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SAMMANFATTNING

Idag bygger de flesta doseringsangivelser inom héstmedicinen pa data fran vuxna
histar. Detta kan skapa problem da likemedelsomsittningen hos neonatala fol kan
skilja sig fran omsittningen hos vuxna histar. Neonatal sepsis dr en vanlig
anledning till morbiditet och mortalitet hos fol och krdver snabbt insatt
antibiotikabehandling. I Sverige anvinds ofta kombinationen
trimetoprim/sulfadiazin tillsammans med bensylpenicillin. Vid anvidndning av
likemedel kan interaktioner mellan likemedlen och endogena substanser intriffa.
Ett exempel pa detta dr sa kallad “displacement” dir det uppstar en
konkurrenssituation mellan ldkemedlet och endogena substanser om
bindningplatser pa plasmaproteiner. Detta géller framfor allt endogena substanser
med hog proteinbindningsgrad och risken for displacement dr storre vid
anvindning av ett likemedel som sjélv har hog proteinbindningsgrad. Bilirubin &r
ett exempel pa en endogen substans med hog proteinbindningsgrad, > 99 %. Vid
displacement innebidr detta att fritt okonjugerat bilirubin i storre utstrickning
riskerar att passera blodhjdrnbarridren och orsaka skada, sa kallad kernikterus.
Kernikterus har framforallt rapporterats pa neonatala barn och &r vildigt séllsynt
hos djur. Kernikterus pa fol i samband med trimetoprimsulfabehandling finns inte
rapporterat men teoretiskt dr det fullt mojligt att 61 skulle kunna drabbas. Denna
studie syftar till att undersbka om den nuvarande doseringen for
trimetoprim/sulfadiazin dr sdker att anvinda for neonatala fol med avseende pa
displacement av bilirubin.

Sju kliniskt friska varmblodiga travarfol injicerades intravendst med
trimetoprim/sulfadiazin i doseringen 15 mg/kg q 12 h under tre dagar. Blodprov
togs dagligen vid samma tidpunkt i fyra dagar och koncentrationen totalprotein,
albumin och bilirubin (totalt, konjugerat, okonjugerat samt fritt okonjugerat) i
plasma analyserades. Blodprov togs vid samma tidpunkter hos en matchad
kontrollgrupp pa sju friska fol. Inga skillnader i nivaer av de olika parametrarna
kunde ses mellan folen som behandlats med trimetoprim/sulfadiazin och
kontrollgruppen. Koncentrationen fritt okonjugerat bilirubin analyserades med
hjalp av jamviktsdialys och inte heller dér sags nagra skillnader mellan folen som
behandlats med trimetoprim/sulfadiazin och kontrollgruppen.
Proteinbindningsgraden uppmittes till 23 % for trimetoprim och 14 % for
sulfadiazine, vilket &r ldgre dn proteinbindningsgraden for vuxna héstar pa 35 %
respektive 20 %. Resultaten i denna studie, samt den kliniska erfarenheten med
avsaknad av rapporterade fall av kernikterus pa fol i samband med
trimetoprim/sulfadiazinbehandling, tyder pa att den dosering av
trimetoprim/sulfadiazin som idag anvinds inte Okar risken for kernikterus hos
neonatala fol. Denna studie har dock utforts pa kliniskt friska fol. Eftersom man
vet att diverse sjukdomstillstand paverkar omsittningen av olika substanser bor
vidare studier utforas ddr man fokuserar pa fol sjuka i sepsis, och gidrna dven
yngre neonatala samt prenatala fol.



SUMMARY

Today most dosages used in horse medicine are based on studies in adult horses.
Since there are differences between adult and neonatal horses with respect to
different pharmacological parameters this can cause problems when administring
drugs to neonatal foals. Neonatal sepsis is a common cause of morbidity and
mortality in foals and aggressive antibiotic treatment is needed immediately when
sepsis is suspected. In Sweden the combination of trimethoprim/sulphadiazine and
bensylpenicillin is often used as the initial treatment. When administering drugs,
interactions can occur between the drugs and endogenous substances. An example
of such an interaction is called “displacement” and refers in this case to the
competition for binding places on plasma proteins between drugs and highly
protein-bound enogenous substances. Drugs that themselves are highly protein-
bound are at a greater risk for displacement. Bilirubin is an example of an
endogenous substance that to a great extent (>99 %) is bound to albumin. When
displacement occur more free unconjugated bilirubin becomes available
systemically and to a greater extent can pass the blood-brain barrier and cause
cellular damage, so called kernicterus. Kernicterus has mostly been reported in
neonatal children and is rarely seen in animals. Kernicterus in foals in association
with trimethoprim/sulfadiazine treatment has not been reported but it is
theoretically possible that also foals could be affected. The aims of the study were
to evaluate the dosage used today and its safety with respect to displacement of
bilirubin.

Seven healthy foals were treated with trimethoprim/sulfadiazine, 15 mg/kg q 12 h
for three days. Blood samples were taken daily at the same time points during four
days and the concentrations of total protein, albumin and bilrubin (total,
conjugated, unconjugated and free unconjugated) were analysed in plasma. Blood
samples were taken at the same time points in a matched control group with seven
healthy foals. No differences in levels between the different parameters were seen
betweeen the foals treated with trimetoprim/sulfadiazin and the controls. The
concentration of free unconjugated bilirubin was analysed with equilibrium
dialysis and no differences were seen between the foals treated with
trimetoprim/sulfadiazin and the control group. The protein binding was 23 % for
trimethoprim and 14 % for sulfadiazine, which is a bit lower than the protein
binding measured in adult horses at 35 % and 20% respectively. The results in
this study, and the clinical experience without reported cases of kernicterus
associated with treatment of trimethoprim/sulfadiazin, implies that the dosage
used today does not seem to enhance the risk of kernicterus in neonatal foals. One
should, however, consider that this study was performed on clinically healthy
foals. Since it is known that many diseases affect the turnover of different
endogenous and exogenous substances, further studies are warranted in which
focus should be put on septicaemic foals, younger neonatal and prenatal foals.



INLEDNING

Septikemi #dr den vanligaste anledningen till att f6l dor under den forsta
levnadsveckan (Paradis, 1997). Ett neonatalt fol har ett omoget immunsystem och
mycket sdmre forutsittningar att bekédmpa infektioner dn en vuxen hast (Becht &
Senrad, 1985). Detta beror bland annat pa att neonatala individers fagocyterande
celler har samre formaga till chemotaxis, att leukocyterna har nedsatt
bakteriedodande formaga och att komplementforsvaret inte dr lika effektivt som
hos vuxna individer (Koterba et al. 1984). Vid septikemi hos f6l dr en snabbt
insatt behandling avgorande for folets prognos. Man maste dérfor paborja
antibiotikabehandling redan innan provsvar fran blododling erhallits (Magdesian,
2003). I Sverige ses framforallt gramnegativa bakterier i samband med sepsis,
men dven grampositiva bakterier kan pavisas (Johansson, 2006). Darfor maste ett
bredspektrumantibiotika sittas in vid den initiala behandlingen av neonatal sepsis
(Henry-Barton, 2006). I Sverige anvinds bensylpenicillin i kombination med
gentamicin eller trimetoprimsulfa vid behandling av sepsis hos fol (Johansson,
2006). Gentamicin har dock nackdelar i form av njurtoxicitet och att det ej
passerar blod-hjirnbarridren varfor trimetoprim/sulfadiazin (TMP/SDZ) torde
vara ett bra forstahandsval i kombination med bensylpenicillin (Caprile & Short,
1987). Den dosering for TMP/SDZ som anvinds idag dr dock inte testad pa
neonatala fol utan bara pa vuxna histar. Eftersom likemedelsomsittningen hos
neonatala fol kan skilja sig fran omsittningen hos vuxna histar skulle detta kunna
leda till oonskade biverkningar eller suboptimal effekt (Magdesian, 2003).

Bakgrund till studien

Fordjupningsarbetet dr en del av ett forskningsprojekt som omfattar studier av
TMP/SDZ hos neonatala fol vad betréffar farmakokinetik, proteinbindning till
plasmaproteiner, resistensmonster och likemedlets effekt pa
plasmaproteinbindningen av bilirubin. Under varen 2007 utfordes en pilotstudie
ddr farmakokinetiken hos TMP/SDZ studerades hos tva neonatala fol. Resultaten
av undersokningen talar for att det finns en relativt god farmakokinetisk
overensstimmelse hos substansen sulfadiazin mellan vuxna histar och neonatala
fol. Dédremot varierade clearence och halveringstiden relativt mycket hos
substansen trimetoprim mellan de tva folen. Orsaken till detta skulle kunna vara
variationer i proteinbindningsgrad och proteinnivaer mellan folen (Hjalmarson
Vertovec, 2007). Detta undersoks nidrmare i detta fordjupningsarbete som férutom
proteinbindningsgrad och proteinnivaer dven undersoker nivaerna av konjugerat
och okonjugerat samt fritt okonjugerat bilirubin. Fritt okonjugerat bilirubin har
visat sig kunna ge upphov till kernikterus. Hos neonatala barn sags ett samband
med behandling med sulfonamider och kernikterus pa grund av sulfonamidernas
hoga proteinbindningsgrad (Silverman et al. 1956). Kernikterus hos djur dr vildigt
ovanligt och inga rapporter finns om att kernikterus hos fol skulle ha orsakats av
behandling med trimetoprim/sulfadiazin, men inga tidigare studier finns dér
bilrubins proteinbindningsgrad eller risk for displacement av bilirubin undersokts.

Syfte

Studien syftar till att studera plasmaproteinbindningsgraden for TMP/SDZ samt
dess effekt pa bilirubinnivaer hos neonatala fol. Trots att kernikterus ej
rapporterats i samband med TMP/SDZ-behandling av fol dr det teoretiskt mojligt
att forhojda plasmakoncentrationer av fritt okonjugerat bilirubin kan orsakas av



behandling med TMP/SDZ. Detta har inte studerats tidigare. Fragestdllningen &r
saledes viktig att besvara for att en sidker och effektiv intravends dosering av
TMP/SDZ (Hippotrim® vet) skall kunna erhallas.

LITTERATURSTUDIE

Septikemi hos neonatala 6l

Sepsis kan orsakas av bakterier, virus och svampar, didr bakterier &r absolut
vanligaste agens (Paradis, 2006). Da bakterier eller deras produkter tar sig in i
blodet kommer kroppens immunforsvar att aktiveras, bade lokalt och systemiskt.
Om man inte tidigt i sjukdomsskedet far bukt med infektionen ar risken stor att
sjukdomen progriderar till SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)
dédr det normala immunsvaret gar 6verstyr. Kroppens inflammationsmediatorer
orsakar da vasodilatation, vitskeuttride ur kirlen, vidvnadsodem, sidnkt
hjartminutvolym, sidnkt blodtryck och nedsatt vivnadsperfusion, vilket innebér att
folet hamnar i septisk chock. Om man i detta skede inte lyckas hiva SIRS
kommer detta leda till dysfunktion av ett eller flera organsystem (MODS -
Multiple Organ Dysfunction Syndrome) vilket i slutiindan kan leda till organsvikt
och dod (Furr, 2003). Tidig upptidckt av sepsis dr darfor av storsta vikt for att ett
fol ska kunna rdddas.

Fol kan drabbas av en bakteriell infektion redan intrauterint, exempelvis om stoet
sjalv lider av sepsis eller placentit. Extrauterina infektionsportar dr
respirationssystemet, mag-tarmkanalen, sar och navelstringen. De extrauterina
infektionerna associeras ofta med att folen fatt for lite ramjolk (PFPT —partial
failure of passive transfer)(Paradis, 1994). Andra riskfaktorer for sepsis &dr
prematuritet, dysmaturitet och dystoki. Dessa predisponerar troligen for sepsis da
de innebir att folet ofta fods svagt och det da blir svarare for folet att komma
igang och fa i sig tillrickligt med ramjolk (Furr, 2003). Flera studier finns som
visar pa ramjolkens virde for ett neonatalt fol. Robinson och medarbetare (1993)
genomforde en studie dér tva grupper fol holls pa samma anldggning och skotsel
och miljo optimerades for att minska risken for infektioner. Den ena gruppen fick
ramjolk medan den andra istillet fick komjolk under det forsta dygnet. Av de atta
fol som ej fick ramjolk drabbades sju av symtom pa sepsis och sepsis
konfirmerades hos fem av folen via positiv blododling. Ingen av de f6l som fick
ramjolk drabbades av sepsis. Man bor dock ha i minnet att inte alla f6l med laga
imunoglobulinnivaer drabbas av sepsis — skotseln av folet och hygienen i stallet
kan vara avgorande for folets hélsa (Paradis, 1994).

Symtom pa sepsis

Tidiga symtom pa sepsis kan vara vaga och variera stort mellan olika fol. Faktorer
1 anamnesen som bor gora veterindren misstdnksam dr om det varit problem kring
forlossningen, om stoet varit sjukt under prenatalperioden, om stoet haft flytningar
eller om det tagit lingre tid 4n normalt for folet att komma igang och dia. Ett av
de forsta tecknen pa sepsis dr att folet dr trottare an normalt och ligger mycket. Fol
med sepsis har dven ofta nedsatt sugreflex, de gar inte upp i vikt pa ett normalt
sétt och dr allmiint nedsatta. Andra symtom kan vara diarré, artrit, meningit och
symtom fran respirationsorganen. Septiska f6l kan ha feber, undertemperatur eller



normal kroppstemperatur (Paradis, 1997). Da SIRS borjat affektera folet ses i ett
tidigt stadie kérlinjicerade slemhinnor och takykardi men normalt blodtryck och
CRT (capillary refill time). I senare stadier da folet gatt in i septisk chock
karaktiriseras den kliniska bilden av en vidvnadshypoperfusion. Da ses langsam
CRT, blekgra slemhinnor, hypotension, kalla extremiteter och séinkt
medvetandegrad. Om folet dr i langt gangen septisk chock #r prognosen for
overlevnad vildigt dalig trots att aggressiv terapi sitts in (Koterba & House,
1996).

Provtagning

Det finns tyvérr inget enkelt snabbtest man kan anvinda for att avgora om ett ol
har sepsis. For en definitiv diagnos krédvs ett positivt blododlingssvar eller
obduktion. Tyvérr tar det minst 24 timmar innan man far blododlingssvar och
vintar man sa linge med att sitta in behandling &r risken stor att folet inte gar att
riadda (Koterba et al. 1984). Man vill heller inte dra igang en dyr sepsisbehandling
pa ett fol som ej lider av sepsis med tanke pa ekonomi, bieffekter av antibiotikan
och resistensutveckling. Darfor har man vid University of Florida utvecklat en sa
kallad ”sepsis score” for att beddma sannolikheten att ett fol har sepsis eller e;.
Med hjéilp av denna ges anamnes, fynd vid den kliniska undersokningen och
laboratorievéirden olika podng som végs ihop i ett sérskilt protokoll som hjilper
klinikern att bedoma varje enskilt f6l. Vid vidrden > 12 &r sannolikheten stor att
folet har sepsis medan viarden < 11 tyder pa att folet sannolikt ej lider av sepsis. I
en studie har Brewer och Koterba (1988) visat pa en sensitivitet pa 93 % och en
specificitet pa 86 % for denna sepsis score. Sepsis score systemet har fatt en stor
klinisk anvdndning men systemets relevans ifragasitts dock av vissa forfattare. I
en utvirdering av sepsis score systemet kom Corley och Furr (2003) fram till att
det inte uppnar lika hog sensitivitet (67 %) och specificitet (76 %) da det anvinds
pa andra kliniker dn den klinik det konstruerades for. Det storsta problemet de
uppmirksammade var att systemet gav for manga falskt negativa svar vilket dr
allvarligt eftersom sjuka fol riskerar att missas och ej fa behandling i tid.

Vid misstanke om lokaliserad infektion i samband med septikemin kan prov tas
fran andra kroppsvitskor, exempelvis fran cerebrospinalvitska om man
misstdnker meningit eller fran synovia vid artritmisstanke (Furr, 2003). Andra
intressanta prover vid sepsismisstanke & blodprov for hematologi,
differentialrakning, fibrinogen och blodglukosnivaer. Hos fol med sepsis ses ofta
neutropeni och okat antal stavkédrniga neutrofiler, ofta med toxiskt utseende.
Fibrinogen stiger 48 - 72 timmar efter en akut inflammation varfér provtagning
inom denna tidsrymd kan ge falskt laga virden trots att folet har sepsis. Ett hogt
fibrinogenvirde pa ett fol som dr yngre dn 24 timmar indikerar att folet blivit
infekterat in utero. Fol med sepsis &r ofta hypoglykemiska eftersom de vanligtvis
inte far i sig tillrickligt med ndring och infektionen i sig forbrukar mycket glukos
(Paradis, 1994).

Ett enkelt test som bor goras pa alla fol med misstidnkt sepsis dr att méta deras
immunoglobulinhalt i blodet. Enkla filttest finns utvecklade dar man far svar pa
bara nagra minuter. Svaret kan vara en god vigledning bade da det giller att
virdera om folet har sepsis eller ej samt for vidare behandling av folet (Paradis,
1994).



Prognos

Prognosen vid neonatal sepsis beror pa typ av infektion, hur allvarlig den dr och
hur snabbt man sitter in behandling. Om man upptécker sepsis tidigt dr prognosen
avvaktande till god (Reed et al. 2004). Prognosen dr dalig for f61 som behandlas
sent i sjukdomsforloppet eftersom infektionen da ofta ér etablerad i flera organ,
framforallt i ben och leder. Aven om folet 6verlever si far den ofta kroniska
komplikationer, vilket forsamrar prognosen pa lang sikt (Koterba et al. 1996). I en
studie ddr man undersokte sannolikheten att ett fullblodsfl som haft septisk artrit
kommer till start pa galoppbanan sags att f61 med septisk artrit inte kom till start i
samma utstrackning som friska fol. Man sag dock ingen skillnad i startfrekvens
mellan fol som samtidigt med septisk artrit hade multisystemisk paverkan och fol
som enbart led av septisk artrit (Smith et al. 2004).

Behandling vid neonatal septikemi

Vid septikemi hos fol &r en snabbt insatt behandling avgorande for folets prognos.
Man maste darfor paborja antibiotikabehandling redan innan provsvar fran
blododling erhallits (Magdesian, 2003). I ett examensarbete vid fakulteten for
veterindrmedicin och husdjursvetenskap undersoktes retrospektivt
bakteriefordelningen vid sepsis hos fol vid tva stora héstkliniker i Sverige. Dér
visades att 63 % av de framodlade bakterierna var gramnegativa och utav dem var
Escherichia Coli den vanligaste. Andra gramnegativer som isolerats i samband
med septikemi hos f6l dr Aktinobacillus equlii, Aktinobacillus spp, Klebsiella spp,
Pseudomonas spp och Enterobakteriaceae. Av de grampositiva bakterier som
isolerades i samband med sepsis vid KM stordjur, Uppsala 1988-2005, var
Streptococcus spp, Enterococcus spp och Stafylococcus spp de vanligaste
(Johansson, 2006). Eftersom bade grampositiva och gramnegativa bakterier ses i
samband med sepsis maste ett bredspektrigt antibiotika viljas vid den initiala
behandlingen (Henry-Barton, 2006).

Enbart antibiotikabehandling riicker inte som behandling vid sepsis. Ovrig
behandling som brukar bli aktuell &dr vétsketerapi, néringstillforsel, plasma om
folet har lagt IgG och god omvardnad. En ren milj6 &r jétteviktig och det géller att
héalla folet varmt och skydda det fran liggsar. Att mita och kontrollera
kroppstemperaturen, vitskebalansen, blodgaser och syra-bas balans dr av stort
virde (Koterba & House, 1996).

Liakemedelsbehandling av ett nyfott fol dar dock inte helt enkelt. Manga
kroppsfunktioner dr inte helt utvecklade, vilket innebdr att fol inte fungerar
farmakologiskt som vuxna héstar (Magdesian, 2003).

Generellt om ldkemedelsbehandling av neonatala fél

Neonatalperioden hos dédggdjur varierar mellan olika arter. Fol anses ha en kort
neonatalperiod och den ligger pa ca en vecka jamfort med en manad hos andra
djur som kalvar, kultingar och valpar (Baggot, 1994).

Neonatala ol &r generellt sdtt mer kinsliga for likemedel jamfort med vuxna
histar och risken for ovintade biverkningar &r ddrmed storre hos fol. Detta beror
till exempel pa att leverns och njurens mekanismer for metabolism och utsondring
av substanser inte dr fullt utvecklade hos ett fol (Baggot & Short, 1984). Att direkt



extrapolera en dosering i mg/kg kroppsvikt for en vuxen hist till ett fol kan
saledes fa ovintade konsekvenser (Baggot, 1997). Vilken effekt ett likemedel har
pa individen dr beroende av hur vil det nar sitt mal och hur snabbt det elimineras
fran kroppen. Hur likemedlet processas i kroppen kan delas in fyra olika faser;
absorption, distribution, metabolism och utsondring (Caprile & Short, 1987) Inom
alla dessa fyra omraden ses skillnader mellan f6l och vuxna histar.

Absorption

Under folets forsta levnadstid r epitelet i gastrointestinalkanalen mer permeabelt
dn hos en vuxen hidst. Det innebér att likemedel som ges oralt atminstone den
forsta levnadsveckan kan forvintas ha hogre biotillginglighet hos ett f6l. Under
folets 24 forsta timmar ses pa grund av colostrumupptag dven en hog
permeabilitet for makromolekyler. Detta for med sig att dven likemedel som
normalt sett inte tas upp via tarmen kan ge systemiska effekter. Detta giller
exempelvis lokalt i tarmen verkande sulfonamider och aminoglykosider (Vaala,
1985).

Andra faktorer som pH i ingestan och dess innehall spelar ocksa roll for upptaget
av olika ldkemedel. Hos neonatala fol dr pH relativt hogt i magsécken och frimre
delen av tunntarmen. Likemedel som é&r salter eller svaga baser absorberas dérfor
lattare under de tva forsta veckorna. Direfter kommer pH successivt att sjunka pa
grund av 6kat mjolkintag och 6kad pepsinproduktion och detta leder i sin tur till
bittre absorption av sura likemedel. Den hoga halten kalcium i mjolken kan ocksa
paverka absorbtionen da vissa likemedel som exempelvis tetracykliner gidrna
kelaterar och bildar kalcium-kelat komplex som &r svara att ta upp via tarmen.
Man kan dirfor rdkna med langsam absorption av sadana likemedel sa linge folet
diar (Caprile & Short, 1987).

Distribution

Distributionen av ett likemedel i kroppen paverkas av ett flertal faktorer varav de
viktigaste dr distributionsvolym, plasmaproteinbindning och fysiologiska barriirer
forutom likemedlets fysikaliska/kemiska egenskaper. Neonatala f6l bestar till 70-
75 % av vatten medan siffrorna hos en vuxen hist ligger pa 50-60 % (Baggot &
Short, 1984). Folet har néstan dubbelt sa stor volym extracelluldr vitska jamfort
med en vuxen hist, ca 44 % hos f6l mot ca 22 % hos den vuxna histen (Kami et al
1984) . Hos fol overstiger darmed den extracelluldra vitskan nivan av intracellular
vitska, vilket far till foljd att distributionsvolymen for likemedel som distribueras
i den extracelludra vitskan okar. Detta innebér att poléra substanser som penicillin
och aminoglykosider samt substanser som fordelar sig jamnt i kroppsvitskorna far
en Okad distributionsvolym, vilket ger ligre plasmakoncentrationer (Vaala 1985,
Baggot & Short, 1984).

Hos manga neonatala djur ses en hypoalbuminemi under de tva forsta
levnadsveckorna (Vaala, 1985). Caprile och Short (1987) anser dock att denna &r
marginell hos neonatala fol. Hur stor méingd av ldkemedlet som binds till
plasmaproteinerna, framforallt albumin, spelar stor roll for distributionen eftersom
det bara ir den fria fraktionen likemedel som kan utova nagon effekt i kroppen.
For starkt albuminbundna substanser ger en liten minskning i
proteinbindningsgraden en kraftig 6kning i den obundna fraktionen. En minskning



av proteinbindningsgraden fran 98 % till 96 % ger en dubblering av den
farmakologiskt aktiva obundna fraktionen (Klammt et al. 2008).

Blod-hjdrnbarridren dr mer permeabel hos neonatala fol dn vuxna histar. Detta
innebdr att substanser som normalt inte tar sig in till CNS, exempelvis bilirubin,
penicillin och klindamycin, kan penetrera till hjdrnvdvnaden. Substanser som
normalt penetrerar blod-hjarnbarridren kan lokalt fa dnnu hogre koncentration i
CNS och dirmed storre effekt under denna period (Caprile & Short, 1987).

Metabolism

Den storsta delen av likemedelsmetabolismen sker i levern dér flera enzymsystem
anvinds for att konvertera fettlosliga likemedel till mer poléra féreningar som kan
utsondras via urinen. Detta sker genom oxidering, reduktion, hydroxylering och
glukoronidering varav oxidering och glukoronidering &r de vanligaste processerna
(Baggot, 1994, Caprile & Short, 1987). Neonatala diggdjur har generellt sett en
ofullstéindig funktion i dessa system vilket leder till fordrojda halveringstider for
manga likemedel och risk for att ett likemedel ackumuleras efter upprepad
dosering. (Baggot, 1994). Det ar stora skillnader mellan olika arter och att jamfora
arters metabolism dr darfor svart. Vissa enzymatiska system verkar utvecklas
snabbare hos fol &4n andra neonatala djur (Vaala, 1985). Metabolismen av
antibiotikumet koloramfenikol ger ett indirekt stod till denna tes. Metabolismen
av klormafenikol sker nédmligen till stor del genom konjugering till glukuronsyra i
levern (Fass, 2008). Studier av Burrows och medarbetare (1983) har visat att
neonatala kalvar har en fordr6jd elimination av kloramfenikol dnda upp till 4-6
veckors alder medan neonatala fol enligt Brumbaugh och medarbetare (1983)
redan inom nio dagar fran fodelsen nar upp till halveringstider motsvarande vuxna
histar.

Utséndring

Merparten av alla likemedel och dess metaboliter elimineras fran kroppen via
njurarna. Hos de flesta neonatala djur &r njurarna omogna och njurfunktionen
relativt ineffektiv, men skillnaderna mellan arter &r stora. Det finns lite forskning
pa omradet gillande fol, men studier pa farmakokinetik for antimikrobiella
substanser som elimineras via njurarna har indirekt antytt att njurfunktionen hos
6l utvecklas relativt snabbt (Baggot, 1994).

Hos alla neonatala djur dr pH i urinen sur vilket kan leda forlingd utséndring for
svaga organiska syror som exempelvis sulfonamider (Baggot & Short, 1984).

Antibiotikabehandling vid bakteriell septikemi hos f6l

I Sverige anvidnds bensylpenicillin i kombination med gentamicin eller
kombinerat med trimetoprim/sulfonamid (TMP/SDZ) foér behandling av septikemi
hos fol (Johansson, 2006). I exempelvis USA anvidnds kombinationen
bensylpenicillin och gentamicin eller amikacin. Manga kliniker dér foredrar
amikacin da den verkar vara mindre nefrotoxisk och visar mindre risk for resistens
dn gentamicin (Koterba & House, 1996). I manga lander &r resistensen utbredd
mot TMP/SDZ medan ldget i Sverige ser béttre ut. Studier vid Irish Equine Center
har visat pa en resistens pa 40 % for E. Coli mot TMP/SDZ medan samma siffror



i Sverige bara ligger pa 5 % (Johansson 2006, Baggot 1994). Ytterligare faktorer
som ger TMP/SDZ fordelar gentemot aminoglykosider &r att aminoglykosiderna
dr njurtoxiska och att de inte passerar blod-hjarnbarridren. Vid septikemi é&r
meningit en kidnd komplikation varfér TMP/SDZ som passerar blod-hjérnbarréren
torde vara ett béttre val (Caprile & Short, 1987).

Trimetoprim/sulfadiazin

Kombinationen trimetoprim/sulfadiazin finns pa den svenska marknaden bade
som injektionslosning och for oral giva. Trimetoprim samt sulfadiazin finns i
preparaten i forhallandet 1:5. De bada substanserna har var for sig bakteriostatisk
effekt genom att himma var sitt steg i bakteriers folsyrasyntes, men tillsammans
far de synergistisk effekt och kombinationen anses vara baktericid nir
forhallandet mellan substanserna &r optimal dvs 1:20. Sulfadiazin blockerar
omvandlingen av paraaminobensoesyra (PABA) till dihydrofolatsyra (DFA) och
trimetoprim blockerar omvandlingen av DFA till tetrahydrofolatsyra genom att
inhibera enzymet dihydrofolatreduktas (Plumb, 2008). TMP/SDZ har ett brett
antibakteriellt spektrum och &r verksamt mot bade grampositiva och gramnegativa
bakterier (Fass, 2008)

Trimetoprim dr en diaminopyrimidinanalog som &r en fettloslig svag bas. Den
metaboliseras via oxidering och konjugering i leven och utsondras via njurarna.
Trimetoprim anvinds i princip aldrig ensam inom veterindrmedicinen utan ses
oftast i kombination med en sulfonamid (Spoo & Riviere, 2001).

Dagens sulfonamider &r derivat till sulfanilamid som var den forsta sulfonamiden
som borjade anvindas pa 40-talet. Idag finns manga sulfanilamidderivat med
olika farmakokinetiska och antimikrobella egenskaper. Denna studie fokuserar pa
sulfadiazine som 4r en svag syra. Sulfadiazin metaboliseras framfor allt via
acetylering och glukuronidering i levern. (Spoo & Riviere 2001, Fass 2008).

Bade trimetoprim och sulfadiazin har god absorption fran mag-tarmkanalen
(Gustavsson et al. 1999). De distribueras vél ut i vidvnaderna och vid meningit blir
koncentrationen i cerebrospinalvitskan relativt hog. (Plumb, 2008).

Sulfonamiders plasmaproteinbindningsgrad varierar mellan olika sulfonamider
men dven mellan olika arter. Proteinbindningsgrader mellan 15-90 % har
uppmiitts for olika sulfonamider (Spoo & Riviere, 2001). Sulfonamidernas ibland
vildigt hoga proteinbindningsgrad skulle kunna medfora risker vid behandling av
neonatala fol. Genom sin bindning till albumin kan sulfonamiderna nidmligen
konkurrera med andra substanser, som ocksa binder till albumin. Dessa dmnen
kan utgoras av andra likemedel men det kan ocksa rora sig om kroppsegna
substanser, exempelvis bilirubin. Detta innebir alltsa att man riskerar fa forhojda
halter antingen av likemedel eller av bilirubin i blodet, sa kallat displacement
(Caprile & Short, 1987). Displacement kan &dven innebidra konkurrens om
bindningsplatser pa plasmaproteinerna mellan tva olika likemedel. Detta kan leda
till ovidntade biverkningar da man riskerar att fa en for hog verksam koncentration
av nagot av de inblandade likemedlen. Risken for displacement &r storre vid
anvidndning av likemedel med hog proteinbindningsgrad (Brodie, 1965). Hos
neonatala barn har konkurrens i bindningen till albumin mellan sulfonamider med
hog proteinbindningsgrad och bilirubin visat sig kunna ge upphov till kernikterus
(Caprile & Short, 1987). Proteinbindningsgraden varierar mellan olika



sulfonamider. Sulfonamiden i denna studie, sulfadiazin, har enligt Gustavsson et
al. (1999) en proteinbindningsgrad pa 20% vilket maste riknas som relativt lagt
inom gruppen sulfonamider. Proteinbindningsgraden for trimetoprim é&r lite hogre,
35 % (Gustavsson et al. 1999).

Kernikterus

Inom humanmedicinen fick man i slutet av 50-talet upp Ogonen for hur
farmakologin skiljer sig mellan vuxna och neonatala barn genom ett par
likemedelsstudier med tragisk utgang. I en av dessa studier undersoktes tva olika
profylaktiska antibiotikabehandlingar for att forebygga sjukhusinfektioner hos
prematura barn. En av grupperna behandlades med sulfonamiden sulfafurazol och
inom denna grupp sags en okad forekomst av kernikterus hos de barn som var
ikteriska. Detta ledde till dodsfall och svara hjarnskador hos flera barn (Silverman
et al, 1956).

Kernikterus definieras som “en makroskopisk gulfdrgning av specifika
subkortikala nervkérnor i hjdrnan dir man mikroskopiskt kan visa att neuronerna i
dessa kirnor tagit skada” (Watchko & Maisels, 2003). Skadorna orsakas av att
fritt okonjugerat bilirubin tagit sig in i hjdrnvivnaden och utdvat cytotoxisk effekt
pa nervcellerna (Greenberg, 2002). Symtom vid kernikterus hos ménniska beror
pa vilka delar av hjdarnan som drabbats och bland symtomen ses bland annat
ikterus, feber, retrocollis, opistotonus, krampanfall och akut dod (Laynachan et al.
2007).

Det mesta av bilirubinet i kroppen bildas genom nedbrytning av hemoglobin fran
uttjanta roda blodkroppar, men bilirubin kommer ocksa fran andra substanser som
myoglobin och cytokromer. Pigmentet tas upp av makrofager i mijélten,
benmirgen och levern som omvandlar det till biliverdin. Biliverdinet omvandlas
dérefter till bilirubin som frisdtts fran cellen som fritt okonjugerat olosligt
bilirubin. Det okonjugerade bilirubinet binder till albumin och transporteras till
levern dér det konjugeras till glukuronsyra for att bli vattenlosligt och littare att
utsondra (Reed et al. 2004).

I blodet finns bilirubin antingen konjugerat till glukuronsyra eller i en
okonjugerad form. Det okonjugerade bilirubinet #r till 99 % bundet till
plasmaproteiner, foretrddesvis albumin, och det &r bara den fria fraktionen av det
okonjugerade bilirubinet som kan ta sig in i hjdrnan och orsaka skada (Brito et al.
2006). Bilirubinets neurotoxicitet bestar i att det fria okonjugerade bilirubinet tar
sig in i neuroner och inducerar flera patologiska processer. I nervcellen stor det
fria obundna bilirubinet mitokondiefunktionen genom att koppla ifran den
oxidativa fosforyleringen och inhibera calmodulin-beroende proteinkinas II.
Nervcellen dor pa grund av att kalciumhomeostasen stors och pa grund av
ackumulering av glutamat. Glutamat &r en neurotransmittor vars upptag i cellerna
minskas i nidrvaro av okonjugerat bilirubin. Detta leder till en ackumulering av
extracellulirt glutamat som ger en okad stimulering av nervcellerna vilket i sin tur
leder till degeneration, nekros och/eller apoptos (Loynachan, 2007).

Neonatala individer 16per mycket storre risk att drabbas av hyperbilirubinemi och
kernikterus dn vuxna. Det beror pa en kombination av flera faktorer, bade
fysiologiska och patologiska:
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e Neonataler har en hogre bilirubinproduktion &n vuxna eftersom deras roda
blodkroppar har kortare livsldngd och byts ut snabbare (Hillman, 2007)

e Neonataler har siamre upptag av bilirubin till levern. For att transporteras
in i leverns hepatocyter binder bilirubin till biararproteinet ligandin och hos
neotataler dr nivaerna av ligandin laga (Bauer et al. 1989).

e Nedsatt konjugering. Konjugeringen i levern av bilirubin till glukuronsyra
katalyseras av enzymet uridindifosfoglukonuratglukuronosyltransferas
(UGT). Neonataler har laga nivaer UGT och konjugeringen gar saledes
langsammare 4n hos vuxna. Hos neonatala barn &dr nivaerna UGT vid
fodelsen ca en procent av nivaerna hos en vuxen och hos ett for tidigt fott
barn #r nivaerna dnnu ldgre (Hillman, 2007)

e Okad enterohepatisk cirkulation hos neonataler. Hos en vuxen individ ir
den enterohepatiska cirkulationen av bilirubin 1ag. Det mesta av det
konjugerade bilirubinet utsondras till tarmen dir det omvandlas av
tarmbakterier och utsondras via avforingen. Tarmfloran hos neonataler &r
dock inte fullt utvecklad sa det konjugerade bilirubinet kan hos dem
komma att ansamlas i tarmen. En del av detta bilirubin kommer
konverteras tillbaks till okonjugerat bilirubin och tas upp i blodet igen via
den entreohepatiska cirkulationen (Hillman, 2007).

Hos fol ses normalt sett hoga bilirubinnivaer under de 48 forsta timmarna och
nivaerna sjunker sedan successivt for att ligga pa normala virden for en vuxen
hist vid tva veckors alder. Konjugeringen och ddrmed utsondringen av bilirubin
gar langsammare hos ett fol de forsta 1-5 dygnen pa grund av att de har ldgre
koncentration glukuronyltransferas &n en vuxen hist (Becht & Senrad, 1985).
Bilirubin ska hos en frisk vuxen hést inte kunna penetrera blod-hjérnbarriéren.
Hos ett neonatalt fol dr dock blod-hjédrnbarriédren inte fullt utvecklad vilket innebér
att fritt okonjugerat bilirubin kan ta sig in till hjdrnvdvnaden (Caprile & Short,
1987).

Fritt okonjugerat bilirubin har inte bara cytotoxiska effekter pa nervceller utan kan
dven paverka erytrocyter. In vitro studier har visat att bilirubin binder till
erytrocyternas cellmembran och orsakar upplosning av membranstrukturen,
morfologiska fordndringar och slutligen hemolys. Acidos vilket kan ses i samband
med sepsis Okar denna process. Erytrocyter fran neonataler dr mer kinsliga for
skada pa grund av det fria okonjugerade bilirubinet dn erytrocyter fran vuxna
manniskor. Bilirubinets skador pa erytrocyterna leder till en ond cirkel da
hemolysen som det fria bilirubinet orsakar ger en okad erytrofagocytos. Darmed
bildas en okad mingd bilirubin som i sin tur driver hemolysen vidare och
forvarrar hyperbilirubinemin (Brito et al, 2006)

Kernikterus ses framforallt hos nyfédda barn och #r vildigt ovanligt hos djur.
Faktorer som Okar risken for att utveckla kernikterus &r prematuritet, ischemi,
sepsis, acidos, exponeringstid och anemi vilka alla forstirker det fria
okonjugerade bilirubinets toxicitet (Loynachan et al, 2007). I litteraturen finns
enligt forfattarens kdnnedom kernikterus beskrivet hos Gunn-rattor, rhesusapor,
en kattunge, en vuxen hund med leversjukdom samt ett fatal fol (Loynachan et al,
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2007, Sangster et al 2007). De fall av kernikterus hos f6l som finns beskrivna har
alla troligtvis haft samband med neonatal isoerytrolys.

Jamviktsdialys

Jamviktsanalys dr en vanlig metod for mitning av proteinbindningsgrad. Den
innebdr att plasma och buffert med samma pH placeras pa varsin sida av ett
semipermeabelt membran. I plasman finns likemedlet bade obundet och bundet
till plasmaproteiner. Det obundna likemedlet kommer att diffundera ut ur plasman
till bufferten tills en jamvikt instédllt sig. Genom att sedan bestimma
koncentrationen bunden TMP/SDZ (totalt — fritt) och dela denna med den totala
koncentrationen TMP/SDZ erhélls proteinbindningsgraden (Ingvast-Larsson,
personligt meddelande) (Figur 1).
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Figur 1. Jamviktsdialys, principskiss. Endast det obundna och farmakologiskt
aktiva likemedlet tar sig over membranet.

I denna studie anvindes metoden for jamviktsdialys dven for att bestimma
mingden fritt okonjugerat bilirubin. Principen dr densamma som for jimviktdialys
for att bestimma proteinbindningsgrad. Bilirubinet i blodet &r antingen konjugerat
eller okonjugerat. Det konjugerade bilirubinet &r bundet till glukuronsyra och
bildar en sa stor molekyl att det ej kan passera det semipermeabla membranet och
stannar i plasman. Av det okonjugerade bilirubinet &r 99 % bundet till albumin
och kan saledes inte heller passera membranet varfor enbart fritt okonjugerat
bilirubin bor aterfinnas i bufferten. Da man pa institutionen for farmakologi och
toxikologi inte tidigare anvint jimviktdialys for bestimning av mingden bilirubin
gjordes forst ett forsok dar metoden och instillningar pa mitutrustningen
utprovades. Vid jamviktsdialys finns risken att det specifika Zmnet man eftersdker
binder till utrustningen och resultatet blir saledes otillforlitligt (Ingvast-Larsson,
personligt meddelande).
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MATERIAL OCH METODER

Héstarna

Sju stycken (fem hingstfol och tva stofol) tre dagar gamla friska neonatala
varmblodiga travarfl behandlades intravendst med trimetoprim/sulfadiazin® i
doseringen 15 mg/kg q 12 h under tre dagar. En obehandlad kontrollgrupp pa sju

fol matchade for alder, ras och kon ingick i studien.

De behandlade folen viagdes dagligen och den injicerade volymen av TMP/SDZ
korrigerades vid behov sa att den alltid uppgick till 15 mg/kg. Blodprov for analys
av  P-albumin, P-totalprotein och P-bilirubin togs i heparinrér via
permanentkateter” placerad i vena jugularis omedelbart innan forsoket startade
och direfter var 24: e timma under totalt fyra dygns tid. For analys av
koncentrationen fritt bilirubin togs blodprov i heparinrér vid tidpunkten 45
minuter efter sista givan av TMP/SDZ och fran kontrollgruppen dag tre i forsoket.
For analys av proteinbindningsgraden anvindes heparinrér och prov togs vid
tidpunkterna fem minuter, 15 minuter samt 12 timmar efter den sista givan av
TMP/SDZ. Permanentkatetrarna spolades igenom med fysiologisk NaCl efter
administreringen av TMP/SDZ samt infor och efter varje provtagningstillfille.
Blod (5-10 ml) aspirerades i annan spruta innan det aktuella provet togs fran
permanentkatetern. Kontrollgruppens blodprover for analys av P-albumin, P-
totalprotein och P-bilirubin togs via ett vacutainersystem vid motsvarande
tidpunkter som for de behandlade folen, dvs var 24:e timma under levnadsdag tre
tom sju. Forsoket har fatt godkdnnande fran centrala forsoksdjursnimnden, nr
C122/7.

Analys av blodprover

Blodproverna centrifugerades och frystes ner till -20°C snarast efter
provtagningstillfillet. De analyserades med avseende pa P-albumin, P-
totalprotein, P-totalt bilirubin och P-konjugerat bilirubin pa Konelab 30®°. Den
okonjugerade fraktionen bilirubin riknades ut som differensen mellan totalt och
konjugerat bilirubin.

Proteinbindningsgrad — jdmviktsdialys

Proteinbindningsgraden for TMP/SDZ i behandlingsgruppen analyserades med
hjilp av jamviktsdialys. Plasma fran de sju behandlade folen poolades for
provtagningstidpunkterna fem minuter och 12 timmar efter sista givan TMP/SDZ
sa att ett poolat prov med hog koncentration TMP/SDZ och ett prov med lag
koncentration erholls. Proverna kordes i tripletter varfor 6 kamrar anvindes till
forsoket. Bufferten bestod av 3,19 g Na,HPO,*2H,0, 0,78 g NaH,PO4*H,0 samt
2,25 g NaCl som spidddes till 1000 ml med destillerat vatten. pH i bufferten
stilldes till 7,4 med hjédlp av 1 M HCL samt 2 M NaOH. pH i plasma justerades
med hjilp av ca 6 ul 1 M HCL per ml plasma till pH 7,4. Plasma samt buffert
pipetterades ner i jimviktsdialyskamrar i lika volym (1,2 ml) och inkuberades i
37°C i ett skakande vattenbad under fem timmar. Direfter togs prov for analys av
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TMP/SDZ vilka analyserades med véitskekromatografianalys (High Pressure
Liquid Chomatograpgy) pa Dopinglaboratoriet, SVA, Uppsala.

For att kontrollera tiden till jamvikt anvédndes prover tagna 15 minuter efter sista
givan av TMP/SDZ. Dessa poolades och kordes i en jamviktsdialys dér prover
togs ut efter tva, fyra, fem och sex timmar i inkubation. Proverna analyserades pa
dopinglaboratoriet och man fann att jimvikt erholls efter fem timmar.

Analys av fritt bilirubin — jdmviktsdialys

Jamviktsdialys av bilirubin utfordes principiellt pa samma sdtt som
jamviktsdialysen for proteinbindningsgrad. For att forst testa att metoden fungerar
for bilirubin gjordes en jamviktsdialys dr tid till jaimvikt méttes. Plasma fran fyra
vuxna histar anvindes i forsoket. Plasman poolades och pH stilldes med hjilp av
1 M HCL till 7,4. Samma buffert som tidigare anvéndes och pH i denna miittes till
7,4. Proverna kordes i dubbletter och 10 kamrar anvéndes. Prov togs ut vid 0, 2, 3,
4, 5, och 6 timmar. Jamvikt instillde sig redan efter 2 timmar. For att se om
bilirubinet binder till utrustningen jimfordes koncentrationen bilirubin fran 0-
provet med koncentrationen bilirubin i provet taget vid 6 timmar och nagon
bindning till utrustningen sags ej. For jamviktsdialysen togs plasma fran de
TMP/SDZ behandlade folen 45 minuter efter sista givan av TMP/SDZ den tredje
forsoksdagen och fran kontrollfélen dag tre. Samma buffert som tidigare anvindes
och pH i buffert samt plasma stilldes till pH 7,4. Plasma samt buffert pipetterades
ner i jimviktsdialyskamrar i lika volym (1,2 ml) och inkuberades i ett skakande
vattenbad under fyra timmar. Prover togs direfter ut och analyserades med
avseende pa P-totalt bilirubin och P-konjugerat bilirubin. Den okonjugerade
fraktionen bilirubin ridknades ut som differensen mellan totalt och konjugerat
bilirubin.

Analys av data

ANOVA anvindes for att studera om det forelag skillnader i koncentration for
totalprotein, totalbilirubin, konjugerat bilirubin och okonjugerat bilirubin mellan
de bada grupperna av fol. Skillnader ansags signifikanta vid P < 0,05. Data
redovisas som medelvirdet = SD. Den statistiska analysen utfordes med hjilp av
programmen Exel fran Microsoft Corporation och Sigmastat fran Systat Software
Inc.

RESULTAT

Serumkoncentration bilirubin

For koncentrationerna totalprotein, albumin, totalbilirubin, konjugerat bilirubin
och okonjugerat bilirubin i plasma sags inga signifikanta skillnader mellan den
TMP/SDZ-behandlade gruppen och kontrollgruppen (Figur 3-7). For bilirubin
finns en tendens att nivaerna sjunker med tiden, men det fanns ingen signifikant
skillnad mellan de TMP/SDZ-behandlade folen och kontrollfdlen. For totalt
bilirubin ses signifikanta skillnader mellan nivaerna dag ett jamfort med dag tre
och dag fyra samt dag tva jamfort med dag fyra. For konjugerat bilirubin ses en
signifikant skillnad i koncentrationen mellan dag tva och fyra. For okonjugerat
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bilirubin ses signifikanta skillnader mellan dag ett och dag tre samt dag ett och
fyra och dag fyra. (Figur 5-7).
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Figur 3. Koncentrationen totalprotein (g/l) i plasma hos fol behandlade med
trimetoprim/sulfadiazin jimfort med en obehandlad kontrollgrupp.
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Figur 4. Koncentrationen albumin (g/l) i plasma hos fol behandlade med
trimetoprim/sulfadiazin jamfort med obehandlad kontrollgrupp.
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Bilirubin total
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Figur 5. Koncentrationen totalt bilirubin (g/l) i plasma hos fol behandlade med
trimetoprim/sulfadiazin jamfort med obehandlad kontrollgrupp.
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Figur 6. Koncentrationen konjugerat bilirubin (umol/l) i plasma hos fol
behandlade med trimetoprim/sulfadiazin  jamfort med en obehandlad
kontrollgrupp.
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Bilirubin okonjugerat
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Figur 7. Koncentrationen okonjugerat bilirubin (umol/l) i plasma hos fol
behandlade med trimetoprim/sulfadiazin  jamfort med en obehandlad
kontrollgrupp.

Plasmaproteinbindningsgrad bilirubin
Vid analys av fritt okonjugerat bilirubin hos alla fol erholls ej mitbara nivaer
bilirubin i bufferten.

Plasmaproteinbindningsgrad trimetoprim/sulfadiazin.

Plasmaproteinbindingsgraden for trimetoprim och sulfadiazin analyserades till 23
% respektive 14 %.
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DISKUSSION

Da totalprotein, albumin och bilirubin for folen (medelvirde for alla f6l i studien
vid fem dagars alder) jamfors med referensvirden for vuxna histar (Kaneko och
Harvey, 2008) ses skillnader. Totalproteinnivaerna ligger hogre hos vuxna héstar
jamfort med folen i denna studie. Albuminnivaerna hos folen i studien
overrenstimmer ganska bra med referensviardena fran vuxna histar. Detta
stimmer dven vil med Caprile och Shorts (1987) asikt att den hypoalbuminemi
som ofta ses hos neonatala djur endast dr marginell hos f6l. Bilirubinnivaerna
ligger hogre hos folen #n hos de vuxna histarna. Vid en jamfGrelse av
bilirubinkoncentrationen mellan alla 14 fol i studien vid fem dagars alder mot
referensviarden fran fem dagar gamla f6l ses inga storre avvikelser.
Bilirubinprofilen hos félen med hoga bilirubinnivaer som sjunker med tiden
stimmer vil Overens med den Overgaende hyperbilirubinemi som ses hos fol
under neonatalperioden (Bauer et al. 1989).

Jamviktsanalysen for bilirubin visade pa icke métbara virden av fritt okonjugerat
bilirubin hos alla fol. Att nivaerna var valdigt laga for kontrollfolen torde vara helt
normalt eftersom det normalt bara 4r en vildigt liten del av bilirubinet som ér fritt.
I en opublicerad studie av Lamola, redovisad av Wells och medarbetare (1982),
tillsattes bilirubin i koncentrationen 10260 umol/l till plasma fran en vuxen
minniska. Losningen filtrerades genom ett ultrafilter som ej slippte igenom
bilirubin bundet till plasmaproteiner och dérefter uppgick koncentrationen
bilirubin bara till 86 umol/l i filtratet, vilket visar pa bilirubins hoga
proteinbindningsgrad. Att nivaerna fritt okonjugerat bilirubin dven var laga for de
TMP/SDZ-behandlade folen tyder pa att TMP/SDZ-behandlingen inte okat risken
for hyperbilirubinemi och ddrmed inte okar risken for kernikterus. Att mita
koncentrationen fritt okonjugerat bilirubin dr inget som man normalt gor pa
vanliga laboratorier och metoden som anvints i denna studie r lite vil omsténdlig
for att anvindas rutinméssigt. Koncentrationen fritt okonjugerat bilirubin har dock
en direkt korrelation till totalbilirubin varfor totalbilirubin borde kunna anvindas
for att virdera risken for hyperbilirubinemi och kernikterus (Bender et al. 2007).
Att ha ett gransviarde for da totalbilirubin dr sa hogt att det finns en risk for
kernikterus vore praktiskt men nagot erként sadant virde finns dock ej idag. I en
studie pa 72 fol med Neonatal isoerytrolys visade sig 462 umol/l vara ett bra
troskelvirde for att forutsidga om ett fol ska drabbas av kernikterus eller ej. Risken
for ett fol med totalbilrubin > 462 umol/l att drabbas av kernikterus var 17 ganger
storre dn for ett f6l med totalbilirubin < 462 umol/l (Polkes et al. 2008). Det ska
dock ndmnas att materialet i denna studie endast bestod av sex fol.

Proteinbindningsgraden for Trimetoprim samt Sulfadiazin uppmiittes till 23 %
respektive 14 %. Dessa virden ligger lite ldgre dn de virden Gustafson et al.
uppmiitte i sin studie 1999. Dér var proteinbindningsgraden 35 % for Trimetoprim
och 20 % for Sulfadiazin, men denna studie utférdes pa vuxna histar Tolkningen
av proteinbindningsgraden maste dock goras med lite forsiktighet da proverna
fran jamviktsdialysen for TMP/SDZ tyvirr tinades under forvaringen innan
analysen. Hur upptiningen skulle kunna ha paverkat proverna &r osdkert men for
att sikert kunna lita pa provsvaren och ddrmed resultaten borde jaimviktsdialysen
goras om i en eventuellt framtida studie.
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Resultat fran denna studie visar att nivaerna totalt-, konjugerat- samt okonjugerat
bilirubin inte paverkas av behandling med TMP/SDZ. Proteinbindningsgraden
visade sig vara lidgre hos folen dn hos vuxna histar bade for trimetoprim och
sulfadiazin, vilket innebir att risken for displacement torde vara ldgre for folen.
Dessa iakttagelser samt det faktum att inga kliniska rapporter finns om kernikterus
pa fol i samband med trimsulfabehandling innebir saledes att dagens dosering bor
vara siker att anvinda med avseende pa displacement av bilrubin och kernikterus.
Det skall dock ndmnas att folen i studien var minst tre dagar gamla da studien
startade vilket innebdr att de var sju dagar gamla da de sista proverna togs. Da fol
har en relativt snabb neonatalutveckling &r det mgjligt att resultaten sett
annorlunda ut om forsoken inletts da folen var dnnu yngre. Exempelvis nar
bilirubinnivaerna sitt maximum redan de forsta 48 timmarna och utsondringen av
bilirubin gar langsamt framfor allt under de forsta fem dygnen (Becht & Senrad,
1985).

Alla fol i studien var dven kliniskt friska. Det dr ként att sjukdom paverkar
farmakokinetiken hos olika likemedel. Feber ger en tkad distributionsvolym och
pH paverkar distributionsvolymen eftersom det framfor allt dr icke-joniserade
substanser som passerar cellulira membran. Vid metabolisk acidos, som kan ses i
samband med septikemi, Okar distributionsvolymen for sura likemedel som
TMP/SDZ (Vaala, 1985). Det vore dérfor intressant att ga vidare med studier pa
yngre f6l samt f61 som behandlas pa klinik for sepsis.

Vid fortsatta studier bor dven en hematologisk status tas pa folen. Fols erytrocyter
dr inte bara kénsliga for bilirubins toxiska effekter utan &r dven extra kénsliga for
oxidativa effekter. Detta gor att behandling med sulfonamider som framfor allt
metaboliseras via oxidation kan skada erytrocyterna och leda till hemolys och
methemoglobinemi (Caprile and Short, 1987). Det vore dirfor intressant att
jamfora den roda blodbilden mellan f6l behandlade med TMP/SDZ och
obehandlade fol.

Trimetoprim/sulfonamid (TMS) anvénds i Sverige ofta i samband med sepsis hos
fol. Vart resistenslige for TMP/SDZ i samband med sepsis r relativt gott varfor
man kan rekommendera TMP/SDZ som forstahandsval i kombination med
bensylpenicillin (Johansson, 2006). Man bor dock vara medveten om att
resistensen hos E. coli mot Trimetoprim-sulfonamider generellt hos hist har okat
fran 2 % 1992-1994 till 15 % pa mitten av 90-talet, troligtvis pa grund av okad
anviandning da orala preparat introducerats pa den Svenska marknaden.
Utskrivningen av TMS 6kar for varje ar och ddrmed dven risken for 6kad resistens
(SVARM, 2007). Som kliniker bér man déarfor tdanka till och inte skriva ut de orala
preparaten bara for att det &dr enklare for djurdgaren att administrera, utan endast
da bredspektrumantibiotika dr indikerat.

Ett alternativ till att anvinda TMP/SDZ vid neonatal sepsis #r att anvinda
bensylpenicillin i kombination med en aminoglykosid. Aminoglykosider har dock
nagra egenskaper som ger dem nackdelar vid behandlingen av neonatal sepsis hos
fol. Den allvarligaste nackdelen med aminoglykosider #r att de dr njurtoxiska. Att
administrera ett ként njurtoxisk preparat till ett neonatalt f6l med eventuellt redan
nedsatt njurfunktion #r inte optimalt. Vid behandling med aminoglykosider bor
lakemedelsnivderna monitoreras i blodet for att fa koncentrationer i blodet som é&r
verksamma men ger sa lite toxisk effekt som mojligt (Caprile and Short, 1987).
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Att stiandigt ta prover och analysera aminoglykosidnivaerna under en behandling
ar dock bade tidskravande och dyrt. En annan nackel med aminoglykosider ar att
de inte passerar blod-hjdrnbarridren vilket dr en fordel vid neonatal septikemi da
meningit dr en kind komplikation (Caprile and Short, 1987).

KONKLUSION

Resultaten 1 denna studie, samt den kliniska erfarenheten med avsaknad av
rapporterade  fall av  kernikterus pa fol i  samband  med
trimetoprim/sulfadiazinbehandling, tyder pa att den dosering av
trimetoprim/sulfadiazin som idag anvédnds inte Okar risken for bilirubin-
displacement och kernikterus hos neonatala fol.
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