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SAMMANFATTNING

Bensylpenicillin ar idag den mest anvanda antimikrobiella substansen inom
hastmedicinen. Till hast finns bensylpenicillin tillgangligt i tva olika
beredningsformer, dels i form av svarlosligt bensylpenicillinprokain och dels som
lattlosligt natriumsalt. Aven om penicillin har en bred sikerhetsmarginal och
anses ha god tolerans ses ibland biverkningsreaktioner som i dagligt tal brukar
kallas penicillinchock. Etiologin bakom penicillinchock pa hast ar inte helt
klarlagd, men den vanligaste orsaken anses vara prokaintoxicitet. FOr att undvika
risken for toxiska reaktioner mot prokain kan bensylpenicillinnatrium anvandas. |
litteraturen finns dock motstridiga uppgifter om mojligheten att anvénda
bensylpenicillinnatrium intramuskulért. Det &r darfor angeléget att undersoka
farmakokinetiken for bensylpenicillinnatrium efter intramuskul&r administrering
till hast. Denna pilotstudie ar en jamforelse mellan de farmakokinetiska
parametrarna for bensylpenicillinprokain och bensylpenicillinnatrium  vid
intramuskuldr administrering till hast.

Forsoket var en pilotstudie av cross-over” design med tva hastar. Hastarna var
Kliniskt friska varmblodiga travare. Den ena hésten injicerades med
bensylpenicillinnatrium och den andra med bensylpenicillinprokain. Substanserna
injicerades intramuskulért. Val av vilken hadst som fick vilket preparat forsta
gangen valdes slumpmassigt. Dosen bensylpenicillin var 11 mg/kg. Analysen av
bensylpenicillin i héstplasma gjordes med hjadlp avn LCMSMS (liquid
chromatography tandem mass spectrometry). De farmakokinetiska analyserna
utfordes i1 datorprogrammet Win Nonlin enligt “non-compartment”-metoden.

Halveringstiden fér bensylpenicillinnatrium hos de tva hastarna var 2,55
respektive 2,38 timmar och for bensylpenicillinprokain 9,29 och 10,76 timmar.

Tiden 6ver MEC (minsta effektiva koncentrationen in vivo) for Streptococcus equi
och Streptococcus zooepidemicus varade for bada hastarna i studien i atminstone
8 timmar efter att bensylpenicillinnatrium injicerats. Resultaten i studien antyder
darmed att det eventuellt skulle vara mojligt att ge bensylpenicillinnatrium
intramuskulart tva gang per dygn till hast. For att undersoka denna mojlighet bor
dock ytterligare studier utforas.

SUMMARY

Penicillin G (bensylpenicillin) is the most commonly used antimicrobial substance
used in equine medicine today. Two forms of penicillin G are available for equine
use; one form is the poorly soluble penicillin G procaine and the other is the very
soluble sodium salt. Although penicillin has a wide safety margin and is
considered to possess a good tolerance, reactions due to side effects are
sometimes encountered, which commonly is named “penicillin-shock”. The
etiology behind penicillin shock in horses is not completely understood, but the
most common reason is believed to be procaine toxicity. In order to avoid the risk
of toxic reactions against procaine, penicillin G sodium can be used. In the
literature contradictory information on the possibility of the usage of penicillin G
sodium intramuscularly have been found. It is therefore essential to investigate the
pharmacokinetics for penicillin G sodium following intramuscular injection in



horse. The aim of the present study was to examine the pharmacokinetics of
penicillin G following intramuscular administration of penicillin G sodium and
penicillin G procaine, respectively.

The investigation was a pilot study in two clinically healthy Standard bred trotters
with a cross-over design and therefore each horse was given both penicillin G
sodium and penicillin G procaine intramuscularly. The penicillin G dose was 11
mg/kg. The analysis of penicillin G in the horse plasma was performed by
LCMSMS (liquid chromatography tandem mass spectrometry). WinNonlin was
used as a tool for the pharmacological analyses, using the non-compartment
method.

The half-life for penicillin G sodium in the two horses was 2.55 and 2.38
respectively and for the penicillin G procain the half-life was 9.29 and 10.76

The time over MEC (minimal effective concentration in vivo) for Streptococcus
equi and Streptococcus zooepidemicus lasted for both the horses in the study for at
least 8 hours after penicillin G sodium were injected. The results from this study
then imply that it would be possible to administer penicillin G sodium
intramuscularly to horses twice a day. In order to investigate this further tests are
required.

INLEDNING

I Sverige ar bensylpenicillin idag den mest anvénda antimikrobiella substansen
inom savél veterindarmedicin som hastmedicin (SVARM, 2007). Substansen &r
aktiv mot ett stort antal av de patogena mikroorganismer som drabbar hastar,
samtidigt som den har en god sdkerhetsmarginal, &r Itt att administrera och &r ett
forhallandevis billigt lakemedel. Bensylpenicillin till hast finns tillgangligt i tva
olika beredningsformer, dels i form av svarlosligt bensylpenicillinprokain och dels
som lattlésligt natriumsalt (Fass vet, 2008). Till hast ar bensylpenicillinnatrium
endast godkant for intravends administrering och bor da ges minst tva ganger
dagligen emedan bensylpenicillinprokain &r godkant for intramuskulart injektion
en gang dagligen. Minsta inhiberande koncentration in vitro (MIC) for
bensylpenicillin hos bade Streptococcus equi och Streptococcus zooepidemicus
(vanliga patogena mikroorganismer hos hést) har rapporterats ligga mellan 2-80
ng/ml (Stover et al, 1981; SVARM, 2007). Med en plasmaprotein-bindningsgrad
pa cirka 50 % hos hast (Firth et al, 1986) kan den minsta effektiva
koncentrationen in vivo (MEC) for streptokockinfektion pa hast da grovt beréknas
till 4-160 ng/ml.

Biverkningar

Aven om penicillin har en bred sikerhetsmarginal och anses ha god tolerans ses
ibland biverkningsreaktioner som i dagligt tal brukar kallas penicillinchock
(Tjalve, 2005). Mellan ar 2000 och 2006 rapporterades 22 fall av penicillinchock
pa hast till Lakemedelsverket, varav 8 av fallen var dodsfall. Det &r troligtvis
endast de allvarligare fallen som rapporteras, eftersom det i en studie fran 2007
finns 57 olika fall mellan 2003 och 2006 beskrivna (Olsén et al, 2007). Tecken pa
biverkningar ses oftast direkt i samband med injektionen, antingen under sjalva



injektionen eller inom en minut efter att injektionen avslutats (Olsén et al, 2007).
Biverkningarna kan vara allt fran lokala reaktioner i huden till allvarliga
centralnervisa storningar. Exempel pa reaktioner som har observerats ar
beteendeforandringar, rorelsestorningar sa som ataxi, balansrubbningar,
svettningar, kramper, stegringar och backande (Olsén et al, 2007; Tjalve, 2007). |
allvarligare fall kan hasten skada sig allvarligt eller do, men vanligen aterhamtar
de sig inom 30 minuter. Det ar framfér allt vid behandling med
bensylpenicillinprokain som biverkningsreaktioner har setts. Men det finns &ven
hastar som reagerat mot mera l&ttlosliga bensylpenicillinsalt. Den eller de
bakomliggande orsakerna till biverkningarna ar inte helt klarlagda, men det finns
flera teorier. Den vanligaste orsaken anses vara prokaintoxicitet (Nielsen et al,
1988; Olsén et al, 2007).

Syfte

Syftet med denna pilotstudie var att undersdka de farmakokinetiska parametrarna
for bensylpenicillinnatrium efter intramuskul&r administrering till hast och darmed
vardera om det ar mojligt att anvénda bensylpenicillinnatrium istallet for
bensylpenicillinprokain intramuskulart till hast. Detta eftersom det &r onskvart att
undvika bensylpenicillinprokainet pa grund av biverkningsrisken. Denna studie
kommer senare att eventuellt vara underlag till en utvidgad studie av
bensylpenicillinnatrium intramuskulért till hast.

LITTERATUROVERSIKT
Bensylpenicillinprokain

Bensylpenicillinprokain ar ett svarlésligt salt mellan bensylpenicillin och prokain
(Plumb, 2002). Da bensylpenicillinprokain injiceras intramuskulart l6ses det
langsamt upp sa att fritt bensylpenicillin och prokain erhdlls. Saltet mellan
bensylpenicillin och prokain fungerar darmed som ett depapreparat och
absorptionen av bensylpenicillin  fran injektionssallet fordréjs, vilket ger
ldkemedlet en langre duration. Detta medfor att den hdgsta plasmakoncentrationen
bensylpenicillin som erhalls da bensylpenicillinprokain ges intramuskulart ar
betydligt lagre an den koncentration som erhalls dd man parenteralt ger ett
lattlosligt salt av bensylpenicillin, men i gengald blir halveringstiden betydligt
langre, vilket medfor att substansen endast behdver injiceras en gang per dygn
(Tobin et al, 1977a; Uboh et al, 2000; Plumb, 2002). Prokain har en
lokalanestetisk effekt och minskar darmed obehag i samband med injektion av en
storre méngd penicillinsalt i muskeln. Fordelen med bensylpenicillinprokain ar en
latt administration vilket medfor att djurdgare kan sjalva, utan veterindr nérvaro,
fullfélja en insatt behandling. Dessutom behdver bensylpenicillinprokain endast
ges en gang per dygn (Fass vet, 2008), vilket ar fordelaktigt for bade hasten och
dess dgare.

Bensylpenicillinnatrium

For att wundvika risken for toxiska reaktioner mot prokain kan
bensylpenicillinnatrium anvéndas. Bensylpenicillinnatrium &r ett lattlésligt salt
mellan bensylpenicillin och natrium (Plumb, 2002). Efter intramuskul&r injektion
med  bensylpenicillinnatrium  absorberas  bensylpenicillinet  snabbt och
koncentrationen i blodet blir ddrmed snabbt hdg. Bensylpenicillinnatrium finns



dock endast godként for intravendst bruk till hést, vilket medfér att djurégare inte
sjdlva kan fullfélja en insatt behandling med denna form av bensylpenicillin.
Halveringstiden efter intravends giva med bensylpenicillinnatrium till hast &r
dessutom kort, cirka 30 till 40 minuter (Horspool & McKellar, 1995), vilket
medfor att lakemedlet maste ges flera ganger per dygn for optimal effekt (Walker
& Giguére, 2006). | litteraturen finns motstridiga uppgifter om hur snabbt
koncentrationen bensylpenicillin i plasma sjunker efter intramuskulér injektion av
mera lattlosliga bensylpenicillinberedningar till hast (Allen & Clarke, 1978; Uboh
et al, 2000). I Allen och Clarkes studie fran 1978 var plasmakoncentrationen
bensylpenicillin 6 timmar efter administrationen 160 + 12 ng/ml. 1 Uboh et als
studie (2000) var koncentrationen bensylpenicillin i plasma 6 timmar efter
administrationstillfallet cirka 2000 ng/ml (avlasning fran diagram). | bada
studierna anvéandes dosen 14 mg/kg.

Prokain

Prokainets lokalanestetiska effekt fas da prokainet hammar de spanningsberoende
Na'-jonkanalerna i perifera nerver (Sugimoto et al, 2000). Prokain &r en ester som
snabbt bryts ner i blodet med hjalp av plasmaesteraser, framfor allt
pseudokolinesteras, till metaboliterna paraaminobenzoesyra (PABA) och
dietylaminoetanol (Tobin et al, 1976; Uboh, 2000). Prokainoxicitet fas nar
absorptionshastigheten efter intramuskular injektion overskrider
plasmaesterasernas férmaga att hydrolysera prokainet (Nielsen et al, 1988). Detta
kan till exempel ske om bensylpenicillinprokainet intarmuskulért snabbt 16ses upp
vilket leder till stora mangder fritt prokain i blodet (Tjalve, 2005). Prokaintoxicitet
intraffar dven om man av misstag injicerar bensylpenicillinprokain intravaskulart
istallet for intramuskulért, varvid bensylpenicillinprokainet snabbt I6ses upp och
hdga halter prokain frigdrs (Tobin et al, 1977a).

Prokain och andra lokalanestetikum passerar med léatthet blod-hjarnabarridren
(Sugimoto et al, 2000). GABA (gamma-amino-smaorsyra), som kan binda till bade
GABAA och GABAg receptorer, ar en aminosyra som fungerar som inhibitorisk
signalsubstans i det centrala nervsystemet (CNS) (Blood et al, 2007). HGga halter
prokain i CNS antas kunna hidmma neuronens spénningsberoende Na'-
jonkanalerna samt inhibera GABA-inducerade spanningsskillnader via GABAa
receptorer (Sugimoto et al, 2000). Prokainets blockering av GABA-receptorerna
skulle kunna vara den huvudsakliga mekanismen bakom den &kade
krampbenagenheten som fas vid hoga prokainkoncentrationer i blodet. Hoga
halter prokain i blodet har visat sig kunna ge samma typ av biverkningar som de
som setts vid penicillinchock (Chapman et al, 1992).

Hoignés syndrom

Bensylpenicillinprokain har tidigare anvénts mycket inom humanmedicinen och
aven dar har biverkningar rapporterats. Dessa biverkningsreaktioner har uppstatt
under tiden eller inom nagra sekunder efter att bensylpenicillinprokain injicerats
intramuskulart (Araszkiewicz & Rybakowski, 1996-1997). Biverkningarna, som
kallas Hoignés syndrom, anses vara en akut ickeallergisk reaktion mot
bensylpenicillinprokain, med framfor allt psykiska symtom. Exempel pa symtom
ar olika plotsliga CNS-reaktioner, sa som extrem radsla, panikartad oro,
forvirring, hallucinationer, muskeltremor och medvetsloshet (Chapman et al,



1992; Schraiber & Krieg, 2001). D& man systemiskt tillfort prokain till frivilliga
forsokspersoner har de symtom som setts liknat de som fas vid Hoignés syndrom
(Servan-Schreiber et al, 1998). Liknande forsok med att systemiskt tillfora
prokain har dven utforts pa hast (Tobin et al, 1977b; Nielsen et al, 1988; Chapman
et al, 1992). Vid forsoken gavs hastar prokain intravendst och intramuskulért och
de symtom och centralnervisa beteenden som utvecklades studerades. De symtom
som sags liknade dem som setts som biverkningsreaktion vid behandling med
bensylpenicillinprokain.

Hastars kanslighet mot prokain

Tobin et al (1977b) visade i en studie att héstar utvecklar centralvendsa symtom
vid prokainkoncentrationer i plasma som ar cirka 20 ganger lagre dn den
koncentration som ger liknande symtom hos manniska. Efter att intravendst ha
injicerat prokain visade det sig att hastar borjade excitera vid
prokainkoncentrationer i plasma pa 600 ng/ml eller hogre. De forsta tecknen pa
paverkan var oftast snabb, djup utandning. | studien tilltog graden av symtom
vartefter koncentrationen prokain i plasma 6kade. Hos manniska har de forsta
symtomen pa centralnervos paverkan setts vid plasmaprokainkoncentrationer pa
16 000 ng/ml. De forsta symtomen var da dvergaende skakningar, oro eller radsla
och mental forvirring. Orsaken till varfér hastar & sa mycket kansligare for
prokainets centralnervisa effekter &n manniskan &r inte helt klarlagd. En teori ar
att prokainet har en hogre grad av plasmaproteinbindning hos ménniska jamfort
med hast. Om denna teori stdimmer skulle det innebéra att mangden fritt prokain i
plasma &r mycket hogre dn hos hést &n hos ménniska. En annan mojlighet ar att
prokainet har en hogre affinitet for receptorer i CNS pa hastar an hos manniska.
Den rekommenderade dosen bensylpenicillinprokain till hast & 20 mg/kg
kroppsvikt, vilket motsvarar en prokaindos pa 8,3 mg/kg kroppsvikt (Olsén et al,
2007). Reaktioner som liknar penicillinchock pa hast har setts vid intravendsa
injektioner med 2,5-10 mg prokain per kilogram kroppsvikt.

Riskfaktorer
Kindlingfenomenet

Det finns flera teorier om faktorer som kan t6ka risken for biverkningsreaktion mot
bensylpenicillinprokain. Prokain har visats sig ha en selektivt aktiverande effekt
pa det limbiska systemet (en del av storhjarnan) (Chapman et al, 1992). Detta har
visats i studier dar prokain har getts intravenost till katter, rattor och manniskor.
Kindlingfenomenet har definierats som uppkomsten av beteenden och
fysiologiska svar pa ett upprepat stimuli som initialt inte gett ndgon effekt
(Araszkiewicz & Rybakowski, 1996-1997). Det limbiska systemet anses vara det
omraden i hjarnan som framfor allt ligger bakom utvecklingen av detta fenomen.
Vissa lakemedel anses kunna fungera som stimuli for att utveckla kindling, t.ex.
lokalanestetika sa som lidokain och prokain. Det finns teorier om att kansligheten
for prokain kan oka genom kindling-effekten, vilket skulle kunna intréaffa om
héastar tidigare har varit behandlad med ett lokalanestetikum.

Okad lokal vaskularisering

Upprepade intramuskulédra injektioner med bensylpenicillinprokain skulle
eventuellt kunna ge en 6kad vaskularisering i den aktuella muskeln pa grund av de



inflammatoriska reaktioner som uppstar (Chapman et al, 1992). En sadan okad
vaskularisering skulle kunna éka mangden prokain som snabbt nar cirkulationen.
En annan teori &r att risken for att av misstag injicera intravaskulart i stallet for
intramuskulart skulle oka vartefter en behandling pagdr om en sadan
vaskularisering sker (Olsén et al, 2007).

Plasmaesteraskoncentrationen

Inom humanmedicinen har plasmaesterasaktiviteten hos en grupp patienter som
drabbats av biverkningar under behandling med bensylpenicillinprokain jamforts
med en grupp patienter som inte reagerat pa bensylpenicillinprokain (Downham et
al, 1978). Den grupp av patienter som hade drabbats av biverkningar hade en
signifikant lagre plasmaesterasaktivitet och darmed Iangsammare nedbrytning av
prokain. En motsvarande undersokning av aktiviteten av plasmaesteraser hos
hastar gjordes darfor av Olsén et al (2007). Studien visade att dven hastar som
drabbats av akuta reaktioner mot bensylpenicillinprokain hade en signifikant lagre
plasmaesteraskoncentration jamfort med hastar som inte reagerat vid
bensylpenicillinprokainbehandling.

Etiologi — flera teorier

Etiologin bakom penicillinchock pa hast ar inte helt faststalld. Forutom
prokaintoxicitet finns det dven ett antal andra mer eller mindre betrodda teorier.
Exempel pa andra teorier ar anafylaktiska eller toxiska reaktioner mot penicillin,
toxiska reaktioner mot olika nedbrytningsprodukter, bildning av vaskulara
embolier samt reaktioner mot ftillsatta hjalpdmnen i de olika
ldkemedelsprodukterna (Chapman et al, 1992). Vissa tillverkningsserier av
bensylpenicillinprokain har kopplats samman med ¢kad mangd biverkningar,
vilket till exempel skulle kunna bero pa skillnader i tillverkning och forvaring. En
studie har visat att vissa av de veterindrmedicinska preparaten av
bensylpenicillinprokain innehaller mer &n 2 ganger s& hog koncentration fritt
prokain jdmfort med vissa motsvarande preparat inom humanmedicinen
(Chapman et al, 1992).

Allergi

Allergiska reaktioner mot penicillin & troligtvis den teori, fransett
prokaintoxicitet, som ar mest trolig. Akuta, systemiska och livshotande allergiska
reaktioner (anafylaktiska reaktioner/anafylaxi) mot penicillin har lange varit ett
k&nt fenomen inom humanmedicinen (Nielsen et al, 1988). Dessa reaktioner har
skett i samband med att patienter som tidigare behandlats med penicillin anyo
behandlats med penicillin. Reaktionerna har da uppstatt inom nagra minuter till en
timme efter injektionen.  Allergin  uppstar  troligen  genom  att
nedbrytningsprodukter av penicillin eller bensylpenicillin snabbt binder till
proteiner och bildar sa kallade hapten. Haptenen fungerar sedan som
allergiframkallande antigen.

Allergiska reaktioner mot penicillin inom veterinarmedicinen har rapporterats
vara ovanliga (Davis, 1984). For att en allergisk skall uppsta kravs att patienten
utsatts for amnet tidigare. Hos hastarna som deltog i Nielsen et als studie fran
1988 ansags behandlingstiden langd, tidigare exponering, hur snabbt symtomen



uppkom efter injektion samt symtomens karaktar skilja mellan missténkt allergisk
reaktion mot penicillin och misstankt prokaintoxicitet.

Det finns rapporter om héstar som drabbats av penicillinchock vid behandling
med vattenldsliga salter av bensylpenicillin, i dessa fall kan man anta att det ar
fragan om allergiska, inte toxiska, reaktioner (Tjalve, 2007). Reaktioner mot
bensylpenicillinprokain tycks dock vara betydligt vanigare an reaktioner mot
vattenldsliga salter av bensylpenicillin (Nielsen et al, 1992; Tjélve, 2005; Olsén et
al, 2007). Det bor dock noteras att bensylpenicillinprokain troligen anvénds i
betydligt storre utstrdckning inom hé&stmedicinen i Sverige jamfort med
bensylpenicillinnatrium (Olsén et al, 2007). Antalet reaktioner relaterat till antalet
behandlade héstar &r oklart och darmed kan den relativa incidensen inte raknas ut.

Mikroembolier

En av de forsta teorierna om uppkomsten av Hoignés syndrom hos ménniska var
att reaktionerna uppkom pa grund av bildning av mikroembolier i sma karlen i
lungorna och hjarnan (Araszkiewicz & Rybakowski, 1996-1997). | en studie fran
1954 gavs hoga doser penicillinprokain till katter. Hos de katter som dog i
samband med studien hittade man embolier med penicillinprokain i lungornas
karl. Embolier i lungorna har dven hittats hos humanpatienter som dott i samband
med bensylpenicillinbehandling. Bildandet av vaskuldra embolier har dven ansetts
kunna vara orsaken till de akuta reaktionerna som setts vid behandling med
bensylpenicillinprokain hos hést (Olsén et al, 2007). De vaskuldra embolierna har
ansetts kunna uppsta da stora mangder bensylpenicillinprokain injiceras och anses
da kunna ge upphov till chock pa grund av pulmonaar embolier. Bildandet av
embolier i lungkarlen borde dock ge akuta andningsbesvar, vilket inte varit de
huvudsakliga symtomen hos vare sig hast eller manniska (Araszkiewicz &
Rybakowski, 1996-1997; Olsén et al, 2007). Resultaten fran Tobin et als studie
(1977a) indikerar dessutom att bensylpenicillinprokain intarvaskulért snabbt 16ses
upp till bensylpenicillin och prokain. | en studie pa hastar dar man injicerat
bensylpenicillinprokain intravendst obducerades en hést som dog i samband med
studien (Chapman et al, 1992). Vid obduktionen hittades inga fynd av
mikroembolier i lungorna. Avsaknaden av fynd stamde vél 6verens med att hasten
inte heller visat symtom fran andningsvagarna. Om biverkningsreaktionerna vid
behandling med bensylpenicillinprokain orsakas av mikroembolier borde de
hastar som drabbas ha kvardrdjande respiratoriska problem ett tag efter sjélva
reaktionen. Inga kvardrdjande respiratoriska problem noterades hos de héstar som
deltog i studien av Olsén et al (2007).

MATERIAL OCH METODER
Forsdkets upplagg

Forsoket var en pilotstudie med cross-over design. Under forsokets forsta del
injicerades en hast med bensylpenicillinatrium och en annan med
bensylpenicillinprokain intramuskuldrt. Vilken hast som fick vilket preparat forsta
gangen valdes slumpmaéssigt. Blodprover togs efter ett bestamt protokoll under 47
timmar. Forsoket upprepades efter en 7 dygns washout period. Den hast som
tidigare fick bensylpenicillinnatrium fick da bensylpenicillinprokain och vise
versa.



Hastarna

| studien anvéndes tva stycken varmblodiga travare tillhdrande Institutionen for
kliniska vetenskaper vid Sveriges Lantbruksuniversitet. Den ena héasten (hast 1)
var ett sto fodd 1991 och végde vid det forsta tillfallet 484 kg och vid det andra
tillfallet 470 kg. Den andra hasten (hést 2) var en valack fodd 2000 och végde 464
kg respektive 457 kg vid de tva tillfallena. Bada hastarna var under forsokets gang
till var kannedom friska och fick inte ndgon annan medicinering. Under forsoket
stod héstarna uppstallade i sina ordinarie boxar samt vistades i paddockar
utomhus. Hastarna hade fri tillgang till vatten och de utfodrades enligt sina
vanliga rutiner. Studien var godkant av Uppsala Djurforsoksetiska Namnd.

Lakemedel

| forsoket anvandes bensylpenicillinnatrium (Geepenil vet.; Orion, Animal Health,
Sollentuna, Sverige; 300 mg/ml) samt bensylpenicillinprokain (Penovet vet,;
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Képenhamn, Danmark; 300mg/ml).

Dosering

De bada hastarna injicerades med samma dos bensylpenicillin oberoende om de
fick bensylpenicillinprokain eller bensylpenicillinnatrium.

Den rekommenderade dosen bensylpenicillinprokain till héast intramuskulart ar 20
mg/kg (Fass vet, 2008). Molekylvikten for bensylpenicillinprokain &r 589 g/mol
och for bensylpenicillin 334 g/mol. Det innebér att bensylpenicillin utgér 56,7 %
av bensylpenillinprokainets molekylvikt (334 g/mol / 589 g/mol = 0,567). Med
den rekommenderade dosen for bensylpenicillinprokain som utgangspunkt kan da
méangden bensylpenicillin berdknas: 0,567 x 20 mg/kg =~ 11 mg/kg.

Detta innebar att dven da bensylpenicillinnatrium injicerades skulle dosen
bensylpenicillin vara 11 mg/kg. Bensylpenicillinnatrium har en molekylvikt pa
356 g/mol. Bensylpenicillin utgor alltsa 93,8 % av bensylpenicillinnatriumets
molekylvikt (334 g/mol / 356 g/mol = 0,938). Alltsa utgor 11 mg/kg 93,8 % av
bensylpenicillinnatriumdosen. Darmed blir dosen bensylpenicillinnatrium ca 12
mg/kg (11mg/kg /0,938 = 12 mg/kg).

Dosen bensylpenicillinprokain  som gavs var 20 mg/kg och dosen
bensylpenicillinnatrium var 12 mg/kg, vilket for de bada beredningarna motsvarar
11 mg bensylpenicillin per kilogram. H&st 1 fick ddrmed 31 ml Penovet vet
(bensylpenicillinprokain) och 19 ml Geepenil vet (bensylpenicillinnatrium)
emedan hést 2 fick 32 ml Penovet vet (bensylpenicillinprokain) och 20 ml
Geepenil vet (bensylpenicillinnatrium).

Administrering

Penicillinet injicerades i halsmuskulaturen pa de bada hastarna. Vid det forsta
tillfallet fick hast 1 bensylpenicillinnatrium emedan h&st 2 fick
bensylpenicillinprokain  och vid det andra tillfallet fick hast 1
bensylpenicillinprokain och hast 2 bensylpenicillinnatrium. Vid forsokets andra
del injicerades bensylpenicillinet i den kontralaterala muskeln. Under de bada
tillfallena gavs bensylpenicillinet i form av en singeldos.



Provtagningen

For att enkelt och regelbundet kunna samla in blodprover forsags hastarna med en
permanentkanyl i en av jugularvenerna. Innan permanentkanylerna infordes
rakades omradet Gver vena jugularis och en lokalbeddvningskram (Emla®; Astra
Zeneca, Sodertalje, Sverige; 25 mg/g + 25 mg/g) innehallande de aktiva
substanserna lidokain och prilokain applicerades dver det rakade omradet. Efter
att lokalbeddvningen fatt verka i en timme tvattades omradet noggrant med ett
antiseptiskt hudrengdringsmedel innehallande klorhexidin (Hibiscrub; Regent
Medical Overseas Limited, Irlam, Storbritannien; 4 % kutan l6sning). Sedan
desinfekterades omradena genom att bomullstussar med spritlosning (M sprit;
Kemetyl, Haninge, Sverige; 70 % etanol denaturerad med Bitrex) drogs over
omradet. Blodproven togs via permanentkanylerna under hela forsoket, med
undantag av de tva sista proverna som togs med hjélp av vacutainer eftersom
permanentkanylerna togs bort efter ett dygn sa att hastarna kunde vistas utomhus.
Vid forsokets andra del anvandes den kontralaterala jugularvenen pa respektive
hist. Nagra minuter innan bensylpenicillinet injicerades togs ett “noll-prov”.
Blodprov togs sedan 15 min, 30 min, 1 h, 2 h,4 h, 8 h, 14 h, 24 h, 31 h samt 47 h
efter att bensylpenicillinet injicerats. Vid varje provtagnings tillfalle samlades ca
10 ml blod i ett hepariniserat och pa forhand markt blodprovsror. Fore varje
provtagningstillfalle drogs ca 10 ml blod upp ur permanentkanylen som slangdes,
detta for att sékerstalla att det blod som samlades in verkligen togs fran det
cirkulerande blodet. Efter varje provtagning spolades permanentkanylen med
fysiologisk natriumkloridlésning (Natriumklorid Fresenius Kabi; Fresenius Kabi,
Uppsala, Sverige; injektionsvétska, 16sning 9 mg/ml).

Hantering av blodproven

Direkt efter att blodproven tagits placerades proven i ett isbad. Proven
centrifugerades darefter i en kylcentrifug installd pa 2-4°C och 1500g i ca 15
minuter. Efter centrifugeringen pipetterades plasman over till mindre plastrér som
ocksa var placerade i isbad. Plastroren med plasman forvarades sedan i en -80°C
frysbox tills analysen av bensylpenicillin. Proven holls kylda pa is under hela
hanteringen av dem.

Analys av bensylpenicillin i hastplasma

Analysen av  bensylpenicillin i héstplasma gjordes vid  Statens
Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) i Uppsala. Analyserna gjordes med hjélp av
LCMSMS (liquid chromatography tandem mass spectrometry) vilket ar ett
instrument dar vétskekromatografi kopplats till masspektrometri. Bensylpenicillin
analyserades efter utfallning av plasmaproteinerna med ett organiskt
I6sningsmedel Efter centrifugering, indunstning och uppldsning i den mobila
fasen utfordes analysen med hjalp av LCMSMS. Da specifika joner for penicillin
och dess internstandard valts ut kunde analysen ske med hjélp av negativ
elektrospray jonisering. Detta masspektrometriska analyssatt kallas SRM
(Selected Reaction Monitorning).

Analysmetod
Till 1,0 ml plasma sattes 100 pl intern standard (5000 ng benzylpenicillin-d; /ml),
200 pl milliQ-vatten och 3,0 ml acetonitril. Efter omblandning och centrifugering



avskiljdes acetonitrilfasen och indunstades sedan med kvévgas vid 40°C till ca
500 pl. Losningen filtrerades dérefter och 10 pl av filtratet injicerades direkt i
LCMSMS-instrumentet. De extraherade proven kromatograferades i en analytisk
kolonn av mérket Phenomenex® Luna (5 p C18 100R, 50 x 2.0 mm) och den
mobila fasen pumpades med en LC Surveyor MS Pump 2.3. Mobilfasen bestod av
tva losningar; 0,1 % éattiksyra i milliQ-vatten (A) samt 0,1 % attiksyra i acetonitril
(B). Flodeshastigheten fér den mobila fasen var 200 pl/min. Gradientprogrammet
visas i tabell 1 nedan. Jonernas masstal analyserades med en masspektometer
(TSQ Quantum Ultra). De joner och 6vergangar som analyserades var: penicillin
G: precursor m/z 333[M-H]=>» produkt m/z 192 och penicillin G-d;: precursor
m/z 340[M-H] = produkt m/z 199.

Tabell 1: Gradientprogram

Tid (min) Flode (uLmin) A% B %
0.00 200 80 20
1.00 200 30 70
6.50 200 30 70
6.60 200 80 20
10.0 200 80 20

For berdkning av koncentrationer i plasmaprover uppréttades en standardkurva
inom det aktuella koncentrationsomradet 1 — 4000 ng/ml plasma. Detta gjordes
genom att bensylpenicillin i olika koncentrationer tillsattes blankplasma och sedan
analyserades de olika beredningarna enligt ovan beskrivna metod.
Kvalitetskontrollprover (QC, n=3) analyserades vid tre nivder med foljande
resultat 15 ng/mL (12%); 105 ng/mL (8%) och 1508 ng/mL ( 3%). (Enligt UIf
Bondesson, Avdelningen for Kemi vid Sveriges Veterinaredicinska Anstalt).

Farmakokinetisk analys

De farmakokinetiska analyserna utférdes med hjalp av datorprogrammet
WinNonlin (WinNonlin 5.0.1® Pharsight Corporation, Mountain View, CA,
USA). Analyserna gjordes individuellt och den sa kallade ’non-compartment”-
metoden var den modell som passade bast. Med hjalp av linjdra trapetsmetoden
berdknades arean under kurvan extrapolerat till odndligheten (AUCin). FOr att
kunna extrapolera AUC fran tiden noll till oandlighet anvandes den terminala
fasens hastighetskonstant (A). Halveringstiden (ty,) berédknades med hjalp av
formeln t,,=In2/ ) . Eftersom biotillgdngligheten (F) &r okand har clearence (Cl)
angetts som CI/F. Cpax star for den maximala koncentrationen bensylpenicillin i
plasma. (Cmax).

RESULTAT

Tidsforloppet av bensylpenicillinkoncentrationen i plasma skiljer mellan tillforsel
av  bensylpenicillinprokain ~ och  bensylpenicillinnatrium  (Figur ~ 1).
Bensylpenicillinnatrium nar snabbt en hog koncentration och halveringstiden &r
kort. Bensylpenicillinprokainet nar inte lika hoga koncentrationer och har en
langre halveringstid &n bensylpenicillinnatrium. De olika farmakokinetiska
parametrarna redovisas i tabell 3
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Figur 1. Plasmakoncentrationen bensylpenicillin éver tiden efter intramuskular injektion

av bensylpenicillinprokain och bensylpenicillinnatrium (dos bensylpenicillin 11 mg/kg)
till hast.

Bensylpenicillinprokain

Ingen av héstarna reagerade med obehag vid tillférseln av bensylpenicillinprokain
Koncentrationen bensylpenicillin i plasma, 24 timmar efter administrationen av
bensylpenicillinprokain, var 169 ng/ml respektive 401 ng/ml for hast 1 och hast 2
Hést 1 hade initialt hdga koncentrationer av bensylpenicillin (Tabell 2, Fig 2).
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Figur 2. Plasmakoncentrationen bensylpenicillin 6ver tiden efter intramuskul&r injektion
av bensylpenicillinprokain (dos bensylpenicillin 11 mg/kg) till hast.

Bensylpenicillinnatrium

Vid den intramuskuldra injektionen av bensylpenicillinnatrium reagerade en av
hastarna (hast 2) med oro cirka 1 minut efter injektionen. Oron, som varade i cirka
2 minuter, yttrade sig genom att hasten skakade pa huvud och hals samt uttryckte
oro i blicken. Koncentrationen bensylpenicillin i plasma, 24 timmar efter att
bensylpenicillinnatrium injicerats, var 11,7 ng/ml och 1,1 ng/ml for hast 1
respektive hast 2 (Figur 3, tabell 2).
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Figur 3. Plasmakoncentrationen bensylpenicillin dver tiden efterintramuskulér injektion
av bensylpenicillinnatrium (dos bensylpenicillin 11 mg/kg) till hast (n=2).

Tabell 2. Bensylpenicillinkoncentrationen i plasma vid de olika provtagningstillfallena
efter intramuskul&r injektion av bensylpenicillinprokain och bensylpenicllinnatrium till
hast (dos bensylpenicillin 11 mg/kg).

Bensylpenicillinkoncentration (ng/ml)

Bensylpenicillinprokain Bensylpenicillinnatrium
Tid (timmar) Hast 1 Hast 2 Hést 1 Hast 2
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 468 1834 5596 6830
0,50 587 1203 2943 6338
1,00 853 1112 3955 7080
2,00 969 1164 2067 3167
4,00 1456 1589 1427 1932
8,00 1107 1254 277 599
14,0 699 512 63 102
24,0 401 169 11 11,7
31,0 424 188 09 2,5
47,0 73 48 0,7 0.5

13



Tabell 3. Farmakokinetiska parametrar efter intramuskular administration av
bensylpenicillinprokain respektive bensylpenicillinnatrium (dos bensylpenicillin 11
mg/kg) hos hast (n=2)

Bensylpenicillinprokain Bensylpenicillinnatrium

Hast 1 Hast 2 Hést 1 Hast 2
Crmax (ng/ml) 1456 1834 5596 7080
t max (timmar) <04 <0,25 <0,25 <1,
t,, (timmar) 10,76 9,29 2,38 2,55
CI/F (ml/kg) 0,47 0,39 0,74 0,46
AUC; ¢ 27928 23249 14767 23886

(ng-timmar/ml)

Cmax, maximal plasma koncentrationen vid intramuskular injektion. t s, tiden till Cya.
t,,, terminala halveringstiden. CI/F, clearence genom biotillgangligheten. AUC;y, ytan
under kurvan fran tiden noll till oandligheten.

DISKUSSION

| studien framkom att tidsforloppet for bensylpenicillinkoncentrationen i plasma
efter intramuskuldr administrering skiljde avsevart mellan de olika
beredningsformerna. For bensylpenicillinprokain steg plasmakoncentrationen
bensylpenicillin successivt och nadde Cnax efter cirka 4 timmar. Cpax fOr
bensylpenicillinprokainet var da cirka 1400 ng/ml. For bensylpenicillinnatrium
steg koncentrationen bensylpenicillin i plasman snabbare och nadde hégre Cpax dn
bensylpenicillinprokainet. Cyax for bensylpenicillinnatriumet var ca 5600 och
7100 ng/ml och erhélls inom 1 timme efter administreringen. Halveringstiden for
bensylpenicillinnatrium  berdknades till cirka 2,5 timmar och for
bensylpencillinprokain till cirka 10 timmar. Den langa halveringstiden for
bensylpenicillinprokain beror pa att saltet mellan bensylpenicillin och prokain
forst maste losas upp innan bensylpenicillinet absorberas till blodet. AUCi
dverensstamde mellan de bada bensylpenicillinberedningarna, vilket tyder pa att
aven biotillgangligheten & relativt lika. Dock skiljer AUC;; for
bensylpenicillinnatrium hos hast 1 fran de évriga AUC;s —vardena. Orsaken till
denna avvikelse &r oklar.

Horspool & McKellar erholl i studien fran 1995 ett clearence for
bensylpenicillinnatrium for hast pa cirka 510 mi/h,kg. | denna studie beréknades
CI/F till 500-700 mi/h,kg. De tva véardena dverensstammer i stort vilket antyder att
biotillgangligheten (F) &r fullstandig efter intramuskular tillférsel. | Horspool &
McKellars studie beréknades halveringstiden for bensylpenicillinnatrium efter
intravends administrering till hast till cirka 30 minuter. Halveringstiden efter
intravends administrering ar alltsd betydligt kortare an halveringstiden efter
intramuskuldr administrering (cirka 2,5 timmar). Detta indikerar att
absorptionsfasen paverkar halveringstiden aven vid intramuskular injektion av det
lattlosliga saltet.
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Plasmakoncentrationerna och halveringstiden for bensylpenicillin i foreliggande
studie skiljde avsevart fran de resultat som framkom i Uboh et als studie fran
2000. Median bensylpenicillinkoncentrationen i plasma i Uboh et als studie var
770 ng/ml 24 timmar efter att bensylpenicillinkalium injicerats samt 860 ng/ml 24
timmar efter att bensylpenicillinprokain injicerats. Dessa koncentrationer ar
betydligt hogre an de erhallna bensylpenicillinkoncentrationerna vid motsvarande
tidpunkt for bensylpenicillinnatrium (11,7 ng/ml och 1,1 ng/ml) samt
bensylpenicillinprokain (401 ng/ml och 169 ng/ml) i denna studie. Aven
halveringstiderna for bade bensylpenicillinkalium och bensylpenicillinprokain i
Uboh et als studie skiljde fran de halveringstider som framkom i den hér studien.
Uboh et al fick en halveringstid pa cirka 25 timmar for bensylpenicillinprokain
intramuskulart vilket ar mer an dubbelt sa hogt jamfort med resultatet i den har
studien (cirka 10 timmar). For bensylpenicillinkalium fick Uboh et al en
halveringstid pa cirka 13 timmar vilket ar flera ganger hogre an den halveringstid
som beréknades for bensylpenicillinnatrium i den hér studien (cirka 2,5 timmar).

Vad den stora skillnaden i resultaten mellan denna studie och Uboh et als studie
beror pa ar oklart. En majlig orsak till den stora skillnaden i resultaten kan vara att
det i studierna har anvénts olika analysmetoder for bensylpenicillin. En annan
mojlighet ar att upptaget eller utséndringen av bensylpenicillin i Uboh et als
studie (2000) paverkats av att dven prokainhydroklorid injicerades samtidigt med
bensylpenicillinkalium. (I Uboh et als studie framgar det inte var
prokainhydroklorid injicerats i forhallande till bensylpenicillinkalium.) Men en
sadan eventuell paverkan pa upptaget eller utsondringen forklarar inte varfor
Uboh et al aven fatt en langre halveringstid for bensylpenicillinprokainet.
Eftersom bade bensylpenicillinnatrium och bensylpenicillinkalium &r lattlosliga
salt & det mindre troligt att skillnaden i halveringstid beror pa att Uboh et al
anvande bensylpenicillinkalium emedan bensylpenicillinnatrium anvéndes i denna
studie.

Proteinbindningsgraden for bensylpenicillin pa hast har inte beaktats i aktuell
studie. Detta innebér att mangden fritt, aktivt verkande bensylpenicillin ar l1agre én
vad som angetts i resultaten. Firth et al bestimde i sin studie fran 1986
medelproteinbindningsgraden foér bensylpenicillin i plasma efter intramuskular
administrering till 57,3 £ 7,3 %.

Hos hést har minsta inhiberande koncentration in vitro (MIC) for bensylpenicillin
hos bade Streptococcus equi och Streptococcus zooepidemicus rapporterats ligga
mellan 2,0 - 80 ng/ml (Stover et al, 1981; SVARM, 2007). Med en
plasmaproteinbindningsgrad pa cirka 50 % kan den minsta effektiva
koncentrationen in vivo (MEC) da grovt beréaknas till 4,0 -160 ng/ml. Tiden over
MEC for de ovan namnda bakterierna varade darmed fér bada hastarna i
atminstone 8 timmar efter att bensylpenicillinnatrium injicerats (se tabell 2).
Detta antyder att det skulle kunna vara mgjligt att anvénda
bensylpenicillinnatrium intramuskulart om det ges tva ganger per dygn. Men for
att vidare undersoka denna mojlighet behovs ytterligare studier med ett storre
antal hastar. Bensylpenicillinnatrium finns godkant for intramuskulart bruk till
not, och rekommenderad dosering &r tva ganger per dygn. Férdelen med att kunna
anvanda bensylpenicillinnatrium intramuskulért ar, som tidigare ndmnt, att man
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skulle kunna utesluta risken for prokaintoxicitet samtidigt som djurégare sjélva
kan uppfolja en insatt behandling. Om bensylpenicillinnatrium skulle kunna
anvandas genom att det ges tva ganger per dag betyder det dock att man utsatter
hasten for dubbelt s manga stick som da bensylpenicillinprokain anvands, vilket
ar en nackdel. Dessutom skulle prokainets lokalanestetiska effekt ga forlorad.

Hést 1 uppvisade initialt mycket héga koncentrationer av bensylpenicillin efter
injektion med bensylpenicilinprokain (figur 2). Den hoga initialkoncentrationen
bensylpenicillin indikerar att en del av dosen kan ha hamnat intravaskulart eller att
delar av saltet uppltstes mycket snabbt och var darmed tillgangligt for absorption.
Detta antyder att intravaskulér injektion kan intraffa oférmarkt, trots noggrann
kontroll via aspiration. Inga tecken pa biverkningsreaktion sags dock under
studien.

Hést 2 reagerade med oro cirka en minut efter att bensylpenicillinnatriumet
injicerats. Oron, som varade i cirka 2 minuter, skulle kunna tolkas som att
bensylpenicillinet gav upphov till nagon form av lokal smarta, t.ex. sveda,
intramuskulart. Om det ar sa att bensylpenicillinnatriumet ger upphov till lokal
smarta  betyder de att  prokainets  lokalanestetiska  effekt i
bensylpenicillinprokainberedningar kan vara viktig. En héast som upprepade
ganger skall injiceras med ett amne som ger lokal smarta kan bli mycket
svarbehandlad vartefter behandlingen fortgar och det &r dessutom etiskt tveksamt
med sadan behandling. Volymen bensylpenicillinprokainsuspension som
injicerades var for h&st 1 31 ml och for hast 2 32 ml emedan volymen
bensylpenicillinnatriumlésning som gavs var 19 ml (hést 1) respektive 20 ml (hést
2).

Aven om bensylpenicillinnatrium skulle kunna anvandas intramuskulart pa hast
skulle risken for anafylaktiska reaktioner mot penicillin inte kunna undvikas. Det
vill sdga det finns fortfarande risk for biverkningar, men anafylaktiska reaktioner
mot penicillin anses mindre vanligt &n prokaintoxicitet (Tjalve, 2007).

Mojligheten att anvanda nagot annat depéapreparat &n prokain bor inte heller
franses. Det vill saga finns det ndgot annat amne som kan ersatta prokainets
funktion hos bensylpenicillinprokain? Inom human medicinen finns substansen
probenecid som ha&mmar den tubuldra utséndringen av penicillin via njurarna
(Fass). Detta innebar att da probenecid ges tillsammans med penicillin blir
koncentrationen penicillin hdgre och durationen langre. Detta medfor att pencillin
i kombination med probenecid kan doseras med langre mellanrum. Tyvérr har
inga uppgifter pa probenecid tillsammans med bensylpenicillin till hast kunnat
hittas i litteraturen.

Slutsats

| studien framkom att halveringstiden for bensylpenicillinprokain och
benylpenicillinnatrium  skiljer. Trots detta antyder de uppmétta plasma-
koncentrationerna efter intramuskul&r injektion av bensylpenicillinnatrium att det
eventuellt skulle vara mojligt att ge bensylpenicillinnatrium intramuskulart tva
gang per dygn till hast med bibehallna terapeutiska koncentrationer. Men
ytterligare studier med flera héstar behdvs. En eventuell smértreaktion i samband
ned injektion av bensylpenicillinnatrium behéver ocksa utvérderas.
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