juli 2024



Betreuer: Univ.-Prof. Dr.rer.nat. Ludwig Huber
Messerli Forschungsinstitut
Department flr Interdisziplindre Lebenswissenschaften

Veterinarmedizinische Universitat Wien

Mag. med.vet. Karl Weissenbacher
Messerli Forschungsinstitut

Prif- und Koordinierungsstelle Assistenzhunde und

Therapiebegleithunde

Veterinarmedizinische Universitat Wien

Gutachter: Ao.Univ.-Prof. Dr.med.vet. Rupert Palme

Department fur Biologische Wissenschaften und

Pathobiologie
Experimentelle Endokrinologie

Veterinarmedizinische Universitat Wien



Eigenstandigkeitserklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und keine anderen

als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Alle sinngemafl und wortlich Ubernommenen Textstellen aus fremden Quellen wurden

kenntlich gemacht.

Wien, den 01.07.2024

—r

Britta Mang



Zusammenfassung

Blindenfiihrhunde spielen in unserer Gesellschaft eine grofe Rolle fir Inklusion von Menschen
mit Sehbeeintrachtigungen. Es existieren einige Studien, die sich mit der Eignung von Hunden
fur diese Aufgabe im Vorfeld beschaftigen. Jedoch gibt es im Hinblick auf das Wohlergehen
der Blindenfiihrhunde nach der Anerkennung wenig wissenschaftliche Grundlagen. Gerade
weil sie in vielen unterschiedlichen Situationen konzentriert arbeiten mussen, ist es mdglich,
dass Blindenfihrhunde einer erhéhten Stressbelastung ausgesetzt sind, was dem Korper auf
Dauer schaden kann. Ziel dieser Studie ist daher, die Stressbelastung im Alltag von
Blindenfihrhunden im  Vergleich zu anderen Hundegruppen (Familienhunde,
Therapiebegleithunde, Diabetikerwarnhunde und Assistenzhunde fir Menschen mit
posttraumatischer Belastungsstérung (PTBS)) zu untersuchen.

Ein guter Biomarker fur die Bestimmung von akutem Stress ist das Hormon Cortisol, welches
unter anderem in Speichelproben nachgewiesen werden kann und sich bereits in Studien mit
Hunden als verldsslicher Parameter zeigte. Proben von neun in Osterreich anerkannten
Blindenfihrhunden wurden Uber einen Zeitraum von sieben Tagen dreimal taglich
entnommen, um mogliche Schwankungen zu detektieren. Stressereignisse wurden wahrend
des Entnahmezeitraumes dokumentiert. Es zeigte sich, dass weder Entnahmezeitpunkt noch
der Entnahmetag einen Einfluss auf die Cortisolkonzentrationen hatten. Im Vergleich zu Daten
aus friheren Studien zeigten die Blindenfihrhunde tendenziell niedrigere Cortisolwerte als
Familienhunde, Therapiebegleithunde und Diabetikerwarnhunde. Die Cortisolwerte der PTBS-
Assistenzhunde liegen im Bereich der Testgruppe.

Beide Assistenzhundeklassen sind in permanenter nonverbaler Kommunikation mit ihren
Hundefuhrer:innen. Um den Herausforderungen im Alltag gewachsen zu sein, ist mitunter eine
besondere Resilienz und Ausgeglichenheit von Noéten, was sich auch in einem niedrigeren
Cortisolspiegel zeigen kann. Qualitative Betrachtungen in dieser Studie haben zudem gezeigt,
dass Blindenfihrhunde durchaus mit einem Cortisolanstieg auf dezidierte Stressstimuli
reagieren.

Generell legen die Ergebnisse dieser Untersuchung nahe, dass die momentanen
Auswahlkriterien flr potenzielle Blindenfihrhunde und die anschlieRende Ausbildung adaquat

sind, sodass keine erhdhte Stressbelastung im Alltag entsteht.

Fir eine statistische Vergleichbarkeit der Hundegruppen ist sowohl eine grofiere Stichprobe
als auch eine maximale Standarisierung im Versuchsdesign und der Vergleichsgruppen

erforderlich.



Abstract

Guide dogs play a significant role in promoting inclusion and integration for individuals with
visual impairments. While numerous studies have assessed the suitability of dogs for this role,
there is a lack of scientific research focusing on the welfare of guide dogs post-certification.
Given the diverse and often demanding situations these dogs encounter, they may experience
elevated stress levels, potentially leading to long-term physiological damage. This study aims
to evaluate the everyday stress levels of guide dogs compared to other dog groups (family

pets, therapy dogs, diabetic alert dogs, and PTSD assistance dogs).

Cortisol, a hormone measurable in saliva, serves as a reliable biomarker for acute stress in
dogs, as established by previous research. Saliva samples from nine certified guide dogs were
collected three times daily over a seven-day period to detect potential fluctuations. Special

stress-inducing events were documented throughout the sampling period.

The findings indicate that neither the time of day nor the specific day of sampling significantly
affected cortisol concentrations. Compared to data from previous studies, guide dogs exhibited
lower cortisol levels than family pets, therapy dogs, and diabetic alert dogs. The cortisol levels

of PTSD assistance dogs were comparable to those of the guide dogs.

Both guide dogs and PTSD assistance dogs share a close partnership with their handlers,
involving constant non-verbal communication. This unique relationship may foster resilience
and emotional stability, reflected in lower cortisol levels. Qualitative analyses also revealed
that guide dogs respond to specific stress stimuli with a rise in cortisol. Due to the significant
individual variability in basal cortisol levels, examining relative cortisol responses presents a

promising avenue for future research to better evaluate stress in assistance dogs.

Overall, the results of this study suggest that the current selection criteria and training
processes for prospective guide dogs are adequate, ensuring that they do not experience

increased stress levels in their daily lives.

For statistical comparability of the dog groups, both a larger sample size and maximum

standardization in the experimental design and comparison groups are required.
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1. Einleitung

In den letzten 20 Jahren gerat das Wohlergehen von Tieren in menschlicher Obhut, vor allem
aber auch von Hunden in der Mensch-Tier-Beziehung zunehmend in den Fokus
wissenschaftlicher Betrachtungen (1-3). Dahinter steht der Wunsch, das Wohlergehen auf
Seiten der Tiere sowohl zu definieren als auch gegebenenfalls zu optimieren. Ein wichtiger
Baustein in unserer Gesellschaft sind in diesem Zusammenhang Assistenzhundeteams,
welche in den letzten Jahren immer starker an Bedeutung gewonnen und sich in diverse

Richtungen entwickelt haben (4).

Die bekannteste und grof3te Gruppe innerhalb der Assistenzhunde stellen dabei nach wie vor
die Blindenfihrhunde mit 120 gepriiften Teams in Osterreich allein dar. Blindenfiinrhunde
unterstitzen beeintrachtigte Menschen schon seit Jahrhunderten. Erste Dokumentationen zu
gezielten Ausbildungsstatten fur Blindenfiihrhunden stammen aus dem Deutschland der 20er
Jahre (4). Wahrend die Vorteile eines Blindenfihrhundes fir die beeintrachtigten Menschen
und die positiven Auswirkungen ihrer Unterstitzung auf die Bewaltigung des Alltages schon
wissenschaftlich ausgiebig betrachten wurden, gibt es im Hinblick auf das Wohlergehen der

Blindenfuhrhunde wenig wissenschaftliche Grundlagen (5-7).

1.1 Wohlergehen und Stress

Generell stellt das Wohlergehen von Tieren und dessen Einschatzung eine groRle
Herausforderung dar. Um der Vielschichtigkeit der Bedirfnisse von Nutz- aber auch
Haustieren gerecht zu werden, wurde in den Neunzigern das ,Five Freedoms® Model
spezifiziert (8). Dabei gilt als Mal} fiir das Wohlergehen von Tieren vor allem das Fehlen von
negativen Einfllissen: Sie sollen frei von Hunger, Durst und Mangelversorgung sein, frei von
temperaturbedingten oder generell physischem Unbehagen, frei von Schmerz, Verletzung und
Krankheit, frei von Angst- und Stresszustanden sowie frei sein, artgerechte Verhaltensweisen
ausleben zu kénnen. Ausgehend von diesem Konzept wurde das Model der ,, Five Domains®
entwickelt (9), um ein umfassendes Tool zur Bewertung von Tierwohl zu etablieren, welches
neben negativen Auswirkungen auch positive Einflisse berucksichtigt. Dabei sind die
Domanen gegliedert in die vier Domanen Ernahrung (mit den affektiven Erfahrungen von
Hunger und Durst), Physische Umwelt (adaquate oder inadaquate Lebensbedingungen),
Gesundheit (Fitnesszustand, Schmerz, medizinische Versorgung) und soziale Interaktion

(Exposition gegenuber Stresssituationen, Kontakt zu Artgenossen und Menschen), welche



sich alle in der Domane finf, dem Geisteszustand, zu einem Gesamterlebnis und allgemeinen

Wohlbefinden integrieren.

Im speziellen Fall der Assistenzhunde, beziehungsweise der Blindenfiihrhunde, welche in
dieser Arbeit im Fokus stehen, liegen primare, potenzielle Faktoren fir einen negativen
Einfluss auf das Wohlergehen vor allem im Bereich der Domane vier, die die Interaktionen mit
der Umwelt und soziale Kontakte berucksichtigt. Moglicherweise entstehende Furcht, Unruhe
oder Frustration im Alltag der Hunde kann zu Stress fuhren (9).

Chronische Stresszustande kdnnen einen starken negativen Einfluss auf das Wohlergehen
und die Gesundheit von Saugetieren haben (10). Zwar gibt es auch bei Hunden Eustress,
sogenannten positiven Stress (11), durch dessen Kurzweiligkeit sind schadlichen Effekte auf
Gesundheit und Wohlergehen jedoch wesentlich geringer als die von chronischem, negativen
Stress, welchen man auch als Distress bezeichnet (12). Stress wird dabei als eine biologische
Reaktion des Korpers definiert, welche durch aufliergewdhnliche Umstande, sogenannte

Stressoren, ausgeldst wird und die natlrliche Homoostase bedroht (13, 14).

Grundlegend sind zwei physiologische Achsen an der Stressantwort des Korpers beteiligt,
welche sich gegenseitig beeinflussen: Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse (HPA-Achse) zum einen, die Sympathisch-adrenomedullare-Achse (SAM-Achse) zum
anderen (11). Letztere wird typischerweise mit einer akuten Stressreaktion assoziiert, der
sogenannten ,Fight-or-Flight® Reaktion. Aktiviert durch das Zentralnervensystem (ZNS)
kommt es zu einer raschen Freisetzung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark
(Adrenalin) und durch das autonome Nervensystem (Noradrenalin). Die Freisetzung dieser
Hormone bewirkt eine Erhéhung der Herzfrequenz, beeinflusst den Blutdruck (zentrale
Vasodilatation und Vasokonstriktion der peripheren Blutgefalie) und férdert die Glykolyse zur
Energiegewinnung (15). Die HPA-Achse ist dagegen mit einer eher langfristigen bzw.
chronischen Stressreaktion assoziiert. Wie bei der SAM-Achse spielt auch hier das ZNS die
aktivierende Rolle. Im Hypothalamus wird dabei das Corticotropin-releasing Hormon (CRH)
freigesetzt. Das CRH stimuliert die Hypophyse (Vorderlappen der Hirnanhangsdriise), welche
wiederrum das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) ausschuittet. Durch die Wirkung von ACTH
auf die Nebennierenrinde werden dort Glukokortikoide sezerniert, welche die
Gluconeogenese, den Fett- sowie Proteinabbau fordern und auch schwachend auf die
korpereigene Immunantwort wirken (15). Man unterscheidet bei den Glukokortikoiden
zwischen Cortisol und Corticosteron, wobei Cortisol unter anderem bei Primaten, Katzen und

Hunden pravalent ist (16). Die HPA Achse wird durch einen negativen Feedback-



Mechanismus reguliert. Das bedeutet das hohe Konzentrationen von Glukokortikoiden
hemmend auf die sekretorische Aktivitat des Hypothalamus und der Hypophyse wirken. Diese
negative Rlckkopplung ist entscheidend, um die Homdostase wiederherzustellen und den

Kdrper nach einem Stressereignis in seinen Ruhezustand zurtckzufuhren (15).

1.2 Cortisol als Stressmarker

Um Stressbelastungen von Hunden in bestimmen Situationen oder im Alltag zu bestimmen,
werden gerne bestimmte Verhaltensweise als Indikatoren herangezogen (14, 17). Darunter
fallen generelle Unruhe, Vokalisation, Hecheln oder die Tendenz zum Riickzug, aber auch
wesentlich subtilere Gesten wie das Belecken der Lippen, Gahnen oder oft positiv assoziierte
Schwanzwedeln (18). Da dadurch eine Interpretation fehlerhaft ist und eine Quantifizierung oft
schwierig ist, ist die Bewertung des Verhaltens in wissenschaftlichen Betrachtungen von
Stress idealerweise nur eine Erganzung zu einem gezielt bestimmbaren Biomarker (19).
Neben anderen Biomarkern wie zum Beispiel Chromogranin A (CgA) oder dessen Epitope
Catestatin und Vasostatin, welche Marker fur die Aktivierung der SAM-Achse darstellen (11),
hat sich Cortisol als geeigneter Marker fur Stress bei Hunden in zahlreichen Studien gezeigt
(11, 20, 21). Cortisol ist dabei neben der Ermittlung im Blutplasma (22) auch aus Speichel,
Kot, Urin und Haaren extrahierbar (21, 23—26). Der Entnahmeort spielt dabei eine wesentliche
Rolle in der Interpretation der Ergebnisse. Die Methode, die am unabhangigsten ist von
direktem Tierkontakt, ist die Verwendung von Kotproben. Allerdings haben die Werte der
Cortisolmetabolite dieser Proben nur eine kumulative Aussagekraft Uber zurlckliegende bzw.
langanhaltende Stressphasen (15, 27). Dazu ist Kot einer schnellen bakteriellen Zersetzung
ausgesetzt, was eine rasche Probenentnahme nach Absatz notwendig macht (16). Ahnlich
verhalt es sich mit dem Cortisolgehalt in Haaren, auch hier wird Cortisol tGber einen langeren
Zeitraum eingelagert. Darliber hinaus schwanken die Cortisol Konzentrationen stark entlang
des Haares und kénnen von der jeweiligen Haarpigmentierung beeinflusst werden (28).

Eine exakte und unmittelbare Bestimmung von Cortisol bei akuten Stressreaktionen ist im
Blutplasma mdglich (15). Allerdings ist die Blutentnahme ein stark invasiver Eingriff, welcher
zusatzlichen Stress erzeugt (29, 30). Vincent und Michell zeigten jedoch schon 1992, dass die
Konzentrationen von Speichelcortisol bei Hunden eng mit denen im Blutplasma korrelieren,
sodass die wesentlich stressfreiere Entnahme von Speichelproben eine adaquate Alternative
darstellt (22).



Freies Cortisol gelangt dabei Uber passive Diffusion Uber die Azinuszellen, welche das
sekretorische Endstlick der Speicheldrisen bilden, in den Speichel. Einen Cortisolanstieg im
Blutplasma durch die Aktivierung der HPA-Achse zeigt sich mit einer Verzégerung von ca. 20
min nach Stressimpuls (30), die Diffusion in den Speichel geschieht dann in einem Zeitraum
von lediglich zwei bis drei Minuten (24). Dadurch ist die Untersuchung von Speichelcortisol vor
allem zur Detektion von akutem Stress besonders geeignet und um mdgliche Veranderungen

im Tagesablauf zu detektieren.

In diesem Zusammenhang gibt es einige Faktoren, die den Cortisolspiegel beeinflussen
kénnen: Einige Studien zeigen einen Effekt des zirkadianen Rhythmus, wobei der
Cortisolspiegel am Morgen hoher ist (26, 31). DarUber hinaus kénnen auch eine starke
korperliche Beanspruchung und oder Futteraufnahme den Cortisolspiegel — vor allem im
Speichel — beeinflussen (20, 32). Daher ist es wichtig, durch eine standarisierte Probenahme
unter definierten Bedingungen nicht gewollte Beeinflussungen der Ergebnisse zu vermeiden,

wie auch in dieser Studie angestrebt (siehe Material und Methoden).

1.3 Assistenzhunde — ein Uberblick

Assistenzhunde sind speziell ausgebildete Hunde, welche darauf trainiert sind, differenzierte
Aufgaben zu Ubernehmen, um die Einschrankungen von Menschen mit Behinderung zu
kompensieren oder sie zumindest zu mindern (33). In Osterreich wurde neben den
Regelungen durch das Bundesbehindertengesetz (34) zudem am 1.1.2015 ein gesetzlicher
Rahmen verabschiedet, der die Kategorisierung von Assistenzhunden klar regelt und Regeln
und Rechte definiert (34, 35). Dabei wurden verschiedene Untergruppen von Assistenzhunden

definiert:

e Signalhunde: Zur Unterstlitzung von Menschen mit Hérbehinderung sowie Menschen mit
chronischen psychischen oder kérperlichen Erkrankungen wie zum Beispiel Diabetes,
Epilepsie oder eine posttraumatische Belastungsstérung (PTBS)

e Servicehunde: Zur Unterstlitzung von Menschen mit korperlichen Behinderungen und
damit verbundenen Mobilitatseinschrankungen (Zum Beispiel Rollstuhlfahrer:innen)

¢ Blindenfiihrhunde: Unterstitzung von blinden und seheingeschrankten Menschen zur

Forderung deren Mobilitat in vertrauter und fremder Umgebung.

Die Eignung von Hunden fur die Arbeit als Assistenzhund ist dabei unterteilt in die
gesundheitliche Eignung, die Verhaltenseignung und die Arbeitsleistungseignung, welche

spezifisch fur die jeweilige Assistenzhundeklasse bewertet wird (Details sind den Richtlinien



Assistenzhunde zu entnehmen; (34)). Zur Durchsetzung dieser Voraussetzungen wurde ein
Regelwerk zur objektiven Kontrolle geschaffen. So werden die Hunde von einer unabhangigen
Stelle in einem Ausschussverfahren geprift. In Osterreich nimmt diese Funktion die Prif- und
Koordinierungsstelle am Messerli Forschungsinstitut der Veterindrmedizinischen Universitat in
Wien ein. Zur Zeit gibt es noch kein einheitliches Regelwerk fir die verschiedenen
(europaischen) Lander (4), das europaische Komitee fur Standarisierung (CEN) arbeitet
jedoch zur Zeit daran, einen europaischen Konsens im Bereich Eignung und Ausbildung von

Assistenzhunden zu implementieren (33).

Von den Assistenzhunden im eigentlichen Sinne sind zudem die sogenannten Arbeitshunde
(zum Beispiel Rettungshunde, Diensthunde, Hitehunde) sowie Therapiebegleithunde
abzugrenzen. Wahrend Arbeitshunde keiner gesetzlichen Regelung unterstehen, werden
Therapiebegleithunde ebenfalls im §39a des Bundesbehindertengesetzes definiert (35): Sie
sind Teil eines therapeutischen Konzeptes, bei dem der Einsatz des Therapiebegleithundes
im Team mit dem oder der Halter:in eine positive Auswirkung auf das Leben von Menschen
mit Behinderungen haben soll. Sie werden, ahnlich wie auch Assistenzhunde, fir diese
Tatigkeit im Vorfeld ausgebildet und begutachtet. Allerdings gewahrt die Anerkennung als
Therapiebegleithund nicht die gleichen Rechte, wie die als Assistenzhund. Eine Mithahme im
Supermarkt oder die Nutzung des 6ffentlichen Nahverkehrs ohne Maulkorb ist nicht zulassig
(36, 37). Betont wird dabei, dass Therapiebegleithunde nur stundenweise in tiergestutzter
Therapie zum Einsatz kommen und im Alltag in der Regel nicht im Dienst des Menschen
stehen (38).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Das Wohlergehen der Tiere in der Mensch-Hund Beziehung im Kontext von
Assistenzhundeteams gewinnt immer mehr Bedeutung, vor allem auf Hinblick des Bestrebens
einheitliche Richtlinien zu etablieren, die allen Assistenzhundeklassen gerecht werden (17, 39,
40). Um Lésungen und Ansatzpunkte flir einen optimierten Tierschutz in der Zukunft zu finden,
ist es wichtig den momentanen Status von fertig ausgebildeten Assistenz- und anderen

Arbeitshunden zu betrachten.

Fokussierend auf den DACH-Raum (Deutschland, Osterreich, Schweiz), gibt es bereits einige
Studien, die Speichelcortisolwerte als Mall fir Stressbelastungen im Alltag von
Assistenzhunden genutzt haben. Darunter wurden Cortisolwerte aus der Gruppe der

Signalhunde Diabeteswarnhunde (41) und PTBS-Assistenzhunde (42) sowie Servicehunde



(43) im mit Cortisolwerten von Familienhunden verglichen. Neben Untersuchungen von
Speichelcortisolwerten von Personensuchhunden (44) wurden ebenfalls bereits Studien zur

Belastungen von Therapiebegleithunden durchgeflihrt (41, 45).

Ahnliche Betrachtungen im Hinblick auf Blindenfiihrhunde fehlen jedoch zuweilen. Eine
kirzlich erschienene Studie aus Mexiko untersucht zwar Speichelcortisolwerte von
Blindenfuhrhunden, betrachtet dabei aber gezielt provozierte Stresssituationen, eine Aussage
uber Cortisolwerte im Alltag innerhalb der Mensch-Hunde-Teams ist davon nicht abzuleiten
(46).

Ziel dieser Studie ist es, diese Kenntnislicke zu schliefen und sich einen allgemeinen
Uberblick Uber die Cortisolwerte als MaR fiir Stressbelastungen im Alltag von
Blindenfuhrhunden zu verschaffen. Die anspruchsvollen Aufgaben von Blindenfliihrhunden,
wie das selbstandige Beurteilen von Gefahrensituationen und dem entsprechenden Handeln,
erfordern eine konstante Wachsamkeit und Konzentration (47). In Anbetracht dessen ist
anzunehmen, dass Blindenfihrhunde im Alltag einen hdheres Cortisollevel vorweisen als
andere Vergleichsgruppen, insbesondere sogenannte Familienhunde ohne besondere
Aufgaben. Zudem stellt sich die Frage, wie sich die Cortisolwerte von anderen
Assistenzhundeklassen im Vergleich verhalten. Vor allem im Alltag von Servicehunden
(stellvertretend in dieser Studie Diabeteswarnhunde sowie PTBS-Assistenzhunde) ist eine
ahnliche Alarmbereitschaft und konstante Aufmerksamkeit erforderlich (41, 42). Als vierte
Vergleichsgruppe wird in dieser Studie die Gruppe der Therapiebegleithunde betrachtet,
welche zwar nicht als Assistenzhunde im eigentlichen Sinne anerkannt sind und nur
stundenweise im Einsatz sind, aber trotzdem eine ahnliche charakterliche Eignung vorweisen

mussen (35).



2. Material und Methoden

2.1 Studienzulassung

Die Studie wurde von der Ethik- und Tierschutzkommission der Veterindrmedizinischen
Universitat Wien im Hinblick auf ihre Ubereinstimmung mit der Good Scientific Practice und

den einschlagigen nationalen Rechtsvorschriften gepruft und befirwortet (ETK-061/04/2023).

2.2 Probanden

Insgesamt haben an der vorliegenden Studie elf Assistenzhundeteams teilgenommen, welche
von der Pruf- und Koordinierungsstelle fur Assistenzhunde (Messerli Forschungsinstitut)
kontaktiert wurden. Die elf Blindenfihrhunde der Teilnehmerinnen sind als Assistenzhunde
gemall § 39a BBG (35) beurteilt und anerkannt. Alle Hunde waren zum Zeitpunkt der
Teilnahme klinisch gesund, erhielten keine medikamentdse Therapie und sind regemaRig
geimpft sowie entwurmt. Insgesamt handelte es sich dabei um finf Hindinnen sowie sechs
Riden in einem Alter zwischen drei und sieben Jahren. Zwei der elf Hunde haben die
Probenentnahme nicht erfolgreich abgeschlossen und wurden folglich aus der Studie

exkludiert (fir eine detaillierte Ubersicht der getesteten Hunde siehe Anhang Tabelle 5).

2.3 Studiendesign und Probenentnahme

Als Mal flr den Stresslevel der Blindenfliihrhunde wurden Cortisolspiegel im Speichel der
Tiere bestimmt. Um eine zuverlassige Aussage Uber die mittleren Cortisolspiegel und deren
Schwankungen treffen zu kdnnen, erfolgte die Entnahme in festgelegten Zeitrdumen (3x tgl.:
morgen, mittags, abends) sowie konsekutiv an sieben aufeinander folgenden Tagen. Dadurch
ergeben sich insgesamt maximal 189 Einzelproben. Der erste Wochentag der

Probenentnahme konnte dabei frei gewahlt werden.

Die Messungen wurden im eigenen Haushalt und innerhalb der vertrauten Mensch-Tier-

Beziehung durchgefihrt.

Die korrekte Entnahme der Speichelprobe stellt allerdings eine besondere Herausforderung
bei Blindenfihrhunden dar, da die Besitzer zumindest sehbeeintrachtigt sind. Bedingung flr
die Teilnahme an der Studie war daher, dass eine dritte, sehunbeeintrachtigte Person mit im
Haushalt lebt, welche ebenfalls eine enge Bindung zum Blindenfihrhund pflegt und die

Probenentnahme durchfiihren bzw. Giberwachen kann.



Die erforderlichen Utensilien sowie eine genaue Anleitung mit Checkliste (Schriftlich und per
Video) zur Durchfihrung wurden den Studienteilnehmer:innen zugesandt. Des Weiteren lag
der Sendung zusétzliches Material zur Ubung sowie eine Einverstandniserklarung bei (Alle

Unterlagen exemplarisch zu sehen im Anhang (Abb. 7-12).

Der genaue Prozess der Speichelentnahme lief wie folgt ab:

Zunachst war sicherzustellen, dass der Hund vor Probeentnahme mindestens eine Stunde
lang keinerlei Futter aufgenommen hat und nicht kirzlich GbermaRig kérperlich aktiv war, um
eine Datenbeeinflussung zu vermeiden. Nun platzierte der oder die Entnehmer:in mit
Einweghandschuhen die Baumwollrolle aus der Cortisol-Salivette (Cortisol-Salivette®,
SARSTEDT AG&Co, Deutschland; Abb. 1) in die Lefze des Hundes, dort verblieb sie flir genau
eine Minute. Nach Uberfiinrung der Probe in die Salivette, wird diese beschriftet (Name des
Hundes, Datum, Uhrzeit) und anschlief3end eingefroren. Die Entnahme erfolgt konsekutiv an
sieben aufeinander folgenden Werktagen. Der Testzeitraum, der jeweiligen
Entnahmezeitpunkt sowie der Probenentnahme vorangegangene, besondere Ereignisse
wurden in einer daflr vorgesehen Tabelle eingetragen (siehe Anhang, Abb.7). Nach Abschluss
der Probenentnahme, wurden diese an die Veterindrmedizinischen Universitat Wien
zuruckgeschickt. Entsprechende Kihlboxen mit Kiihimittel fir den adaquaten Versand wurden

im Vorhinein zur Verfugung gestellt (sieche Anhang Abb. 8).

A B c D

Abbildung 1 Komponenten der verwendeten Cortisol-Salivette (SARSTEDT AG&Co, Deutschland).
A: Stopfen/Deckel. B: Baumwollrolle. C: Innerer Tubus. D: Zentrifugiergefa®



2.4 Cortisol Messung

Die zurlickgesandten Proben wurden in der Abteilung Experimentelle Endokrinologie der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien analysiert. Zur Bestimmung der Proben auf ihren
Cortisolkonzentration wurde ein auf Palme & Mdstl (48) basierender, kompetitiver
Ezymimmunoassay (EIA) durchgefiihrt (siehe Abb. 2). Dieser wurde bereits in vorangegangen
Studien zur Bestimmung von Cortisol in Hundespeichel erfolgreich verwendet (41, 45, 49, 50)

AQ“.‘
IS
TMB+ H202 5 4

\ 4
%
Biotinyliertes SA-HRP Komplex \ ? )

Cortisol-3-CMO
Antigen . .
SA
-

Ziel Antigen SA S
(Cortisol)

B B
Cortisol-3-CMO-BSA ‘
Antikorper

/W/\W/\/\/\/\/

Ve ) WA WA

Abbildung 2 Schematischer Ablauf des Cortisol EIA (Enzym Immunoassay). Der durch den Coating Antikdrper

V/

(Goat Anti-Rabbit IgG) immobilisierte Cortisol Antikérper (Gegen Cortisol-3-O-carboxylmethyl oxime-bovine serum
albumin — Cortisol-3-CMO-BSA) bindet kompetitiv das Ziel Antigen aus der Probe und das Tracer Antigen Cortisol-
3-CMO-B. Das Konjugat aus Horseradish peroxidase (HRP) und Streptavidin (SA) fungiert als Reportermolekil
durch die Bindung an Biotin (B) und die Blaufarbung im Tetramethyl Benzadin (TMB) Substrat mit

Wasserstoffperoxid H202 (negative Korrelation zum Cortisolgehalt der Probe).

Zur Vorbereitung der Proben wurden diese nach Erhalt aufgetaut und fir 10 Minuten bei 3750
U/min zentrifugiert. Jeweils 50 ul des auf diese Weise verflissigten Speichels wurden
anschliefend in einer 1:10 Verdunnung mit Assaypuffer in eine 96 Well Platte (Immunoplate
Maxisorp F96; Nunc, Roskilde, Denmark) tUbertragen, das jeweilige Belegungsschema dieser
Platten ist in Abb. 3 zu sehen.

Der Schwellenwert fur die korrekte Detektion von Cortisol in der Probe lag bei 0,3 pg/well.
Unter Berlcksichtigung der initialen Speichelmenge wurde im finalen Schritt auf Nanogramm

pro Milliliter (ng/ml) hochgerechnet.
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Abbildung 3 Belegungsschema EIA. NSB: Non-Specific Binding —
Kontrolle, die verwendet wird, um unspezifische Bindungen zu
identifizieren. S1-7: Standardkonzentrationen des Analyten, um eine
Standardkurve zu erstellen. B0: Probe mit maximaler Bindung -
Kontrolle ohne Probenzugabe mit Antikdrper und Enzymlabel (EL),
erzeugt maximale optische Dichte (OD). PX/PY: Positivkontrollen —
enthalten eine bekannte Menge X/Y des Analyten, um die Funktionalitat
des Assays sicherzustellen.1-35: Zu analysierende Proben in
Duplikaten.

2.5 \Vergleichsgruppen und Datenanalyse

Fur die vergleichende Metaanalyse mit den Speichelcortisolwerten anderer Assistenzhunde
sowie von Familienhunden ohne besondere Aufgabe (Familienhunde), wurden Daten aus zwei
bereits durchgeflhrten Studien verwendet. Gerwisch et al. (49) lieferten Daten zu den
Speichelcortisolwerten von Assistenzhunden von Menschen mit posttraumatischer
Belastungsstérung (PTBS; N=9). Die Daten der Diabetikerwarnhunde (N=9),
Therapiebegleithunde (N=8) sowie der Familienhunde (N=9) stammen aus der Diplomarbeit

von Bruckner (41).

Fir die statistische Analyse wurde SPSS 24 fur Windows (SPS, Inc, Chicago, USA) genutzt.
Es zeigte sich eine linksschiefe Verteilung der Daten, daher wurden die Cortisolwerte Log
transformiert. Der logarithmierte Datensatz wurde im Anschluss mittels Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest auf seine Normalverteilung Uberpruft. Fir die weitere Analyse wurde ein

gemischtes Modell (,general linear mixed effects model“ -GLMM) genutzt.

Als fixe Effekte wurden dabei Tageszeit und Wochentag definiert. Als statistisch signifikant

wurde ein Wert von p < 0,05 angenommen.



3. Ergebnisse
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Nach Ausfall von zwei Probanden blieben zur Auswertung insgesamt 189 Proben von 9

Hunden. 77 der eingereichten Salivetten enthielten zu wenig Speichel fir die Analyse mittels

ELISA. Dies entspricht einem Ausfall von 40,7 %. Von keinem Hund innerhalb der Kohorte

konnte eine vollstandige Datenerhebung (21 Proben) gewonnen werden. Die hdchste
individuelle Erfolgsquote lag dabei bei 90,5 %, die niedrigste bei 19 % (Siehe Tab. 2).

Uber alle analysierten Speichelproben lag der durchschnittliche Cortisolgehalt bei 0,87 + 0,61

ng/ml mit einem Minimalwert von 0,05 ng/ml und Maximalwert von 3,24 ng/ml (siehe Tab. 1).

Tabelle 1 Ubersicht der von den Probanden (N) analysierten Proben (n) und deren Cortisolgehalte

N n Minimum Maximum Mittelwert (M) Standardabweichung
Cortisol (ng/ml) 9 112 0,05 3,24 0,8724 0,61358
Log Cortisol (ng/ml) | 9 112 | 1,27 0,51 -0,1807 0,35889

Tabelle 2 Cortisolwerte der untersuchten Blindenflihrhunde (ng/ml)

Hund N (Proben) Min Max Mittelwert (M)  Standardabweichung
1 19 0,14 2,026 0,76 0,37
2 16 0,09 1,026 0,42 0,25
3 9 0,29 3,24 1,21 0,84
4 4 0,46 2,266 1,38 0,64
5 15 0,72 1,912 1,20 0,40
6 16 0,41 1,814 0,86 0,43
7 7 0,10 0,92 0,38 0,28
8 9 0,05 0,83 0,25 0,24
9 16 0,34 3,086 1,28 0,76
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3.1 Stress und Abnahmezeitpunkt als Einflussfaktoren

Wie im Versuchsablauf beschrieben, wurden die Hundebesitzer instruiert, wahrend der
Probenentnahme etwaige vorangegangene Ereignisse zu dokumentieren, insbesondere

Situationen, die vom Besitzer als potenziell stressfordernd eingestuft werden.

a) b)

@ Kein Stress e 200}
2001 |g stress '

1.75 1i75

1.50 1.50F

1.25

b
o
=]

0.25

o
n
=)

0.25F

cortisol (ng/ml)
.
[ ]
L)
cortisol (ng/ml)
®

Abbildung 4 Cortisolwerte in gewohnten Situationen (Kein Stress; schwarze Punkte) und in Situationen mit
Stressanzeichen (Stress; rote Punkte) am Beispiel von zwei Hunden (a und b).

In Abb. 4 sind beispielhaft die Cortisolwerte der Einzelmessungen zweier Hunde dargestellt
(@) n= 19; b) n= 16). In Abb. 4a sind drei Cortisolwerte nach bzw. in Stresssituationen
aufgenommen worden. Diese liegen bei 1,06, 1,18 und 2,03 ng/ml, wobei der durchschnittliche
Cortisolwert dieses Hundes bei 0,76 + 0, 24 ng/ml liegt (gemessen in Situationen, die als nicht
stressig eingeordnet wurden). Das Speichelcortisol des Hundes in Abb 4b zeigt Werte von
0,68 und 1,03 ng/ml bei vorangegangenem Stress, in Situationen ohne dokumentierte
Stressbelastung lag der durchschnittliche Wert hier bei 0,36 £+ 0,19 ng/ml. Dabei zeigt sich bei
beiden Hunden mit dokumentierten Stresssituationen, dass der individuelle Cortisolgehalt zu
diesen Zeitpunkten im oberen Bereich der Einzelmesswerte liegt. Flr eine quantitative Analyse
reicht die Datenlage jedoch nicht aus.

Allerdings zeigten sich ebenfalls hohe Cortisolwerte bei einzelnen Individuen, denen laut der
Dokumentationen der Besitzer keine besonderen Ereignisse der Probenentnahme
vorangegangen sind. Der hochste Wert der gesamten Kohorte (3,34 ng/ml) wurde dabei in
einer |Initialprobe festgestellt, das heil3t bei der ersten Probenentnahme am ersten
Versuchstag. Allerdings konnte sich dahingehend kein signifikanter, genereller Effekt des
Versuchstages ableiten (F=1,694; p= 0,21) (vgl. Abb. 5b; Log Cortisol). Die durchschnittlichen
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Cortisolwerte der Versuchstage eins bis sieben gepoolt Uber alle Hunde sind in der Tab. 3

aufgefuhrt.

Auch der Abnahmezeitpunkt (morgens, mittags oder abends) hatte keinen signifikanten
Einfluss auf den Cortisolgehalt (F = 0,132; p = 0,88; Abb. 5a).

Tab. 4 listet die durchschnittlichen Cortisolwerte fir die Tageszeitpunkte auf (gepoolt Uber alle
Hunde). Abb. 5c =zeigt die Cortisolwerte aufgeschlisselt nach Versuchstag und
Tageszeitpunkt. Auch hier zeigen sich die beiden Effekte als kombinierte Faktoren als kein
signifikanter Einfluss auf den Cortisolgehalt im Speichel der Blindenfuhrhunde (F = 1,01; p =
0,54). Durch den Entfall einzelner Proben vor oder wahrend der Analyse haben die
Stichproben (n) der jeweiligen Tage und Abnahmezeiten einen unterschiedlichen Umfang
(siehe Tab.3 und 4).
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Tabelle 3 Deskriptive Statistik zum Faktor Versuchstag

Tag n Min Max Mittelwert (M) Standardabweichung
Cortisol
, (gm) e > L P
Log Cortisol 18 0,86 0,51 -0,0924 0,33473
(ng/ml)
Cortisol
, | (g N 199 nores nas
Log Cortisol 15 0,87 0,18 -0,2585 0,29544
(ng/ml)
Cortisol
. o) 18 0,13 2,27 0,7081 0,54343
Log Cortisol 18 -0.89 0,36 -0,2746 0,35875
(ng/ml)
Cortisol
, | (ngim R >0 e P
Log Cortisol 13 -0,69 0,49 -0,0361 0,30645
(ng/ml)
Cortisol 16 0,09 2,47 0,8096 0,64616
5 (ng/ml)
Log Cortisol 16 -1,03 0,39 -0,2469 0,42212
(ng/ml)
Cortisol 20 0,05 2,12 0,7923 0,54451
6 (ng/ml)
Log Cortisol 20 1,27 0,33 -0,2436 0,41906
(ng/ml)
Cortisol
(ng/mi) 2 0 20 noeee P
7 Log Cortisol
g 12 -0,60 0,31 -0,0382 0,26821
(ng/ml)

Tabelle 4 Deskriptive Statistik zum Faktor Tageszeit

Tageszeit n Min Max Mittelwert (M)  Standardabweichung
fﬁ%?r',f.‘;' 38 0,05 3,24 0,9535 0,73849
Morgens Log Cortisol
(ng/ml) 38 -1,27 0,51 -0,1884 0,44582
8.%7:38‘ 41 0,13 2,12 0,8313 0,49389
Mittags Log Cortisol
(ng/ml) 41 -0,87 0,33 -0,1581 0,27600
&%7:38' 33 0,13 2,47 0,8303 0,59887
Abends Log Cortisol
(ng/ml) 33 -0,89 0,39 -0,1998 0,34734
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Abbildung 5 Log Cortisol abhdngig vom Entnahmezeitpunkt. Boxplots: Die untere,
mittlere und obere Horizontale Linie der jeweiligen Box stellen jeweils das 25 %, 50 %
(Median) und 75 % Perzentil dar. Unterer und oberer “Whisker” reichen bis zum 90 %
Perzentil. Kreise und Sterne zeigen Ausreiler an. n.s. = nicht signifikant.
a) Vergleich der Cortisolwerte zu den verschiedenen Abnahmezeitpunkten (morgens,
mittags, abends). b) Vergleich der Cortisolwerte an verschiedenen Versuchstagen (Tag
Nr. 1 bis 7) ¢) Aufschliisselung der Daten nach Abnahmezeitpunkt (morgens, mittags,
abends) und Versuchstages (Tag Nr. 1 bis 7)
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3.2 Cortisollevel im Vergleich zu anderen Hundegruppen

Ein weiteres Ziel dieser Studie bestand darin, die durchschnittlichen Cortisolwerte der Gruppe
der Blindenfiihrhunde im Vergleich zu Familienhunden ohne besondere Aufgabe
(Kontrollgruppe) und anderen Assistenzhundegruppen einzuordnen. Die Daten wurden in

separaten Studien erhoben (41, 42), daher ist eine statistische Gegenlberstellung nicht

maoglich.
2
Q
E
S 1
£
K]
-‘E” T o
=]
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Blinden- Familien- Diabetiker- PTBS- Therapiebegleit-
fuhrhunde hunde warnhunde Hunde hunde

Abbildung 6 Vergleich von Log Cortisol fiir fiinf Hundegruppen. Gepoolte Daten uber alle Hunde der
jeweiligen Gruppe. Boxplots: Die untere, mittlere und obere Horizontale Linie der jeweiligen Box stellen jeweils
das 25 %, 50 % (Median) und 75 % Perzentil dar. Unterer und oberer “Whisker” reichen bis zum 90 % Perzentil.
Kreise und Rauten zeigen Ausreil3er an.

Betrachtet man die logarithmierten Cortisolwerten der Blindenfihrhunde (M = -0,18 £+ 0,36
ng/ml) im Vergleich zu denen der Familienhunde (M = 0,70 * 0,56 ng/ml),
Diabetikerwarnhunde (M = 0,51 £ 0,51 ng/ml) sowie denen der Therapiebegleithunde (M =
0,57 + 0,62 ng/ml) (jeweils p < 0,001; siche Abb. 6), so liegen diese in einem niedrigeren
Bereich. Zudem zeigen die Werte eine geringere Varianz. Die Speichelcortisolwerte der PTBS-
Assistenzhunde sind dagegen auf einem ahnlichen Level wie die der Blindenfliihrhunde (M = -
0,06 £ 0,20 ng/ml; p = 0,37; siehe Abb. 6).

Unterschiede sind vor allem auch im Vergleich der Maximalwerte unmittelbar zu erkennen-
Diese liegen bei Blindenfihrhunden und PTBS-Assistenzhunden mit 0,51 ng/ml und 0,44
ng/ml im Bereich der Mittelwerte (Log Cortisol) von Familienhunden (Maximum: 1,88 ng/ml),

Diabetikerwarnhunden (Maximum: 1,85 ng/ml) und Therapiebegleithunden (Maximum 2,07
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ng/ml). In Tabelle 5 sind zusatzlich die nicht logarithmierten, urspringlichen Cortisolwerte

(Mittelwerte, Minima und Maxima) der Vergleichsgruppen aufgefiihrt.

Tabelle 5 Ubersicht der Cortisolwerte der Vergleichsgruppen

Gruppe n Min Max Mittelwert (M) Standardabweichung
rtisol
(Cn%,,ﬁf)’ 142 | 020 76,10 10,7939 14.70560
Familienhunde Log Cortisol
(ng/ml) 142 -0,70 1,88 0,6981 0,55813
Cortisol
Diabetiker- | (ng/mi) les | iy 71,60 6,1994 9,32892
warnhunde Log Cortisol
(ng/ml) 136 -1,00 1,85 0,5126 0,51150
8,%7,;?8' 111 0,08 2,75 0,9635 0,41637
PTBS-Hunde Log Cortisol
(ng/ml) 111 -1,12 0,44 -0,0556 0,19670
Cortisol
Therapie- (ng/ml) 153 0,10 117,70 9,2582 16,00430
begleithunde | Log Cortisol
(ng/ml) 153 -1,00 2,07 0,5746 0,62269
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4. Diskussion

4.1 Versuchsdesign als Einflussfaktor

Die in dieser Studie beschriebene Methodik entspricht dem Versuchsdesigns von Bruckner
und Gerwisch (41, 42), aus deren Studien die Vergleichsgruppen dieser Arbeit stammen.
Mogliche Verbesserungsansatze wurden aus diesem Grunde in dieser Studie nicht
implementiert.

So kam es wie bereits erwahnt zu einem Probenausfall von 40 %, da sich nach Zentrifugation
zu wenig Speichel in den Salivetten befand. Diesen Effekt hat bereits Bruckner (41) in ihrer
Arbeit beschrieben, machte dort allerdings keine genauen Angaben zur Ausfallquote.
Ubereinstimmend verblieb das Baumwollrdhrchen nach Anweisung fir eine Minute in der
Lefze des Hundes. In dem Review von Chmelikova et al. (11) sind verschiedene Studien
beschrieben, die ein Verbleib des Aufnahmemediums von bis zu zwei Minuten in der
Hundelefze beschreiben. Kobelt et al. (51) konnten zudem zeigen, dass es bis zu einem
Zeitraum von vier Minuten zu keinem Stresseffekt durch das Manipulieren am Hundemaul
kommt. Eine langere Verweildauer kénnte die Speichelmenge demnach erfolgreich erhéhen,
ohne die Cortisolwerte zu verfalschen. Zusatzlich hat sich gezeigt, dass das Material der
verwendeten Stabchen ebenfalls eine Rolle spielt. So halten Aufnahmestabchen aus Polyester
wesentlich weniger Speichel zurlick als solche aus Baumwolle, die Ausbeute ist somit grol3er
(52).

Zudem spielt in der Durchflihrung der Probenentnahme die Besitzer Compliance eine grofe
Rolle. Zwar wurden durch detaillierte Beschreibungen der Durchfihrung und ein klares
Regelwerk die Voraussetzungen fur eine standarisierte Umsetzung zu schaffen, allerdings
bleibt die individuelle Handhabung der Versuchsdurchfiihrung und die Kommunikation
bezlglich Abweichungen eine kritische Variable. Gerade im Falle der Blindenfliihrhunde-
Teams sind die Besitzer zumindest seheingeschrankt, ein Umstand, der eine exakte Kontrolle

des Ablaufs zuséatzlich erschwert.

Generell zeigen einige Studien, dass die Bestimmung von Cortisol hochsensibel auf Anderung
im Versuchsablauf reagiert (11, 26, 52). Dies ist immer zu bedenken, wenn man Ergebnisse

von Speichelcortisolwerten verschiedener Studien in Relation zueinander betrachtet.

Neben Handling Effekten haben auch Umweltfaktoren einen Einfluss auf den Cortisolspiegel.
So unterliegt der Cortisolspiegel bei Menschen nachweislich einem zirkadianen Rhythmus.

Dabei sind die Cortisolwerte am Morgen am hdchsten, man spricht hier auch von der
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sogenannten ,Cortisol awakening response® (CAR) (53). Bei Hunden konnten einige Studien
diesen Effekt ebenfalls beobachten (50), in anderen Versuchen traten zirkadiane
Schwankungen nicht auf (31, 51). Auch in der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten
Effekte der Tageszeit festgestellt werden (siehe Abb. 5a). Kobelt et al. (51) fanden zudem in
Ihrer Studie, dass bei Familienhunden zirkadiane Schwankungen auftraten, bei Arbeitshunden
allerdings nicht. Dies kdnnte ein gemeinsamer Erklarungsansatz sein, der in einer speziell
ausgelegten Studie naher beleuchtet werden sollte. Zudem ist anzumerken, dass fiur den
Abnahmezeitpunkt in dieser Studie lediglich ein Zeitraum vorgegeben war (morgens, mittags,
abends). Zwar sollte die erste Probe des Tages nach dem Aufstehen erfolgen, fur eine gezielte
Untersuchung auf eine etwaig auftretende CAR ware aber eine genauere Festlegung der
Entnahmezeitpunkte von Noten.

Zusatzlich zum Entnahme Zeitpunkt wurde auch auf Effekte des Entnahmetages untersucht.
Es sollte ausgeschlossen werden, dass das ungewohnte Handling in den ersten Tagen des
Experiments einen direkten Effekt auf die gemessenen Cortisolwerte hat. Es zeigte sich, dass
der Versuchstag keinen signifikanten Einfluss auf den Cortisolwert hat (Abb. 5b). Bei einem
Verbleib der Cortisol-Salivette im Maul des Hundes fur eine Minute ist davon auszugehen,
dass das vorangegangene Handling keine drei Minuten Uberschreitet. Wie Kobelt et al. (51)
ebenfalls zeigen konnten, manifestiert in dieser Zeitspanne kein Effekt im gemessenen
Cortisolwert durch Entnahme bedingten Stress. Durch diesen Umstand ist daher nicht
auszuschlieen, dass es dennoch Handling Effekte gab, diese aber erst mit einer ldngeren
Verzdgerung im Speichel aufzufinden gewesen waren. Ein langerer Effekt kann aber dadurch
eher ausgeschlossen werden, dass die Mittags- bzw. Abendproben keine erhdhten
Cortisolwerte aufwiesen (Abb. 5a)

4.2 Hundeklassen im Vergleich

In dieser Studie zeigte sich, dass die Cortisolwerte von Blindenfiihrhunden kumuliert in einem
Zeitraum einer typischen Woche tendenziell niedriger sind als jene von Familienhunden,
Therapiebegleithunden sowie Diabetikerwarnhunden. Die Werte von Blindenfiihrhunden und
PTBS-Assistenzhunden liegen in ahnlichen Bereichen (Abb. 6). Diese Erkenntnis baut auf die
Studie von Gerwisch et al. (49) auf, die zeigte, dass die Cortisolwerte von PTBS-
Assistenzhunden signifikant unter denen von Familienhunden und Diabetikerwarnhunden

lagen.
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Beide Assistenzhundeklassen haben gemein, dass sie eine auliergewodhnlich starke,
personliche Bindung zu ihren Hundefihrer:innen aufbauen und eng mit einer bestimmten
Person in Verbindung stehen (4, 42, 46). Als Argument flr einen vergleichsweise niedrigen
Speichelcortisolwert bei beiden Gruppen kénnte man anflhren, dass die Gemeinsamkeit von
Blindenfihrhunden und PTBS-Assistenzhunden darin liegt, dass im Vergleich zu den anderen
Hundeklassen diese Mensch-Hunde-Teams eher zuriickgezogener leben und dadurch
Stresssituationen im Alltag aus dem Weg gehen. Allerdings wurde durch die Dokumentation
der Besitzer in dieser Studie ein durchaus aktiver und sozialer Lebensstil beschrieben, der
sich nicht sehr stark von anderen Hundebesitzern unterscheidet. Zudem ist es im Gegenteil
so, dass gerade Blindenfiuhrhunde und PTBS-Assistenzhunde im Alltag aufgrund ihrer
Aufgaben die hochste Stressexposition zu erwarten haben. Die Arbeit als Blindenfihrhund
geht mit einer permanenten nonverbalen Kommunikation mit ihnren Hundeflhrer:innen einher,
was ein hohes Maly an Konzentration erfordert. Sie missen in der Lage sein, selbstandig
verschiedene Problemldsungsstrategien zu entwickelt, was mitunter eine grof3e kognitive
Herausforderung darstellen kann. Zuweilen missen sie dabei gegen den Willen der
Hundefuhreriinnen handeln bzw. diese bewusst ignorieren (46). PTBS-Assistenzhunde
missen feinfuhlig auf etwaige Stimmungsanderungen ihrer Hundefihrer:iinnen achten und
aufkommende negative Emotionen abfangen (42). Es wurde bereits gezeigt, dass Hunde in
der Lage sind, sogenanntes ,Emotional Contagion® (zu Deutsch ,Emotionale Ansteckung®)
gegenuber Menschen zu zeigen, das heil’t eine automatische Stimmungsubertragungen vom
Menschen auf den Hund (54). Uberwéltigende negative Stimmungen oder Angstzustande
kénnten sich potenziell also auf den Hund Ubertragen und zu Stress und zu einem erhéhten
Cortisolspiegel fihren.

Ein moglicher Argumentationsbaustein warum die Cortisolwerte von Blindenfiihrhunden und
PTBS-Assistenzhunden im Vergleich zu den anderen Gruppen dennoch niedriger sind, ist das
sogenannte ,General Adaption Syndrom* (55), welches in der Humanmedizin beschrieben
wurde. Es geht davon aus, dass durch chronische Stresszustande Cortisol zunachst chronisch
erhoht, dann aber durch Erreichen eines Erschdpfungsstadium herunterreguliert wird, es
kommt zur Dysfunktion. Die genauen physiologischen Zusammenhange sind dabei nach wie
vor Gegenstand der aktuellen Forschung und werden zuweilen kritisch betrachtet (56). Dieses
Phanomen sehen allerdings auch Cobb et al. (26) als mdgliche Erklarung in ihrer Betrachtung
von Speichelcortisolwerten von Hunden in Tierheimen. In ihrem Studienvergleich zeigten diese

unerwarteterweise signifikant niedrigere Cortisolwerte als Familienhunde.
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Geht man von einer Dysfunktion der HPA-Achse aus, wirde nach einem Stresserlebnis kein
Anstieg im Cortisolwert zu erkennen sein. In Abb. 4 ist jedoch zu erkennen, dass die zwei
Hunde, bei denen Stresssituationen vorkamen, einen anschlielienden Anstieg im Cortisolwert
aufwiesen. Dies spricht daflr, dass der erniedrigte durchschnittliche Cortisolwert nicht auf eine
Adaption durch chronischen Stress zuriickzuflihren ist. Eine quantitative Betrachtung in

zukunftigen Studien wirde dahingehend eine eindeutigere Interpretation erméglichen.

4.3 Individuelle Cortisollevel

Generell zeigten sich die Cortisolwerte der Blindenfihrhunde von Tier zu Tier sehr
unterschiedlich, was zu einer hohen Standardabweichung in der Gruppe flhrte. Diesen
individuellen Effekt mit hohen Schwankungen konnten auch schon diverse andere Studien
beobachten, ungeachtet der spezifischen Hundegruppe (11, 26, 41, 43, 51).

Insbesondere die Kontrollgruppe der Familienhunde, der Daten aus der Studie von Brucker
stammen, zeichnen sich durch einzelne, sehr hohe Werte aus. Eine zusammenfassende
Betrachtung mehrerer Studien von Cobb. et al (26) zeigte wesentlich niedrigere Werte flr
Familienhunde, allerdings umfassen diese unterschiedliche Versuchsdesigns und
Versuchsumgebungen, was eine direkte Vergleichbarkeit erschwert. Eine gezielte,
umfangreiche Studie zur Implementierung von Referenzwerten fir Speichelcortisolwerte von

Familienhunden im Alltag ohne gezielte Stressbetrachtung fehlt zuweilen.

Um den individuellen Basalwerte besser zu berlcksichtigen, ist alternativ eine relative
Betrachtung von Cortisolwerten denkbar (siehe Abb. 4). Ausgehend von ersten Erkenntnissen
in dieser Studie ware die Fragestellungen dabei, wie der Cortisolwert relativ zum Basalwert
nach einem Stressereignis steigt. Unter kontrollierten Bedingungen ware es in solch einer
Betrachtung mdglich, Speichelproben nach einer festgelegten Zeit nach Stressstimulus zu
entnehmen, um den relativ schnellen Veranderungen von Cortisolwerten im Speichel gerecht

zu werden.
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie und, dass Blindenfiihrhunde
tendenziell niedrigere Cortisolwerte aufweisen als Familienhunde, Diabetikerwarnhunde und
Therapiebegleithunde, sich aber in einem ahnlichen Wertebereich befinden wie PTBS-
Assistenzhunden. Die urspriingliche Annahme, dass Blindenflihrhunde einen hdheren Stress-

und dadurch auch héhere Cortisollevel vorweisen, konnte nicht bestatigt werden.

Fir eine valide Metaanalyse mit statistischer Aussagekraft reichen die Datenlage sowie
StichprobengroRe jedoch nicht aus. Im Vergleich der unterschiedlichen Studien mussen trotz
gleicher Methodik zuféllige Faktoren wie Hunderasse, Geschlecht und Alter in einem

gemischten Modell beriicksichtigt werden.

Es zeigte sich generell, dass die Cortisolwerte einem hohen individuellen Faktor und
Schwankungen unterliegen. Eine hdhere Stichprobenanzahl - vor allem im Bereich der
Kontrollgruppe der Familienhunde - ware in zuklnftigen Betrachtungen winschenswert.
Zudem gilt es den Prozess der Probenentnahme weiter zu standarisieren. In dieser Studie
wurde darauf Wert gelegt, dass eine direkte Bezugsperson des Hundes die Probenentnahme
durchfuhrt, was aber zu potenziellen Fehlerquellen und Varianzen fuhrt, auch im Umgang mit
der Versorgung der Proben nach Probenenthnahme. Da bei Speichelproben die
Entnahmedauer und das damit verbundene Handling relativ kurz ist, ist der dadurch
entstehende Effekt auf den Cortisolwert zu vernachlassigen. Es sollte daher in Betracht
gezogen werden, die Probenentnahme ausschlieRlich vom jeweiligen Experimentator bzw.

Experimentatorin durchflihren zu lassen.

Alternativ waren ahnliche Studien zu Assistenzhundeklassen mit der Nutzung von Kotproben
denkbar. Das Sammeln der Proben ist hier einfacher und ohne Manipulation am Hund méglich
und es erlaubt eine kumulative Betrachtung des generellen Stresslevels. Allerdings muissen
die Proben wie bereits erwahnt ebenfalls zeitnah versorgt werden und Kotcortisol zeigt sich
bei Hunden erst mit einer Verzégerung ca. 24 Stunden, was in der Interpretation berlcksichtigt
werden muss (15, 16, 27).

Generell ist die Erhebung und Beurteilung von Stress und insbesondere Distress ein Prozess,
der multifaktoriell betrachtet werden sollte (11). Neben Cortisol als Marker aus der HPA-Achse
sollten immer auch Stressanzeichen im Verhalten als zusatzlicher Parameter betrachtet

werden.
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Zusammen mit der Erhebung von anderen Stressmarkern der SAM-Achse wie zum Beispiel
Vasostatin, wirde sich so ein noch ganzheitlicheres Bild fir die Bewertung von Stress und die

negativen Auswirkungen auf das Wohlergehen der Hunde ergeben.

AbschlieRend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie nicht auf einen erhdhten
Stresslevel oder ein vermindertes Wohlergehen von aktiven Blindenhunden in Osterreich hin.
Dies spricht fur adaquate bestehende Kriterien in der Vorauswahl und Eignung der Hunde, der

Ausbildung und der finalen Bewertung innerhalb des Mensch-Hunde-Teams.
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7. Anhang

Informationen liber die Blindenfiihrhunde der Studie

Tabelle 6 Detailinformationen Uber die Probanden der Studie

N° Hund Geschlecht Rasse Alter (J) Ein(z;:II:)Ir%T)en StrBeesssZri‘t?;;rt?on
(n)

1 Zuri w Flat coated Retriever 3 16 nein

2 Kito m Labrador 5 15 nein

3  Wiki-Riki m Labrador 7 19 ja

4 Pia w Labrador 3 7 nein

5 Nero m Labrador 7 4 nein

6 Marlon m Grol3pudel 3 17 nein

7 Lynette w - - Ausfall -

8 Olivia w Labrador 4 16 ja

9 Hero m Labrador 5 9 nein

10  Flora w Labrador 4 9 nein

11 Lennox m - - Ausfall -
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Anleitung fiir Hundehalter:innen

Wichtige Informationen und Anleitung zur Messung von Cortisol Im Speichel des Hundes Im Kontext

der Dip q ing von von hunden zur

ihres Stresslevels im Vergleich zu Familienhunden sowie anderen Assistenzhundeklassen®

Fragestellung

Unterscheiden sich die mittleren Cortisolwerte von Blindenfihrhunden zu denen von mehreren Ver-

ich: n (Famili de, Di de, Signalhunde fir psychisch erkrankte Personen)

im Rahmen einer im Alltag durchgefuhrten Testung?
Biomarker Cortisol

Donald Broom definiert Stress als einen Zustand, in dem die Anpassungsfahigkeit eines Individuums
aufgrund der Reize, die auf dieses einwirken, Gberfordert ist. Dies gefahrdet die Homdostase, also das
innere Gleichgewicht wichtiger Kérperfunktionen (Broom und Johnson 1993). Da der Karper jedach stets
bestrebt ist diese zu erhalten, kommt es zu einer Stressreaktion. Diese |4sst sich sowohl im Verhalten
als auch als physiologische Parameter messen. Die physiologische Reaktion kann als Veranderung ver-
schiedener Biomarker festgestellt werden, die auch im Speichel gemessen werden kénnen (Soo-Quee
Koh und Choon-Huat Koh 2007). Die Analyse durch den Speichel des Hundes bietet den Vorteil, dass
die Probenahme nicht invasiv ist und dem Hund somit keinerlei Schmerzen zugefiigt werden (Dreschel
und Granger 2009). Analog zu einer Vielzahl anderer Studien (vgl. u. a. Glenk et al. 2014, Svobodova et
al. 2014, Beerda et al. 1998) soll auch im Rahmen dieser Studie das Cortisol im Speichel des Hundes

1 werden. Der G wird als pr ler Parameter fir die Analyse der Siressbe-
lastung des Hundes herangezogen. Erfahrt der Hund Stress, so erhéht sich unter anderem der Level
der Glukokortikolde in seinem Karper. Glukokortikolde sind eine bestimmte Gruppe von Hormenen, die
In der Nebennierenrinde produziert werden und zu denen unter anderem das Cortisol gehort. Damit die

Nebennierenrinde dazu angeregt wird Cortisol zu produzieren, bedarf es einer Signalkaskade, die auch

als H Is-Hypaphy oder HPA-Achse bezeichnet wird. Als Reaktion auf
einen Stressreiz wird also zunachst der Hypothalamus, der im Zwischenhim des Hundes liegt, aktiviert
Dieser schiittet ein Hormon aus, das einen weiteren Bereich im Gehirn aktiviert - die Hypophyse. Diese
schiittet erneut ein Hormaon aus, welches durch den Kérper wandert und die Nebennierenrinde zur Pro-
duktion von Cortisol anregt. Durch einen passiven Vorgang diffundiert das Cortisol auch in den Speichel.
Hierdurch kann die Stressreaktion des Hundes und folglich die Aktivierung der HPA-Achse durch das
im Speichel vorhandene Cortisol gemessen werden. Das im Speichel enthaltene Hormon Certisol wurde
bereits in einer Vielzah| von Studien herangezogen, um eine Stressreaktion des Hundes zu messen (vgl.
u. a. Glenk et al. 2014, Svobodova et al. 2014, Beerda et al. 1998).
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ige zur
Um aus den Speichelproben eindeutige Messungen zu erzielen und somit den Verlust dieser wertvollen
Daten zu verhindern ist es entscheidend, dass fiir die Probenahme einige Punkte bedacht werden:

» Der Hund soll mindestens eine Stunde vor Entnahme der Speichelprobe nicht geflttert worden
sein, da Fleisch nachgewiesenermafen die Werte beeinflussen wirde.
Die Gabe von Belohnungen bis etwa 15 Min vor der Probenahme ist méglich. Es sollten hierfiir
jedoch Leckerchen gewahlt werden, die entweder feucht oder zumindest halbfeucht sind. Ver-
unreinigungen der Mess-Salivette mittels Futterreste, Blut (Zahnfleischbluten) oder Ahnlichem
machen die Probe unbrauchbar.

« Der Hund sollte sich kurz vor der Probenahme nicht sportlich betétigt haben.

« Entnehmen Sie Speichelproben bitte immer in entspannten Situationen.

» Die Salivette soll ruhig im Hundemaul liegen. Ein Ubermé&Riges Reiben an den Lefzen und am
Zahnfleisch sollte vermieden werden, damit es zu keinen Verunreinigungen kommt.

Kooporationspartner:
messerh vetmeduni & ] 2 Wjyersitit

messerli

Die Speichelprobe

der
Die Speichelproben werden drei Mal taglich an sieben aufeinar Tagen n. In die-
sen Zeitraum sollten keine ge fallen. An gt wird ist ichtig.

Die Uhrzeiten der Probenahme variieren stark vom Tagesablauf der Hundehalter:innen, missen aber
unbedingt dokumentiert werden. Die erste Probenahme des Tages passiert wenn maglich gleich nach
dem Aufstehen, die zweite zur Mittagszeit und die dritte am Abend.

Ablauf der Speichelprobenahme

Fiir die Speichelprobenahme wird das Folgende bendtigt:
« Eine Salivette mit Baumwollrhrchen
« Ein Einmalhandschuh
« Daten Tabelle

« Stift (Wasserfest)

» Leckerchen

1. Uber die Hand, mit der Sie das Baumwollréhrchen festhalten werden, ziehen Sie bitte zunéchst den
Einmalhandschuh.

2. Nun wird das Baumwollréhrchen in das Maul des Hundes gefiihrt und dort fir 1-2 Min. festgehalten,

da eine ausreichende Menge an Speichel fiir die nachfolgenden Messungen bendétigt wird.

3. Nach dieser Zeit wird das Baumwollréhrchen aus dem Maul des Hundes herausgenommen und wieder

in die Salivette tberfiihrt. Der Hund wird mit dem Leckerchen belohnt.

Abbildung 7 Anleitung fiir Hundehalter:innen

Nach der Probenahme muss die Salivette sofort mit Wochentag und Uhrzeit beschriftet und eingefroren
werden, um eine korrekte Messung zu gewdhrleisten.

Bitte tragen Sie die Daten zur Probenahme anschlieRend in die ausgehéndigte Tabelle ein. AuRerdem
kénnen Sie zusétzlich zur Uhrzeit auch besondere Vorkommnisse im Zeitraum zwischen der letzten Pro-

benahme und der aktuellen in die Spalten der Tabelle eintragen (Siehe Beispieltabelle).

Tabelle 1
Wontag Dienstag Witwoch | Donnerstag | Fretag Samstag | Sonntag
231023 241023 251023 [ 191023 201023 [211023 | 221023
Worgens | 6:15 530 00 730 00 530 55
(69 Uhr)
Unruhige Nacht
aufgestanden
Witags | 14.45 1330 400 1230 1345 475 500
(1215 Uhr)
Davor langer Davorlange Hat davor | Ausflugin die
Spaziergang allein im Garten | Innenstact
gespielt
Abends | 2230 20 245 2745 230 2730 2700
(20-23 Unr)
Besuch war Davor Davor waren wir auf
davor da einige Zeit einer
allein Geburtstagsfeler

Zeitraum der Probenahme: 19.10.23 — 25.10.23

Name des Hundes: Elsa
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Teile der Salivette

Verschluss

Baumwollréhrchen

Innenrdhrchen

AuRenrohrchen

Packanleitung fiir Styroporboxen zum Transport der Speichelproben

Beschriftung der Salivette

- Wochentag
- Uhrzeit

Abbildung 8 Bildanleitungen
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Checkliste fiir Hundehalter:innen

Probennahme

« Leckerli bereithalten

« Einweghandschuhe anziehen

« Baumwollrélichen in die Backe legen

« 60 Sekunden warten

« Baumwollrélichen herausnehmen und in das Réhrchen stecken

« Salivette verschliefen

« Dem Hund ein Leckerli geben

+ Salivette mit Wochentag und Uhrzeit beschriften (Wasserfester Stift)
o Beispiel - Wochentag Freitag; Uhrzeit 8:15 Uhr | andere Angaben auf der

Salivette ignorieren.
« Datum, Uhrzeit und besondere Vorkommnisse im Protokoll eintragen

+ Rohrchen einfrieren

Verpacken und Riickversand

WICHTIG! Bitte Proben erst 7 Tage im Tiefkiihler sammeln und alle zusammen kurz vor
Versand verpacken und direkt zur Post bringen

« Gefrierbeutel mit Vornamen, Familienname und Hundename beschriften

« Beschriftete, tiefgefrorene Rohrchen in den Gefrierbeutel geben und in den Styropor
Behdlter legen

+ Kihl Akkus dazulegen (Bitte vorher fur mindestens 48 h in den Tiefkuhler legen)

« Styropor Behdlter und Umverpackung (Karton) fest verschlieRen (Klebeband)

« Mitgesendeten Adressaufkleber Uber Ihre Adresse kleben und mit beigelegten

Briefmarken frankieren

Fr jegliche Art von Fragen bin ich unter 1545273@students.vetmeduni.ac.at oder
telefonisch unter 0049 170 96 777 09 erreichbar!

Vielen Dank fur Ihre Teilnahme!

Britta Mang

Abbildung 9 Checkliste
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Einv

klarung der H

Ich,

Name des Hundehalters ...

WORNOME Lo

TelNr.

E-Mailadresse:

erkldre hiermit, dass ich damit einverstanden bin, dass mein Hund

Name:

Chipnummer:

Geschlecht:

Geburtsdatum:

im Zeitraum von bis

an folgendem Projekt

~Bestimmung von Speichelcortisolwerten von Blindenfuhrhunden zur Ermittiung ihres
Stresslevels im Vergleich zu Familienhunden sowie anderen Assistenzhundeklassen™

im Bereich der Vergleichenden Kognitionsforschung am Messerli Forschungsinstitut,
Veterinamedizinische Universitat, Veteringrplatz 1, 1210 Wien, tellnimmt.

Im Rahmen des genannten Projekis werden Untersuchungen ohne invasive Methoden
durchgefiihrt; diese beinhalten insbesondere die folgenden Mafinahmen:

Es werden Speichelproben von Blindenfuhrhunden genommen, um aus diesen deren
Cortisolwerte zu ermitteln. Cortisol ist ein physiologischer Parameter, der zur Ermittlung von
Stress herangezogen wird. Ziel des Projektes ist es herauszufinden, ob Blindenfinrhunde
einer hoheren Stressbelastung ausgesetzt sind als andere Assistenzhunde bzw
Familienhunde

Die Speichelproben werden drei Mal taglich an sieben aufeinanderfolgenden Tagen von einer
dem Hund vertrauten, nicht sehbeeintrachtigten Person entnommen. Diese bekommt eine
Einfuhrung in der Technik der Probennahme und der Probenbeschriftung

Ich erklare mich bereit, den Anleitungen des Testleiters zu folgen, wobei es mir jedoch
freisteht, die Untersuchung jederzeit abzubrechen

Ich bestatige, dass der oben bezeichnete Hund nach meinem Wissen frei von ansteckenden
Krankheiten ist und tber einen wirksamen, zumindest die CORE-Komponenten umfassenden
Impfschutz verfiigt. Sollten bei dem oben bezeichneten Hund im Projekizeitraum Anzeichen
einer Erkrankung aufireten, so verpflichte ich mich dazu, ihn unverziglich einem Tierarzt
vorzustellen und den Testleiter Uber eine allfallige Erkrankung sowie Uber neue Medikamente,
die dem Hund verabreicht werden, zu informieren, da eine Anderung des Gesundheitsstatus
die Ergebnisse der Studie beeinflussen kann.

Fur den oben bezeichneten Hund besteht im Projekizeitraum eine aufrechte

Haftpflichtversicherung mit der gesetzlich vorgesehenen Deckungssumme.

Ich erklare mich mit dieser Vereinbarung vollinhaltlich einverstanden:

Unterschrift des Halters: ...

ort, Datum’

Abbildung 10 Einverstiandniserkldrung

Fragebogen Hundehalter

NAME HUNG L ettt

Rasse oder Mischling .

Geburtsdatum ..

Im Haushalt lebende Hunde (Anzahl und AREI) ..o

Insgesamt im Haushalt lebende Personen (Anzahlund Alter) ...

Zeitraum der Probenahime ...

Datum des Rickversandes der Proben ...

Sonstige Anmerkungen (Persénlichkeit des Hundes, besondere Umstande)

Fur jegliche Art von Fragen bin ich unter 154527 3(@students.vetmeduni.ac.at oder

telefonisch unter 0049 170 96 777 09 erreichbarl
Vielen Dank fir lhre Teilnahmel

Britta Mang

Abbildung 11 Fragebogen
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