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SAMMANFATTNING

Bensylpenicillin 4r den mest anvédnda antibiotikan till hést 1 Sverige idag. Den
beredning som skrivs ut till djurdgare dr framforallt bensylpenicillinprokain, men
manga histar far kraftiga biverkningar av preparatet. Biverkningarna kan vara
milda sa som skakningar eller nervositet, men kan ocksa bli livshotande.
Forskning visar att prokain kan vara orsaken till majoriteten av biverkningar,
vilket gor att bensylpenicillin utan prokain kan bli aktuellt att anvinda for att
minska risken for biverkningar och oka djurvilfirden. Att byta antibiotika till
trimetoprim i kombination med sulfonamid &r ej onskvért da det antibakteriella
spektrat da vidgas. Bensylpenicillinnatrium dr det alternativ som finns i Sverige
idag, som till notkreatur far ges bade intravendst och intramuskulért, men bara
intravenodst till hést. Detta arbete syftade till att undersoka farmakokinetiska
parametrar hos hdst efter intramuskulédr injektion av bensylpenicillinnatrium.
Resultatet visade att halveringstiden for bensylpenicillin forldngs fran ca 50 min
efter intravenos giva till 2 h efter intramuskulir injektion, att maxkoncentrationen
var 14 600 ng bensylpenicillin/ml serum och att maxkoncentrationen uppnaddes
efter i medel 23,0 + 12,1 min. Héstarna i studien injicerades var tolfte timme med
bensylpenicillinnatrium och de hade innan ny injektion i medel 281,1 ng
bensylpenicillin/ml serum.

Det idr den icke-proteinbundna delen av bensylpenicillin 1 serum som anses bist
representerar koncentrationen av bensylpenicillin 1 extracelluldr vivnad.
Proteininbindningsgraden av bensylpenicillin faststilldes 1 studien till 62,8 + 1,8
%. For bensylpenicillin dr det tiden som den fria koncentrationen i serum haller
sig over en avdodande koncentration som dr mest avgorande for den
antibakteriella effektiviteten. Streptococcus equi subsp. equi, Streptococcus
zooepidemicus och Staphylococcus aureus dr kinsliga for penicillin och vanliga
histpatogener i Sverige och valdes didrav ut som representativa bakterier. Den
minsta himmande koncentration (minimal inhibitory concentration; MIC) av
penicillin som krivs for avdodande av vardera bakterieart togs fram. Det dr
onskvirt att den fria penicillinkoncentrationen ligger 6ver MIC till 50-80 % av
dosintervallet. Samtliga histar lag 6ver MIC 50 % av dosintervallet for alla tre
patogenerna, men endast for Streptococcus equi subsp. equi 1ag alla héstar Gver
MIC i 80 % av dosintervallet.

De farmakokinetiska resultaten 1 detta arbete indikerar att bensylpenicillinnatrium
kan ges intramuskulart till hist var tolfte timme och har da teoretisk god effekt pa
penicillinkénsliga bakterier. Dock bor resultaten for biverkningar presenteras
innan vidare slutsatser kan dras om bensylpenicillin intramuskulért till hédst kan
anvindas kliniskt.



SUMMARY

Benzylpenicillin is the most widely used antibiotics in horses in Sweden today.
The preparation prescribed to most horse owners is particularly benzylpenicillin
procaine, but many horses show severe side effects after injection of this
preparation. Side effects can be mild, such as tremors, or nervousness, but can
also be life threatening. Research shows that procaine could be the cause of the
majority of adverse reactions, which indicate that maybe benzylpenicillin without
procaine can be used to reduce the risk of side effects and improve animal
welfare. Changing antibiotics to trimethoprim in combination with sulphonamide
is not desirable because the antibacterial spectrum is then widened. Sodium
benzylpenicillin is the alternative that exists in Sweden today, given both
intravenously and intramuscularly to cattle, but only intravenously to horses. This
study aimed to investigate the pharmacokinetic parameters in horses after
intramuscular injection of sodium benzylpenicillin. The results showed that the
half-life of benzylpenicillin is increased from approximately 50 min after
intravenous injection to 2 h after intramuscular injection, the peak concentrations
were 14 600 ng benzylpenicillin/ml serum and the peak concentrations was
reached after an average of 23.0 + 12.1 min. The horses in this study were injected
every twelve hours with sodium benzylpenicillin and they had prior to new
injection an average of 281.1 ng benzylpenicillin/ml serum.

It is the non-protein-bound portion of benzylpenicillin in serum, which is
considered the best representative to the concentration of benzylpenicillin in
extracellular tissue. The protein binding percentage of benzylpenicillin in this
paper was determined to 62.8 £ 1.8 %. For benzylpenicillin it is the time that the
free serum concentration remains above an inhibitory concentration that is most
crucial for the antibacterial efficiency. Streptococcus equi subsp. equi,
Streptococcus zooepidemicus and Staphylococcus aureus, all susceptible to
penicillin and ordinary horse pathogens in Sweden and hence were chosen as
representative bacteria. The minimal inhibitory concentration (MIC) of penicillin
required for antibacterial effect was stated for each bacterial species. The free
penicillin concentrations should be above MIC for 50-80 % of the dosing interval.
All horses were above the MIC 50% of the dosing interval for all three pathogens,
but only for Streptococcus equi subsp. equi all horses were over MIC in 80 % of
the dosing interval.

The pharmacokinetic results of this work indicate that bensylpenicillinnatrium can
be administered intramuscularly to horses every twelve hours and then have good
theoretical effect on penicillin-sensitive bacteria. However, the results of adverse
events are presented before further conclusions can be drawn on benzylpenicillin
intramuscularly to horses can be used clinically.



INLEDNING

Alexander Fleming anses idag vara den som upptickte penicillinets antibakteriella
egenskaper. Det skedde redan under 1920-talet och 4n idag &r penicillin en av de
viktigaste antimikrobiella substanserna inom savdl humanmedicinen som
veterindrmedicinen. Till hdst har penicillin anvénts sedan 1940-talet (Doll, 1946).
Cirka 90 ar efter upptdckten dr penicillin det mest salda antimikrobiella
lakemedlet inom svensk veterindgrmedicin (SVARM 2008, 2009) vilket tydligt
visar dess betydelse for behandling av sjukdom &n idag. Det penicillin vi anvdnder
idag dr bensylpenicillin, ibland kallat penicillin G, som har god verkan pa ett
flertal sjukdomsframkallande bakterier. Det &r ett ldkemedel med brett
terapeutiskt fonster och det ar billigt (Love et al., 1983; Ricketts & Hopes, 1984;
Sullins et al., 1984). Av dessa anledningar &dr dess anvidndningsomraden manga
och kan anvindas pa flertalet djurslag.

Till hast finns 1 Sverige idag tva beredningar av bensylpenicillin;
bensylpenicillinnatrium (Na-pc) och bensylpenicillinprokain (prokain-pc).
Na-pc dr idag endast godként att ges intravendst till hist och av den anledningen
ska behandlingen utfidrdas under veterinért dverinseende. Prokain-pc ska ddaremot
ges intramuskuldrt, vilket ger mojlighet for djurdgare att sjdlva ge uppfoljande
behandlingar av sina histar, efter instruktion fran veterindr. Nackdelen med
prokain-pc dr att man sett biverkningar av preparatet som i1 dagligt tal kallas
“penicillinchock™ (Tjdlve, 1997). Prokain i for hog koncentration i blodet dr
troligen orsaken till de flesta reaktionerna dven om allergisk anafylaktisk chock av
penicillin ocksa forekommer (Nielsen et al., 1988; Olsén et al., 2007). Da Na-pc
helt saknar prokain skulle eventuellt intramuskuldr tillforsel av Na-pc kunna
ersitta prokain-pc och frekvensen av penicillinchock skulle kunna minskas.

Bensylpenicillin dr ett sa kallat smalspektrum antibiotikum (Adamson et al.,
1985). For att minska resistensutvecklingen behdvs mer riktad behandling med
antibiotikum. Antibiotikum med smalt bakteriellt spektrum bor anvindas for att
undvika allt for stor paverkan pa normalfloran, vilket #r viktigast ur
resistenssynpunkt. Histar bor behandlas med penicillin om infektionen orsakas av
penicillinkinsliga bakterier. For att optimera behandling samt i viss man undvika
att resistensutveckling sker ska ett likemedels farmakokinetiska (PK) och
farmakodynamiska (PD) egenskaper integreras. PK och PD beskriver hur
lakemedlet omsitts 1 kroppen respektive hur kiénslig en bakterie 4r mot
antibiotikumet. Om PK och PD inte dr utvdrderade riskerar dosen vara for lag och
risken att resistens utvecklas okar (Burgess, 1999). Behandlingsresultatet riskerar
dven bli suboptimalt. Proteininbindningsgrad &r vésentligt for att fa reda pa hur
stor del av den dos som getts som faktiskt har verkan. Den fria, icke-
proteinbundna, delen av penicillin i blodet anses vara den bdsta markoren for den
extracellulira vivnadskoncentrationen(Craig & Ebert, 1989; Cars, 1997).

Studien dr en fortséttning av Julia Lindbergs examensarbete (2008), vilket var en
pilotstudie med tva histar. Mitt arbete presenterar endast en del av projektet
Natriumbensylpenicillin  intramuskuldrt  till hdst — ett alternativ  till
bensylpenicillinprokain. ~ Histarna  gavs  prokain-pc  respektive  Na-pc
intramuskulért, men endast det senare kommer att behandlas i detta arbete.



Syfte

Syftet med den hér delen av projektet dr att undersoka om Na-pc kan anvidndas
intramuskulért till hést i stillet for pc-prokain med hjélp av att integrera PK med
PD (PK/PD-analys).

LITTERATUROVERSIKT

Penicilliner #r frimst effektiva mot aeroba grampositiva (gram®) bakterier samt
vissa anaerober (Giguere et al., 2006). Tre bakterier som &r penicillinkidnsliga och
kan infektera hist &dr Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (Strept
zooepidemicus), Streptococcus equi subsp. equi (Strept equi) och
Staphylococcus aureus (Staph aureus). En av de vanligaste gram®
bakterieinfektioner pa hist idag dr Strept zooepidemicus (Clark et al., 2008).
Strept equi ir den bakterie som orsakar sjukdomen kallad kvarka. Aven vid de
tillfallen da hidstar med kvarka bedoms var i behov av antibiotika kan
bensylpenicillin anvédndas (Sweeney et al., 1995). Staph aureus dr en viktig
histpatogen, men kan dven isoleras hos kliniskt friska djur (Burton et al., 2008).
Resistenslaget hos Staph aureus har forsimrats och flertalet isolat d4r numera
resistenta mot penicillin (Clark et al., 2008; EUCAST, 2009).

Bensylpenicillin ges idag via intravenos tillforsel (i.v.) eller intramuskulir
injektion (i.m.), da i form av ett prokainsalt. Penicillin givet per os (p. 0.) har
ocksa forekommit, men anvénds inte pa hast i Sverige idag, framst pa grund av
biverkningar i mag-tarmkanalen. Beredningar med bensylpenicillin ihop med
prokain finns for att fa ett ldngsammare upptag, men biverkningar fran
beredningarna har iakttagits.

Bensylpenicillinnatrium

Na-pc dr ett lattlosligt salt som nédr det ges i.v. eller i.m. snabbt 16ser sig till
natrium respektive penicillin, vilket snabbt ger en hdg koncentration av
bensylpenicillin i blodet. Da halveringstiden (T:,) for bensylpenicillin efter i.v.
giva dr runt 50 min (Dirr, 1976; Love et al., 1983) kommer den hdga
koncentration snabbt sjunka och nivan hamnar under den som ir effektiv for
avdodning av bakterier.

Na-pc finns registrerat i Sverige och dr idag endast godként att ges i.v. till hist
men far ges bade i.v. och i.m. till nétkreatur (Fass® vet., 2008). Dosering av Na-pc
i.m. till notkreatur sker 2 ggr/dag och Lindbergs arbete (2008) antydde att samma
dosintervall eventuellt kan vara applicerbart pa hist. Héstar har forsoksvis
behandlats enligt kaskadprincipen med Na-pc i.m. i Sverige (pers. medd. Brojer,
2010). Vetenskapligt stod som visar att Na-pc i.m. kan anvindas for en hel
behandlingsperiod saknas.

Bensylpenicillinprokain

Som tidigare ndmnts far man hoga initiala koncentrationer av penicillin ndr man
ger Na-pc i.v. och Ty, dr mindre dn 1 h. For att forldinga halveringstiden har
prokain tillsatts. Penicillin bildar tillsammans med prokain ett svarlosligt salt som
inte absorberas och ger en depaeffekt i muskeln. Efter i.m. injektion av prokain-pc
sker en langsam dissociation av prokain-pc till penicillin respektive prokain som
darmed kan absorberas till blodet. Den lingsamma dissociationen ger en



fordrojning innan maximal Kkoncentration av penicillin i serum (Cyax) nas
(Stover et al., 1981; Sullins et al., 1984). Depaeffekten gor att Cp.x blir ldgre dn
vid i.v. injektion av Na-pc och att Ty, och duration forlings vilket medger ett
lingre dosintervall. De idag i Sverige registrerade preparaten med prokain-pc
injiceras i.m. en gang per dygn till hist

Prokain &dr ett lokalanestesimedel vilket ger en smirtlindrande effekt
(Kuchembuck et al., 2007) och har tidigare anvints for nervblockad under
operationer. Prokain har dessutom forekommit vid doping av héstar for att
maskera smérta fran rorelseapparaten (Tobin et al., 1977), men dessutom har det
anvints 1 syfte att oka prestationen (Meyer-Jones, 1951). Tobin & Blake (1976)
visade att prokainets centralnervosa paverkan dr dosrelaterad och att histar &r
kansligare for prokain dn vad minniskor dr. Vid hoga doser av prokain sags
kraftiga centralnervdsa symtom.

Administrering av bensylpenicillin
Intramuskulér injektion

Generellt anses 1.m. injektion vara sdkert och delegering till djurdgare for
uppféljande behandling med i.m. giva ar tillatet pa hiast (SJVES 2002:57, 48).
Dagens praxis inom svensk hidstmedicin dr att man injicerar i.m. preparat i
halsmuskulaturen pa vuxna héstar. Till unga f6l rekommenderas dock gluteal-
muskulaturen for att inte paverka diandet. Vid volymer 6ver 20 ml riktas kanylen
om for att minska obehaget hos hédsten. Efter injektion av prokain-pc i
halsmuskeln far man ett hogre Cp,x samt hogre biotillgidnglighet dn efter injektion
i andra muskelgrupper (Firth et al, 1986). Skillnaden i blodtillforsel till
musklerna dr troligen en bidragande faktor till skillnaden i penicillinets
biotillgidnglighet . Franklin (1989) visade att om man injicerade penicillin pa flera
stillen i samma muskel jaimfort med en injektionsplats sags ingen skillnad i
absorptionshastighet eller Cmax.

Intravendés injektion

Vid i.v. giva av bensylpenicillin fas Cp,x direkt och penicillinet distribueras och
elimineras sedan snabbt (Love et al., 1983; Franklin, 1989). Love et al. (1983)
visade att Na-pc efter i.v. injektion hade en Ty, pa mellan 0,72 - 0,88 timmar (h)
och att inom loppet av 1,68 h hade koncentrationen av penicillin sjunkit till 0,5
pug/ml. Diirr (1976) angav halveringstiden for bensylpenicillin efter 1.v. giva till
53,3 min + 4,5 min. For att uppritthalla effekt krdvs darfor oftast upprepade
doseringar av likemedlet per dygn (se tabell 2). Plumb (2008) anger en ldgre dos
nir infektionen orsakas av en aerob gram’ och en hogre dos niir en allvarligare
gram'-infektion ska behandlas. Anvindandet av bensylpenicillin i.v. dr begriinsat
till patienter pa djursjukhus, da i.v. behandling av hist endast far utforas av
behorig personal.



Tabell 2. Rekommenderade doser och dosintervall for Na-pc i.v. till hdst.
Fetad stil anger vilken enhet forfattaren anvint. — = uppgift saknas

Rekommenderade doser for Na-pc i.v till hist

Killa Dos (IE/kg) Dos (mg/kg) | Dosintervall (h)
21 -

Diirr (1976) 35000
\ATETEEAEEE 110 000 - 40 000 6-24 4-6

Van Erck &
Lekeux (2005) 2L e e
EUEE 15000-31730  9,5-19 12

(2008)

10 000 - 20 000 6-12

LULLECIR 55 000 - 44 000 13,2-26,4

A O

Diirr (1976) och Love et al. (1983) ansag att i.v. tillférsel av bensylpenicillin
sdllan &r kliniskt applicerbart, da koncentrationen snabbt blev for 1lag. Eventuellt
anviandningsomrade skulle vara en mycket akut situation diar en hog koncentration
omgaende kravs.

Vid i.v. giva av kaliumsaltet av bensylpenicillin har man noterat biverkningar som
huvudskakningar, smackningar, tandgnissling, salivering och lindrig kolik
(Wilson, 2001). Biverkningarna har kunnat undvikas med infusion av preparatet
under en lingre tid. Liknande reaktioner har inte setts vid i.v. giva av Na-pc.

Per os

De flesta former av penicillin kan inte ges p. o. eftersom bensylpenicillin dr
kinsligt for magsdckens sura pH (Horspool & McKellar, 1995; McKellar &
Horspool, 1995). Fenoximetylpenicillin, dven kallat penicillin V (Plumb, 2008) ir
stabilt dven vid surt pH, men finns idag inte godként till hidst pa den svenska
marknaden Penicillin per os medfoér okade risker for gastrointestinala storningar
hos hist till foljd av antibiotikainducerad bakteriedvervixt (Davis, 1987; Horspool
& McKellar, 1995; Wilson et al.,, 1996). Det har visats att det framfor allt dr
Clostridium spp. som orsakar problem med dvervixt och toxinproduktion (Wilson
et al., 1996; Baverud et al., 1997).

Schwark et al. (1983) och Ducharme er al. (1983) visade att
fenoxymetylpenicillin p. o. med ett dosintervall pa 8 h skulle ge en tillrickligt hog
serumniva av penicillin for att avddda betalaktamkinsliga, gram® bakterier. For
att fa tillrackligt god absorption kridvdes att héstarna var svilta innan giva och
storre doser p. o. jamfort med i.v. behdvs for att fa terapeutiska serumnivaer
(Schwark et al, 1983) dven mingden foder i mag-tarmkanalen paverkar
biotillgéngligheten av penicillin (Wilson, 2001). Penicillin p. o. rekommenderas
endast vid icke-livshotande infektion med hoggradigt kédnsliga bakterier eftersom
biotillgdngligheten &r lag och det finns risker med behandlingen (Wilson et al.,
1988; Horspool & McKellar, 1995). Baggot et al. (1990) ansag att penicillin per
os inte skulle anvdndas till vuxna hiéstar Overhuvudtaget pa grund av
tarmstorningar.



Biverkningar

Biverkningar hos histar som injicerats med Na-pc eller prokain-pc rapporteras in
till Likemedelsverket i Sverige. Akuta symtom varierar allt ifran skakningar,
svettningar, oro och kollaps till att hidsten dott (Allpress & Heathcote, 1986;
Nielsen et al., 1988; Tjilve, 1989; Olsén et al., 2007). Icke-akuta reaktioner har
iakttagits 1 form av ledsmirta och feber (Westerman et al., 1966). Mellan 1987
och 2008 har cirka 100 biverkningar rapporterats in pa histar efter behandling
med prokain-pc eller Na-pc alternativt bensylpenicillinkalium i1 Sverige (Tjélve,
1988; Tjilve, 1989; Tjilve, 1991; Tjilve, 1996; Tjilve, 1997; Tjilve, 1999;
Tjéalve, 2000; Tjilve, 2002; Tjdlve, 2003; Tjilve, 2004; Tjdlve, 2005; Tjilve,
2007; Tjalve, 2009) Ungefar 30 % av fallen resulterade i att hédsten dog. For ko
har 16 biverkningar pa prokain-pc rapporterats mellan aren 2000 och 2008, 11 av
dessa kor dog (pers. medd. Tjilve, 2009). Det ar troligare att fall med allvarligare
biverkningar rapporteras én fall med mildare symtom (Olsén et al., 2007).

Det finns flera orsaker till att hdstar kan reagera mycket kraftigt pa en injektion av
bensylpenicillin. Héstar kan utveckla allergi mot penicillinet, vilket ger en typ av
anafylaktisk chock (Davis, 1984; Davis 1987; Wilson 2001). De symtom som da
ses dr hypotension, bronkospasm, arytmi och/eller kolik. Man har dven iakttagit
urtikaria och angioddem efter injektion av Na-pc som tros bero pa en allergisk
reaktion pa penicillin (Tjdlve, 2002; Olsén et al., 2007). Andelen héstar som &r
penicillinallergiska &r troligen ganska lag (Nielsen et al., 1988; Wilson, 2001;
Olsén et al., 2007). De flesta biverkningar pa bensylpenicillin som rapporterats &r
efter injektion med prokain-pc (Tjélve, 1988; Tjdlve, 1989; Tjilve, 1991; Tjilve,
1996; Tjilve, 1997; Tjilve, 1999; Tjilve, 2000; Tjilve, 2002; Tjilve, 2003;
Tjalve, 2004; Tjdlve, 2005; Tjilve, 2007; Tjdlve, 2009). Prokain dr toxiskt och
kan ge histen kraftiga biverkningar (Chapman et al., 1992). Att en hist far en
toxisk niva av prokain i blodet beror pa for snabb upplosning av saltet. Detta kan
intrdffa om injektion skett 1 ett mindre kérl i muskeln. Vid upprepade injektioner
pa samma plats anses risken oka for chock pa grund av okad karlinvixt (Nielsen
et al., 1988). Tobin et al. (1977) och Chapman et al. (1992) visade att prokain i.v.
gav liknande symtom som beskrivits hos pencillinchockande héstar. Nielsen et al.
(1988) ansag att flertalet fall av de héstar som reagerat pa prokain-pc troligen fatt
prokainforgiftning. En faktor som styrker teorin om att det &r just prokain som ger
den kraftiga reaktionen mot prokain-pc dr att vissa hidstar som fatt en
penicillinchock och sedan fortsatt far bensylpenicillin inte visar nagon negativ
reaktion mot preparatet (Nielsen et al., 1988; Olsén et al., 2007).

Det finns idag inga enkla, tydliga test for vilken slags reaktion histen haft mot
prokain-pc (Davis, 1984; Davis 1987). Att injicera en mindre médngd subcutant
(sc.) for att se en allergisk reaktion har gett bade falskt positiva och falskt negativa
resultat. Detta fenomen har dven iakttagits hos ménniska (Saxon, 1983). Det gar
att diagnostisera penicillinallergi via immunologiska testar genom att pavisa
antikroppar (Blue et al., 1987; Step et al., 1991), men ingen kliniskt applicerbar
metod for hidst finns utarbetad. Svarigheten att forutsiga om det dr en
penicillinallergi eller biverkan av prokain gor att man oftast undviker behandling
med penicillin dverhuvudtaget vid kraftiga reaktioner efter prokain-pc injektion.



Farmakokinetik och -dynamik

Penicillinet distribueras efter administrering ut i vivnaderna och kan aterfinnas i
leder, bukvitska och urin (Stover et al., 1981). Na-pc aterfinns dven i endometriet
hos hist efter injektion i.m. (Allen & Ayliffe, 1981). Blod-hjarnbarridren forsvarar
penicillin att na CSN, men vid inflammation i meningerna blir barridren mer
genomslédpplig (Han et al., 2002).

Att administrera en for 1ag dos av ett penicillin gor att en bakteriell infektion inte
bekdmpas optimalt och infektionen kan aterkomma (Powers et al., 1984). Risken
finns dven att antibiotikaresistens uppstar vid suboptimala doser av antibiotika
(Washington, 1979). En ©kad koncentration av penicillin ger inte alltid okad
effekt (Powers et al., 1984) dock har penicillin 1g toxicitet sa biverkningar av
hoga koncentrationer ses sillan (Nielsen et al., 1988; Fass® vet., 2008). Att finna
den optimala doseringen bor baseras pa flertalet faktorer som avser den specifika
infektionen och djurslaget som drabbats. Man bor da ta bade farmakokinetiska
(PK) och farmakodynamiska (PD) i beaktande (Toutain et al., 2002). PK anvénds
for att forutse ldkemedlets koncentration 1 kroppen medan PD beskriver
lakemedlets effekt, bland annat bakteriens kénslighet mot antibiotika.

Minimal inhibitory concentration

Minimal inhibitory concentration (MIC) ir ett virde pa en bakteries kénslighet
mot ett visst antibiotikum. Detta mits in vitro och anger 1 vilken
antibiotikakoncentration bakterien inte kan vidxa. Powers et al. (1984) visade att
MIC ir visentligt da en dosering av penicillin som understeg MIC gav simre
resultat kliniskt &n om doseringen var runt MIC eller over.

Nir antibiotika finns 1 blodet kommer en viss del att bindas till proteiner. Endast
den fria, icke-proteinbundna, delen &r aktiv mot infektion. Den fria
koncentrationen (f konc) éver MIC 4r den koncentration som in vivo behovs for
att ha effekt. Formeln for utrakning av f konc ar foljande:

total konc. x proteininbindningsgrad (%)

fkonc = totalt konc. —
100

For att fa fram f konc krdvs att proteininbindningsgraden i plasma dr kénd.
Litteraturen visar pa en plasmaproteininbindningsgrad for bensylpenicillin mellan
52 till 62,8 % hos hist (Keen, 1965; Diirr, 1976; Firth et al., 1986).

Staph aureus, Strept zooepidemicus och Strept equi valdes ut som patogener.
MIC-virden for ndmnda patogener for bensylpenicillin visas i tabell 3. Dar MIC
angavs som ett intervall valdes det hogsta virdet for utrdkning av PK/PD-index.
0,12 mg/LL dr den ldgsta spddningen som rutinmdssigt gors pa Strept
zooepidemicus pa SVA, Uppsala (pers. medd. Bjorn Bengtsson, 2009). For Staph
aureus avser MIC-virden “wild-type”.



Tabell 3. Minimal inhibitory concentration for vanliga hdstpatogener, med avseende pa
bensylpenicillin

0,032 - 0,125 32-125 EUCAST (2009)
<0,12 <120 SVARM 2008 (2009)
<0,015 <15 Ensik ef al. (1993)

<0,015 <15 Ensik et al, (1993)

PK/PD-index

Det finns idag matematiska modeller som anvinds for att forutsdga ett 1ikemedels
effekt i kroppen och som integrerar ett likemedels PK och PD sa kallade PK/PD-
analyser. For antimikrobiella substanser finns PK/PD-analyser som beskriver de
olika substansgruppernas effektivitet. Penicillin dr effektivt endast om det finns i
tillracklig koncentration under en lidngre tid (sa kallat tidsberoende) och for alla
betalaktamer dr tiden som koncentrationen av likemedlet oOverstiger
patogenens MIC (T . mic) det frimsta PK/PD-indexet (Toutain et al., 2002). For
att ta hansyn till att endast den fria delen av likemedlet kan ha effekt sa uttrycks
sambandet som tiden som den fria koncentrationen av likemedlet dverstiger
patogenens MIC (f T . mic) (Mouton, et al., 2005). f T syic anges som en procent
av dosintervallet. Figur 1 visar generellt hur T » mic berdknas. For fullgod effekt
bor den fria koncentrationen av penicillin vara 6ver MIC 50 % av dosintervallet
(Cars, 1997; Toutain et al., 2002). Onskvirt ir att nivan dr 6ver MIC till 50-80%
av tiden mellan tva doseringar for optimal antibakteriell effekt. Att halla
koncentrationen av penicillin 6ver MIC under storre delen av dosintervallet
(>80 %) minskar av allt att doma risken att utveckla resistens (Burgess, 1999).

konc.
A tid 6ver MEC 6,3 h
dosintervall 12 h
=52,5% av tiden dver MEC

MEC

Y

| 3
2 4 6 8 10 f tid(h)
Dos 1 Dos 2

Figur 1. Den fria koncentrationen (f konc) bor for betalaktamer ligga over
MIC 50 % av dosintervallet for optimal klinisk effekt.
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MATERIAL OCH METODER

Forsoket var i forvidg granskat och godkint av Djurforsoksetiska ndmnden i
Uppsala, C8/88.

Djur
Atta friska svenska varmblodiga travare anvindes i studien, tillhérande
Institutionen for kliniska vetenskaper vid SLU, Uppsala. Sju av histarna var ston,

en var valack och de viigde mellan 471 och 581kg. Aldern varierade mellan 7 och
17 ar.

Hiastarna stod under studien i individuella boxar med utfodring av ho.
Automatiska vattenkoppar stod for héstarnas vattentillgang och de hade tillgang
till daglig utevistelse.

Ingen av histarna hade medicinerats under minst 10 veckor fore forsokens
genomforande.

Forsoksplan

Forsoksuppligget foljde en sa kallad cross-over studie dér histarna forst fick ett
preparat och efter 19 veckor bytte till det andra preparatet. Héstarna lottades till
vilket preparat de skulle fa under studiens forsta del. 4 histar fick Na-pc (Geepenil
vet., Orion Pharma, Sollentuna, Sverige, 24 g blandas till 300 mg/ml) och 4 héstar
fick prokain-pc (Penovet® vet. Boehringer Ingelheim, Kopenhamn, Danmark, 300
mg/ml). Pc-prokain gavs som positiv kontroll for att kunna utvirdera eventuella
biverkningar, men ingar inte i detta arbete.

All penicillin administrerades intramuskuldrt i halsmuskulaturen, omvixlande pa
hoger och vinster sida av halsen. Vid injektionsvolym 6ver 20 ml riktades
kanylen om for fortsatt injektion.

Doser

Niar héstarna fick Na-pc injicerades de med 15 mg Geepenil vet. per kg
kroppsvikt, vilket motsvarar 14 mg/kg bensylpenicillin. Dosintervallet var 12 h,
och injektion skedde sju ganger totalt.

Blodprovstagning
Permanentkanyl

Samtliga hiéstar fick en permanentkanyl 1 endera vena jugularis (14Ga, 13cm
Milacath®, Mila International Inc., Erlanger, USA). For lokal smdrtlindring
applicerades topikal beddvningskrdm cirka 60 min innan anldggning av
permanentkanyl (Emla®, Astra Zeneca, Sodertilje, Sverige, 25 mg/g lidokain och
25 mg/g prilokain). Inséttande av kanylen skedde 12 h innan forsta injektion. Till
permanentkanylen kopplades en forlingningsslang (Discofix® C-3, B. Braun,
Melsungen, Tyskland).

Blodprovsprotokoll

Blodprov togs innan forsta injektion (0-prov). Direfter togs prov efter 15 och 30
min samt efter 1, 2, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 72.25, 72.5, 73, 74, 75, 77, 80,
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84, 96, 108 och 120 h, det vill sdga tatare provtagningar efter 1: a och sista (7: e)
injektionen.

Allt arbete med proverna skedde med steril teknik. Proven togs ur permanentkanyl
med hjilp av 10 ml sprutor (BD Discardit'™ II, Becton Dickinson, Fraga,
Spanien). Efter att blodprov tagits spolades permanentkanylen med 5-8 ml
natriumklorid (Natriumklorid, Fresenius Kabi, Uppsala, Sverige, 9 mg/ml). Steril
kanyl (BD Microlance™ 3, Becton Dickinson, Dogheda, Irland, 7,2 x 40 mm)
sattes till spruta och blodet férdes 6ver till heparinrér (BD Vacutainer ', LH 102
I. U., Plymouth, Storbritannien, 6 ml) som forvarats pa is. Réren centrifugerades
snarast 1 10 min, 1500 G 1 4°C 1 centrifug (Universial 16R, Hettich, Tuttlingen,
Tyskland). Serumet fordes 6ver i forkylda 5 ml plastror (Sarstedt Tubes 5 ml 75 x
12 mm@) och forvarades i frys med temperaturen -80°C tills analys av ldkemedel.

Analys av penicillin

Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LCMSMS) utfordes pa
Statens Veterinirmedicinska Anstalt (SVA), Uppsala for analys av
bensylpenicillin 1 plasma. Samma instrumentering och metod anvidndes som 1
pilotstudien utford av Lindberg (2008). For vidare information angaende metoden
se Lindberg (2008).

Plasmaproteininbindning

Innan anvindning av Centrifree® YM-30 gjordes kontroll att bensylpenicillin ej
hade affinitet till filter eller andra delar av Centrifree® YM-30. Buffert (Hank’s
Balanced Salt Solution, HBSS, 10 mM HEPES pH 74, sterilfiltrerad) med
bensylpenicillin anviande. Ett prov analyserades innan filtrering och tva prover
analyserades efter filtrering. Ingen signifikant skillnad i koncentration sags i de
olika proverna och ingen bindning till YM-30 forelag.

Kontroll av lagringsstabilitet hos penicillin i 37 °C utférdes. Plasma med en
tillsatt kiind koncentration av bensylpenicillin analyserades efter 0, 15, 30, 45
respektive 60 min i ett 37-gradigt vattenbad. Ingen signifikant skillnad sags i
bensylpenicillinkoncentrationen i de olika proverna, dirmed ansags hallbarheten
vara god fram till minst 60 min i 37 °C.

For proteininbindningsanalysen togs blodprov 1 och 8 h efter forsta injektion pa
de hiistar som injicerats med Na-pc. 20 ml sprutor (Omnifix®, B. Braun,
Melsungen, Tyskland) och heparinror av stérre storlek (BD Vacutainer '™, NH
170 1. U., Plymouth, Storbritannien, /0 ml alternativt Venoject® NH, Terumo,
Leuven, Belgien, /0 ml) anvindes. Tidpunkterna valdes for att mita
proteininbindning vid en hog bensylpenicillinkoncentration i plasma och for
mitning vid en lag koncentration. Proverna centrifugerades omgaende, for att
behalla pH stabilt, i 37 °C i centrifug (EBA 20, Hettich, Tuttlingen, Tyskland)
under 1500 G 1 20 min. 1 ml serum dverfordes med hjélp av kanyl (Sterican®, B.
Braun, Melsungen, Tyskland, 0,9 x 40 mm) till vardera ror for ultrafiltrering, totalt
fyra ror per hist (Centrifree® YM-30, Millipore, Carrigtwohill, Irland). Roren
centrifugerades 25 min i 1500 G i 37°C. Ultrafiltratet frystes ner direkt i frys med
temperaturen -80°C tills analys utfirdades pa dem.
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Varje provtagningstillfidlle gav 4 ultrafiltrat for analys av penicillin per hést.
Penicillinkoncentrationen bestdmdes pa samma sétt som angivits under rubriken
’Analys av penicillin’. Proteinbindningen riknades ut med hjdlp av nedanstaende
formel:

L . Total koncentration - fri koncentration
Proteininbindning % = X 100

Total koncentration

Ett medelvirde pa proteininbindning per hist och provtagningstillfille rdknades
ut. Medelvirde och standardavvikelse bestimdes for vardera métning.

Farmakokinetisk analys

Datorprogrammet WinNonlin® (version 5.0.1, Pharsight®, St. Louis, Missouri,
USA) anvindes for framtagandet av farmakokinetiska parametrar. Analyserna
utfordes for varje hist och skedde med hjidlp av en “non-compartment”-modell.
De parametrar som faststilldes var Cp.x, tiden ndr hogsta koncentration i
blodet nas (Tpax) och Ty, Halveringstiden beriknades via lambda (A) for
terminala fasen av koncentrationskurvan for var hist av programmet WinNonlin,
(Ty, = In 2 / A). Lagsta koncentrationen av bensylpenicillin i blodet (C,in),
proteininbindningsgrad och standardavvikelser (SD) bestimdes med hjilp av
datorprogrammet Microsoft Office Excel (version 2007, Microsoft®, Redmond,
Washington, USA).

QuickCalc (GraphPad©, 2010) anvindes for parade t-test av de farmakokinetiska
virdena. Signifikansniva satt till P < 0,05.

Tid over MIC

f T - wmic bestimdes med hjidlp av Microsoft Office Excel. Den fria
koncentrationen av bensylpenicillin efter forsta och sjunde injektion av Na-pc
ritades i en graf. Tiden 2 till 12 h efter injektion anvindas for berdknande av en
exponentiell trendlinje for var hésts koncentrationskurva, for respektive injektion.
Formel for trendlinjen angavs av programmet och denna anvéndes for fortsatt
beridkning (se figur 2 och berdkning 1). f T . mic togs fram for de tre utvalda
patogenerna, for samtliga hidstar efter forsta injektion och for sju histar efter
sjunde injektion.

Histarnas fria plasmakoncentration av bensylpenicillin berdknades med en
proteininbindning 62,8 %. Tiden till att koncentrationen oversteg MIC sattes till
0,25 h fran injektion for samtliga MIC, samtliga héstar.
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Figur 2. Fria bensylpenicillinkoncentration 2 till 12 h efter forsta injektion hos hést 7
(logaritmerad). Formeln avser trendlinjen (heldragen linje). Streckad linje avser tiden ndr
koncentrationen 125 ng/ml understigs.

Berikning 1. Exempel pa framtagning f T > MIC. Exemplet avser hist 7 efter forsta
injektion.

y = 3686,4¢ % => x = (In(y / 3686,4))/-0,32)
X anger tiden ndr koncentrationen y nas

MIC = 125 ng/ml {6r bensylpenicillin Staph aureus, 125 sitts som y

x = (In(125/ 3686,4))/-0,32) = 10,57 h
efter drygt 10 h dr serumkoncentrationen under MIC for Staph aureus hos
hdst 7 efter forsta injektion

10,57 -0,25=10,32 h
tid ndr koncentrationen 125 ng/ml nas minus tid tills MIC dverstigs

tid over MIC _10.32 h
dosintervall 12h
fT swmic dr i detta exempel 86,1 %

= 86,1 %

RESULTAT

En hist (hist 6) injicerades endast 5 ganger med Na-pc. Histen utgick pa grund av
kraftiga biverkningar i form av svullnad pa injektionsplatsen samt smirta och
obehag efter injektion. Resultaten for hist 6 dr inkluderade mellan timme O och

48,

da denne efter givan vid 48 h utgick ur studien. Endast bensylpenicillin efter

giva av Na-pc analyserades.
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Farmakokinetik
Maxkoncentration, C,,.x

Chax berdknades for samtliga histar efter forsta injektion och for sju av histarna
efter sjunde injektionen av Na-pc. Cpax varierade mellan 9 553 ng/ml och 23 341
ng/ml, (se tabell 4) med ett medel pa 14 600 ng/ml dver hela studien. Det parade t-
testet gav t = 0,4958, degrees of freedom (d. f.) = 6, confidence interval (c. i.)
med 95 % = -7 833,8 till 5 194,2 och P = 0,638. Ingen signifikant skillnad i Cpax
sags darmed mellan de tva injektionerna.

Tabell 4. C,.; angivna i ng/ml efter forsta och sjunde injektion av
Na-pc. Medelvirdet for vardera tillfille med standardavvikelsen angiven

Maxkoncentration, C,,.,

Efter 1: a inj. (ng/ml) Efter 7: e inj. (ng/ml)

]
13713 20 140
10 067 10 547
9553 18 010
| Hist4 19174 15 441
10 449 15 885
13 382 17300
| Hist8] 23341 11595
Medel 13 760 15 560
) +4.675 +£3990

Tid vid maxkoncentration, T,,.x

Chmax sdgs i1 blodprov tagna fran 15 till 60 min efter forsta och sjunde injektion (se
tabell 5). Tiden da maxkoncentration av penicillin i plasma uppnaddes, Tpax, var i
medel 24,4 min efter forsta injektion och efter sjunde injektion 21,4 min, med ett
sammanlagt medel pa 23,0 £ 12,1 min. Medianvérdet for T, var 15 min efter
injektion efter bade forsta och sjunde injektion. P = 0,6036, t= 0,54
d.f.=6o0ochc. i 95 % =-0,19 till 0,12 i parad t-test av Tyax. Ingen signifikant
skillnad funnen mellan Ty« vid forsta respektive sjunde injektion.



Tabell 5. T, angivet i timmar efter forsta respektive sjunde
injektion av Na-pc. Medelviirdet med standardavvikelse och
median for vardera tillfille angivna

Tid vid maxkoncentration, T,

Efter 1: a inj. (h)
Hist 1 0,25 0,25
Hist 2 0,5 0,5
Hiist 3 0,25 0,25
Hist 4 0,25 0,25
Hist 5 0,25 0,5
Hiist 6 1

Hiist 7 0,5 0,25
Hiist 8 0,25 0,5

Medel 0,41 0,38
+ SD +0,24 +0,12

Median 0,25 0,25

Halveringstid, T,

Halveringstiden faststilldes for Na-pc efter i.m. injektion efter forsta och sjunde
injektion till 2,00 h + 0,25 (se tabell 6). Ytterligheter i viardena for Ty, var 1,45 h
respektive 2,31 h. Medelvirdet efter forsta injektion var 2,03 h och efter sjunde
1,97 h. Parad t-test visade ingen signifikant skillnad pa T, mellan forsta och
sjunde injektion (P = 0,8256, t= 0,2301, d. f. = 6, c. i. 95 % =-0,40 till 0,48).

Tabell 6. Ty, angivet i timmar efter forsta respektive sjunde
injektion av Na-pc. Medelvirdet med standardavvikelse for
vardera tillfille angivna

Halveringstid, T,

N T AT
| Hist 218
Medel 2,03 1,97
+SD 0,28 +0,22
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Lédgsta koncentration, C,

Bensylpenicillinkoncentration 12 h efter forsta till femte injektion, Cpyin,
uppmiittes hos samtliga histar. 12 h efter sjitte och sjunde injektion uppmiittes
Chin-vdrdet for sju av de atta histarna. Medelvardet for Cp,, samtliga héstar,
samtliga angivna tillfdllen var 281,1 ng/ml (se tabell 7). Vid tiden 108 h (36 h
efter sista injektion) var penicillinkoncentrationen under detekterbar niva hos de 7
héstarna. Den hist som utgick ur studien vid 48 h fick icke-detekterbara nivaer av
penicillin 24 h efter sin sista injektion.

Tabell 7. C,;, efter forsta till sjunde injektion av Na-pc. Hogsta uppmditta virde svarar for
den hdst som vid tillfillet hade hogst koncentration av bensylpenicillin i serum. Samma
princip gdller for de ldgsta viirdena. Inom parantes anges vilken héiist som siffran avser

Ligsta koncentration, C,;,

l:ainj | 2:ainj| 3:einj| 4:einj| S:einj| 6:einj| 7: einj
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) [ (ng/ml) [ (ng/ml) [ (ng/ml) | (ng/ml)

Hogsta
uppmétta
vardet

271,8 929.8 4349 677,7 535,9 548,0 2324
(hdst5) (hast1) (hdst2) (hdst3) (hdst2) (hdst8) (hist 8)

Ligsta 36,9 52.8 37,9 84,4 37,9 24,7 72,4

(hdst8) (hdst4) (hist4) (hist6) (hist4) (hdst4) (hist3)

uppmétta
vardet

Vsl 17330 4232 2135 451,60 2938 2362 1562
S| +835 +231,6 +1191 +1946 +1764 +161,6 +557

Proteininbindning

Proteininbindningsgraden varierade mellan 59,4 och 65,2 % med ett medelvirde
pa 62,8 %, SD + 1,8 for samtliga histar, bada mittillfdllena (se tabell 8). Parad t-
test visade signifikant skillnad mellan tillfallena, med P = 0,0189 (t = 3,03, d. f. =
7, c.1. 95 % = -1,96 till -0,24). Vid forsta mitning var plasmakoncentrationen av
bensylpenicillin hog och vid andra tillfillet var den lag. Medelvirdet for
koncentration av bensylpenicillin var for samtliga héstar 1 h efter deras forsta Na-
pc giva 9 068,0 ng/ml, och efter 8 h 703,5 ng/ml.

Tabell 8. Proteininbindning av bensylpenicillin i plasma, angivet i procent,
uppmiditt 1 respektive 8 h efter forsta injektion

Proteininbindning

1 h efter 1: ainj. (%) | 8 h efter 1: a inj. (%)

]

63.1 64,6
60.0 61.2
| misto] 63 65.0
622+ 14 63,3 £2,0
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Tid éver MIC

f T > wmic for samtliga histar bestimdes for forsta dosintervallet (se tabell 9). Efter
sjunde injektionen av Na-pc faststilldes f T - mic for sju av héstarna. Av de 15
f T > mic som genomfordes for Staph aureus var sju stycken 80 % eller hogre, for
Strept zooepidemicus 1ag nio av virdena 6ver 80 % for f T - wuc. For Strept equi
lag den fria koncentrationen av bensylpenicillin &ver MIC under hela
dosintervallet.

Tabell 9. PK/PD-indexet f T » yc for olika vanliga histpatogener kinsliga for
bensylpenicillin. Siffrorna dr angivna i %

Staph aureus (%) | Strept zooepidemicus (% Strept equi (%)

0)
Hast 1 efter 1: a inj 87,9 89 145,3
efter 7: e inj 79,6 80,7 135,2

Hist 2 efter 1: a inj 72,6 73,5 115,8
efter 7: e inj 85,7 86,8 140,1

Hast 3 efter 1: a inj 92,5 93,6 147.,6
efter 7: e inj 64,8 65,5 104,6

Hist 4 efter 1: a inj 65,4 66,4 119,2
efter 7: e inj 68 68,9 116,7

Hast 5 efter 1: a inj 94,8 95,9 149,1
efter 7: e inj 77,9 78,9 127,5

Hist 6 efter 1: a inj 83,6 84,7 139,2

efter 7: e inj

Hast 7 efter 1: a inj 86,1 87,1 141,3
efter 7: e inj 69,1 70 116,8

Hist 8 efter 1: a inj 55,4 56,1 92,5
efter 7: e inj 83,6 84,6 137,2

Medel 77,8 78,8 128,5
+=SD 11,0 11,2 +37,0

DISKUSSION

Det finns ett storre behov av ett behandlingsalternativ till prokain-pc dn tidigare.
For okad djurvilfird och forbéttrat djurskydd kridvs minskade biverkningar efter
behandling med bensylpenicillin. Resistensutvecklingen &r ett faktum och
antibiotika med smalt spektrum ska anvindas nir det dr mojligt. Histar som visat
pa reaktion pa prokain-pc och som ska vardas av djurdgare far pa grund av brist
pa parenteralt alternativ idag ofta en oral beredningsform utskriven. Det enda
alternativ som finns till vuxna histar i Sverige idag dr da trimetoprim i
kombination med sulfonamid (trim-sulfa) (Fass® vet., 2008). Trim-sulfa har ett
betydligare bredare antimikrobiellt spektrum #n penicillin och &dr ur
resistenssynpunkt ett simre val. Streptococcus spp. dr vanliga patogener hos hist
och ca 20-50 % av stammarna i kliniska tracheaprover har de senaste 10 aren varit
resistenta mot trim-sulfa, men varit kinsliga for penicillin (SVARM 2008, 2009).
Det dr visat att mot Strept zooepidemicus kan penicillin vara mer effektivt dn trim-
sulfa vad géller att bekidimpa infektion (Ensik et al., 2003). Det dr rekommenderat
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att vid betahemolyserande streptokocker alltid anvidnda bensylpenicillin som
forstahandsval och att trim-sulfaalternativ endast ska anvéndas dir penicillin inte
kan anvindas av nagon anledning (Wilson, 2001). Antibiotika som ges oralt till
hést okar risken for paverkan pa den gastrointestinalfloran, vilket kan leda till
allvarliga konsekvenser sa som overvixt av Clostridium spp. i tarmen (Wilson et
al., 1996; Baverud et al., 1997). Det &r ur bade djurets vélfard och det generella
resistensldget att foredra parenteral bensylpenicillin framfor trim-sulfa.

Ett behandlingsalternativ med ett penicillinpreparat utan prokain som djurdgare
kan administrera parenteral bor tas fram. Att injicera Na-pc i.m. har traditionellt
skett till notkreatur, medan hos hist har i.m. injektion skett néstan uteslutande
med prokain-pc. Det dr inte klarlagt om man for att undvika en del av fallen med
“penicillinchock™ kan ge Na-pc i.m. och didrmed undvika prokaindelen. Histar
som chokat pa prokain-pc kan i manga fall fortsittningsvis behandlas med Na-pc
vilket kan tyda pa att behandling med Na-pc kan reducera antalet
penicillinchocker. Fallen med sann penicillinallergi kan dock inte undvikas. Fatal
studier dr gjorda pa Na-pc i.m. pa hidst. English (1965) och Love et al. (1983)
ansag att en i.m. injektion av Na-pc i.m skulle ges ihop med prokain-pc initialt i
en behandling. Detta for att snabbt fa upp koncentrationen av penicillin i blodet
som sedan halls uppe tack vare prokain-pc. Att anvidnda enbart Na-pc i.m.
diskuterade de inte. Allen & Ayliffe (1981) gav i sin studie Na-pc i.m. till héstar,
men kontrollerade da nivaerna av penicillin i endometrium och inte dosering for
behandling eller biverkningar. Fler studier som tydligt visar pa terapeutiskt
resultat hos infekterade héstar behdvs for att utvirdera Na-pc i.m. som ett kliniskt
applicerbart alternativ. Da Na-pc inte innehaller en smartlindrande komponent, sa
som prokain-pc gor, bor utredning av eventuell smirta i samband med injektionen
ske.

Blodprovs togs omedelbart innan injektion av Na-pc, for att kontrollera C,,;, under
studien. Efter forsta och sjunde injektion togs blodprov 15 och 30 min samt 1, 2,
3,4,5, 6,7, och 8 h efter injektion som angetts ovan. Detta for att kunna jamfora
Na-pc farmakologiska parametrar efter forsta och sjunde injektion. I denna studie
sags inga signifikanta fordandringar i Cpax, Tmax €ller Ty, mellan forsta och sjunde
injektion. Viss reaktion kan fas vid intramuskuldr injektion pa hést, men ingen
paverkan iakttogs pa de farmakokinetiska viardena i var studie fran en eventuell
reaktion. Halveringstiden var langre bade efter forsta och sjunde i.m. injektion hos
studiens histar jamfort med halveringstiden som angetts efter i.v. injektion av Na-
pc. Uboh et al. (2000) anger halveringstiden pa bensylpenicillinkalium till 12,9 h
efter injektion i.m vilket dr klart langre @n denna studies halveringstid pa cirka 2
h. Uboh et al. gav prokain i.m. samtidig med bensylpenicillinkalium. Det framgar
ej var prokainet gavs och om prokainet hade mojlighet att bilda ett salt med
bensylpenicillin. Om prokain och penicillin bildade ett salt kan en depaeffekt
skett, vilket kan ha paverkat halveringstiden.

Proteininbindning for bensylpenicillin varierar mellan 52 och 62,8 % 1 litteraturen.
Variationen i proteininbindningsgrad &r stor och kan bero pa brist pa kontroll av
pH och temperatur under forsoken. Firth ef al. (1986) beskriver inte sin metod och
dérfor dr deras virde pa 57,3 £ 7,3 % svart att virdera. Proteininbindningsgraden i
var studie var 62,8 * 1,8 % och har applicerats i vara PK/PD-index.
Proteininbindningsgraden ir framtaget under en kontrollerad temperatur och
utférdes omgaende efter blodprovstagning for att behalla ett stabilt pH och

19



proverna frystes ner inom 60 min. En statistisk signifikant skillnad sags mellan
proverna tagna 1 h efter injektion av pc (hdga serumkoncentrationer) och efter 8 h
(laga serumkoncentrationer). Skillnaden var dock mycket liten, och har troligen
liten klinisk relevans vad géller behandling av infektioner med bensylpenicillin.
Ingen av de tidigare studierna av bensylpenicillin med avseende pa
proteininbindning har testat skillnad vid olika koncentrationer. Keen (1965) tittade
endast pa 2 histar och Firth et al. (1986) anger inte hur manga prover som
analyserats for proteinbindning. Den metod som anvindes i det hir arbetet &r
tidigare ej beskriven, de kontrollprover som gjordes innan studien visade pa
stabilitet 1 koncentration vid analys. Vid bakteriell kontaminering finns risken att
penicillin bryts ner i provmaterial, troligen pa grund av betalaktamaser (Wiese &
Martin, 1989). Sterilteknik anvindes under arbetet med blodproverna for att
undvika kontaminering av proverna.

Syftet med denna studie var att se om den fria koncentrationen av Na-pc kunde
kvarsta over MIC under storre delen av dosintervallet efter i.m. administrering till
hist. Onskviirt #r att koncentrationen uppritthillas i mer 4n 50 % av dosintervallet
pa 12 h. I var studie fann vi att samtliga histar hade f T - yc som var 50 % eller
mer for Staph aureus, Strept zooepidemicus och Strept equi. Medelvirdet for
f T s wmic for Strept zooepidemicus var 78,8 % anses vara klart tillfredsstillande.
For Strept equi var f'T - vic 6ver 100 % och for Staph aureus 77,8 %. Att f'T - mic
ar over de rekommenderade nivaerna pa < 50 % gor att Na-pc i.m. troligen ur en
farmakokinetisk synvinkel kan vara kliniskt anvéindbart vid infektion med
penicillinkinsliga bakterier hos hést. Vissa forskare anser att over 80 % ir
optimalt for att inte fa resistensutveckling, en siffra som ligger nira de resultat
denna studie visar. Staph aureus har ett resistensldge som visar en okad resistens
mot betalaktamaser. Det MIC som redovisas i1 denna studie avser den
penicillinkéinsliga Staph aureus (’wild-type”), och giller inte generellt for
patogenen. Multiresistenta Staph aureus har hittats hos hist 1 Sverige och dir kan
ej bensylpenicillin anvindas vid infektion (SVARM 2008, 2009).

I studien anvidndes 0,25 h som den tid det tog innan MIC Overstegs 1 samtliga
héstar, alla tre bakterier, vilket dr baserad pa studiens T,x median. Medelvirdet
for Tmax var 0,38 £ 0,2 h. Differenser beror pa att blodprov togs vid 0,25; 0,5 och
1 h och den hist som fick sitt Tyax vid 1 h kraftigt drog upp medel. Pa grund av fa
blodprov kunde ingen exaktare tid for nir Ty, infoll tas fram. For att fa fram
exaktare virde skulle fler blodprover behdva tas direkt efter injektion, da
koncentrationen av penicillin snabbt dndras. Att koncentrationen i serum dversteg
MIC vid 0,25 h dr ett antagande. En hist nadde inte Ty, forrdn 1 h efter forsta
injektion, men hade 1 sitt blodprov vid 0,25 h efter forsta injektion 6 541,3 ng
bensylpenicillin/ml, vilket dr 4 106,6 ng icke-proteinbundet bensylpenicillin per
ml serum. Detta ger en indikation om att tiden till att koncentrationen overstiger
MIC ér kortare @n antaget i detta arbete.

Chin-virdena var mellan 24,7 och 929 ng/ml 12 h efter injektion. Att ha lidngre
dosintervall @n 12 h bor dirfor inte rekommenderas for patogener med MIC runt
125 ng/ml. Vissa forskare har anvint sig av ett dosintervall pa mellan 4 och 6 h
vid experimentell anvindning av Na-pc i.m. utan att beskriva hur de tagit fram
den siffran. Det dr svart att jimfora studiens doseringsintervall med andra studier
av den anledningen. Att beakta dr dven att MIC-virden fordndras och bakterier
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utvecklar resistens, detta gor att denna studie ar aktuell endast nir bakterier med
samma kénslighet som ndmnts ska behandlas.

Den fria delen av penicillin i serum har antagits dr av samma koncentration som i
det extracelluldra rummet. Penicillin kan normalt inte passera barridrer sasom
blodhjarnbarridren och blod-testisbarridrern vilket gor att resultaten endast kan
appliceras pa infektioner i omraden dit penicillin kan diffundera.
Farmakokinetiskt &r troligen Na-pc i.m. lampligt till hédst, men om det &r kliniskt
applicerbart dr ej besvarat i detta arbete. De hdstar som anvindes 1 studien var
uteslutande friska héstar. Farmakologiska parametrarna kan eventuellt dndras hos
en sjuk hist som ska behandlas.

Andra delar av projektet, som den hér studien dr en del av, bor redovisa sina
resultat innan tydligare slutsatser om Na-pc i.m. kan dras. Vidare bor kliniska
studier dven utforas for att se behandlingsresultat. T - pic for dosintervallet 12 h
anses tillriackligt for vanligt forekommande penicillinkénsliga histpatogener.

SLUTSATSER

Resultaten 1 denna studie indikerar att behandling med Na-pc i.m. var 12: e timma
kan uppritthalla serumkoncentrationer som 6verstiger MIC for penicillinkinsliga
bakterier 1 tillfredsstédllande stor andel av dosintervallet hos hist. Na-pc i.m. kan
utféras av djurdgaren sjilva vilket gor alternativet mer attraktivt for filtarbetande
veterindrer och minskar behovet av remittering till djursjukhus for i.v. behandling
med bensylpenicillin. Om Na-pc i.m. kan vara ett alternativ till behandling med
prokain-pc ddr penicillin fortfarande ar forsta val av antibiotika beror pa fler
faktorer @n farmakokinetik och farmakodynamik. Innan rekommendation av Na-
pc i.m. maste eventuella lokala biverkningar som smirta i samband med
injektionen utvirderas.
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