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SAMMANFATTNING

Bensylpenicillin dr den mest anvénda antibiotikan inom svensk veterindrmedicin. Aktiviteten
ir god mot ménga vanliga grampositiva bakterier och ringa mot de flesta gramnegativa
bakterier. Bensylpenicillin dr ett forstahandsval vid manga infektioner hos héstar och driver
resistensutvecklingen i mer begrinsad omfattning 4n antibiotika som har ett bredare
antibakteriellt spektrum. I Sverige finns bensylpenicillin till hédst godként i tvd olika
beredningsformer: bensylpenicillinprokain (pc-prok) for intramuskuldr injektion och
bensylpenicillinnatrium (pc-na) for intravends injektion. Fordelarna med pc-prok dr att det
kan administreras av djurdgaren och att ldkemedlet absorberas sd ldngsamt frén
injektionsplatsen att halveringstiden (T;,) forlangs avsevirt, vilket innebér att det behdver
administreras endast en gang per dygn. Prokain dr dock associerat med den mest vilkénda
biverkningen av penicillinprokain hos hést, s kallad penicillinchock, som i vissa fall dr
mycket allvarlig.

Plasmakoncentration-tidsprofilen av bensylpenicillin efter intramuskulér administration av
pc-prok har studerats tidigare. De flesta studier &r dock gamla och fa har utforts pé de preparat
som anvénds i Sverige idag. Syftet med denna studie var att faststilla plasmakoncentration-
tidsprofilen av bensylpenicillin efter intramuskulér injektion av pc-prok (Penovet® vet.) till
hist, i den dos som rekommenderas av tillverkaren. Plasmakoncentration-tidsprofilen
relaterades till minimum inhibitory concentration (MIC) hos vanliga penicillinkénsliga
patogener for att sékerstélla en relevant doseringsrekommendation for Penovet® vet.

Atta friska varmblodiga travare injicerades intramuskulirt med 21 mg pc-prok per kg
kroppsvikt en ging dagligen wunder fyra dygn. Blodprover for analys av
bensylpenicillinkoncentrationen i plasma togs innan och 12 timmar (h) efter varje injektion,
samt mer frekvent efter sista injektionen.

Den maximala koncentrationen (Cpax) var 2656 = 503 ng/ml och naddes 4 + 1,1 h efter den
sista injektionen. Ty, var 11,36 + 3,64 h. Area under curve (AUC) var 33330 + 8293 h-ng/ml.
Den minsta koncentrationen (Cpin), 24 h efter varje injektion, var 456 + 126 ng/ml. Fér god
antibakteriell effekt bor den fria plasmakoncentrationen (fC) overstiga MIC under minst 30-
50% av dosintervallet. Efter sista injektionen var tiden éver MIC (fT > MIC) 231% + 49 for
betahemolyserande streptokocker (MIC 30 ng/ml), 136% + 22 {or Staphylococcus aureus
(MIC 120 ng/ml) och 6% + 9 {or Actinobacillus equuli (MIC 1000 ng/ml).

Konklusionen &r att Penovet® vet. i den dos som rekommenderas av tillverkaren ger en
plasmakoncentration av bensylpenicillin som dr mer an tillrickligt hog for att behandla
infektioner med flera vanliga penicillinkénsliga patogener hos hidst, déribland
betahemolyserande streptokocker och S. aureus. Koncentrationen dr dock i manga fall for 1ag
for att behandla 4. equuli och andra Actinobacillus spp. Dosen skulle troligen kunna sénkas
med bibehallen god effekt mot manga vanliga penicillinkdnsliga patogener. En férhoppning
finns om att en ldgre dosering kan innebidra en minskad risk for penicillinchock pé grund av
prokaintoxicitet.



SUMMARY

Penicillin G is the most used antibiotic in veterinary medicine in Sweden. The activity against
many gram-positive bacteria is excellent, while the majority of gram-negative bacteria are
naturally resistant. Penicillin G is the first choice for many infections in the horse and is
considered less likely to select for antibiotic resistance compared to broad-spectrum
antibiotics. Two different dosage forms of penicillin G for horses are available in Sweden:
procaine penicillin G for intramuscular injection and penicillin G sodium for intravenous
injection. The benefits of procaine penicillin G are that the horse owner can administer it, and
that it is absorbed slowly which makes the half-life and therefore dosing interval considerably
longer. Administration once a day is considered enough. Unfortunately, the procaine is
associated with the most well-known and sometimes very serious side effect of procaine
penicillin G, the so called penicillin shock.

The plasma concentration-time profile of penicillin G following intramuscular administration
of procaine penicillin G have been studied before. Most studies are old and few have been
done on the preparations that are available in Sweden today. The objective of the present
study was to determine the plasma concentration-time profile of penicillin G following
intramuscular administration of procaine penicillin G (Penovet® vet.) in the horse, in the dose
recommended by the manufacturer. This was related to the minimum inhibitory concentration
(MIC) of common penicillin sensitive bacteria to ensure an up to date dosing regimen of
Penovet® vet.

Eight healthy standard bred trotters were injected intramuscularly with 21 mg/kg body weight
of procaine penicillin G (approximately 21 000 IU) once daily for four days. Blood samples
were taken before and 12 hours after every injection, and more frequent samples were taken
after the last injection. The samples were analysed for plasma penicillin G levels.

The maximal plasma concentration (Cpax) Was 2656 £ 503 ng/ml and it was reached 4 + 1,1
hours after the last injection. The half-life (T;,) was 11,36 + 3,64 hours. The area under the
curve (AUC) was 33330 £ 8293 h-ng/ml. The trough plasma concentration (Cpin) 24 hours
after each injection was 456 + 126 ng/ml. The free plasma concentration (fC) should be above
MIC for at least 30-50% of the dosing interval to ensure adequate antimicrobial activity.
Following the last injection, the time above MIC (fT > MIC) was 231% + 49 for beta
haemolytic streptococci (MIC 30 ng/ml), 136% = 22 for Staphylococcus aureus (MIC 120
ng/ml) and 6% = 9 for Actinobacillus equuli (MIC 1000 ng/ml).

The conclusion is that Penovet® vet. in the recommended dose provides plasma
concentrations in the horse that are more than enough to treat infections with common
penicillin sensitive bacteria, including beta haemolytic streptococci and S. aureus. However,
the concentrations are too low to treat infections with many isolates of 4. equuli and other
Actinobacillus spp. The dose could probably be reduced without reducing the effect against
many common penicillin sensitive bacteria. Hopefully, a reduced dose could mean a reduced
risk of penicillin shock due to procaine toxicity.
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INLEDNING

Bensylpenicillinets antibakteriella egenskaper upptiacktes 1928 av Alexander Fleming, och
redan pa 1940-talet anvindes det till hédst (Fleming, 1929; Doll & Dimock, 1946).
Bensylpenicillin, dven kallat penicillin G, &r dn idag den mest anvinda antibiotikan inom
svensk veterindrmedicin (Swedres-Svarm, 2014). Bensylpenicillin har god aktivitet mot flera
vanliga grampositiva patogener som orsakar infektioner hos hist, till exempel Staphylococcus
aureus och betahemolyserande streptokocker (Prescott, 2013a). Aktiviteten &r ringa mot
gramnegativa bakterier. Dérfor anses bensylpenicillin selektera for resistens i mindre
utstrdckning dn antibiotika med aktivitet &ven mot gramnegativa bakterier.

Bensylpenicillin till hést finns godként i tva olika former i1 Sverige: pc-prok for intramuskuldr
administration och pc-na for intravends (Likemedelsindustriforeningens Service AB, 2011a;
2011b). Fordelarna med pc-prok ér att det kan ges av djurdgaren och att det endast behdver
ges en gang om dagen, medan pc-na behdver ges 3-4 ginger per dag (Horspool & McKellar,
1995). Penicilliner anses generellt vara sékra ldkemedel, men hos héstar forekommer bland
annat centralnervosa symptom vid giva av bensylpenicillin, s& kallad “penicillinchock”
(Chapman et al., 1992; Olsén et al., 2007). Det ér troligen vanligare vid anvdndning av pc-
prok dn pc-na och anses i de flesta fall bero pd prokaintoxicitet. Penicillinchock kan vara
mycket dramatiskt och dodsfall forekommer, vilket kan gora djurdgare och veterinirer kdnner
sig osdkra infor att att anvdnda likemedlet och undviker det. Det finns anledning att tro att
forekomsten och allvarlighetsgraden av prokaintoxicitet dr dosberoende (Tobin et al., 1977a;
Chapman et al., 1992). Utifrdn detta perspektiv skulle det wvara positivt om
doseringsrekommendationen kunde minskas med bibehéllen god antimikrobiell effekt.

Optimal dosering och doseringsintervall av antibiotika ar viktigt for att uppnd god
behandlingseffekt, minimera biverkningar och minimera risken for resistensutveckling
(Drusano, 2004). Den dos av pc-prok som rekommenderas i FASS® vet dr 20-21 mg/kg
intramuskuldrt en gdng dagligen (Lédkemedelsindustriféreningens Service AB, 2011a; 2011c¢).
I litteraturen finns olika doseringsrekommendationer. Till exempel rekommenderar Plumb
(2011) 20 000 — 50 000 TU/kg (ca 20-50 mg/kg) tva ganger per dygn (q 12 h) och Giguére &
Afonso (2013) 25 000 IU/kg (ca 25 mg/kg), q 12 h. Till grund fér dosrekommendationer
ligger undersokningar av plasmakoncentration-tidsprofilen. De flesta studier &r fran 1980- och
1990-talet eller dldre och idag finns mer precisa analysmetoder och storre kunskaper om
antimikrobiell farmakokinetik och farmakodynamik (Lee & Kerns, 1999; Drusano, 2004).
Tidsprofilen varierar med beredningsformen av pc-prok (olika produkter har till exempel ofta
olika hjélpdmnen), och fa studier har gjorts pa Penovet® vet., som é&r ett av tvd godkénda
preparat till hist i Sverige. For att kunna ge doseringsrekommendationer relateras ett
antibiotikums farmakokinetik med farmakodynamik-parametern MIC for aktuella patogener.
Eftersom MIC varierar mellan olika bakteriearter, bor dos viljas i forhallande till MIC som dr
vanligt forekommande i den population man behandlar — ndgot som alltsa kan variera mellan
olika tidpunkter och platser i vérlden. Det finns foljaktligen flera anledningar att pa nytt
undersdka plasmakoncentration-tidsprofilen for en beredningsform som anvédnds i Sverige
idag.



Syfte

Syftet med denna studie ar att faststilla plasmakoncentration-tidsprofilen av bensylpenicillin
efter intramuskuldr injektion av pc-prok (Penovet® wvet.) till hést, i den dos som
rekommenderas av tillverkaren. Detta relateras till MIC hos vanliga penicillinkénsliga
patogener for att faststdlla /T > MIC, for att sékerstélla en relevant doseringsrekommendation
for Penovet® vet. Studien dr en del av ett storre forskningsprojekt om bensylpenicillin till
hést.
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LITTERATUROVERSIKT S

Penicilliner 0
N

Penicilliner &r en grupp betalaktamantibiotika 4
som verkar genom att hdmma bakteriens o /§
cellviggssyntes (Prescott, 2013a). HO
Bensylpenicillin dr den betalaktam som forst
upptacktes. Effekten dr baktericid men det ar
framfor allt vixande bakterier som genomgar
lysis. Aktiviteten hos bensylpenicillin &r god mot ménga grampositiva bakterier, dédribland
betahemolyserande streptokocker och stafylokocker utan forvérvad resistens. Mot de flesta
gramnegativa arter, exempelvis enterobacteriaceae, ar aktiviteten otillrdcklig. Penicilliner
utsondras snabbt och ofordndrad via njurarna, vilket resulterar i hoga urinkoncentrationer. T,
efter intravends injektion av pc-na ir kort, ca 40-50 minuter (Diirr, 1976; Love et al., 1983;
Horspool & McKellar, 1995). Bensylpenicillin uppnar koncentrationer i bukvitska och
synovia som ir ungefar hilften av den i serum (Stover ef al., 1981), men passerar biologiska
membran déligt vilket ger 1aga koncentrationer bland annat i mjolk (Prescott, 2013a).

w

Figur 1: Strukturformel for bensylpenicillin.
Brenton Horne, Creative Commons.

Olika penicilliner skiljer sig at avseende vilken sidokedja de har (Prescott, 2013a). Sidokedjan
avgdr penicillinets antibakteriella spektrum samt hur kénslig den dr for betalaktamaser.
Betalaktamaser dr enzymer som produceras av vissa bakterier och som bryter ned
betalaktamantibiotika, och bakterier som producerar betalaktamaser dr ddrmed resistenta mot
bensylpenicillin. Denna typ av resistens forekommer bland annat hos Staphylococcus aureus.
Vissa andra penicilliner dr mer eller mindre stabila for betalaktamaser, till exempel temocillin.
En annan resistensmekanism dr methicillinresistens som @ven den forekommer hos S. aureus
(MRSA). Bakterier som dr methicillinresistenta klassas som resistenta mot alla
betalaktamantibiotika.

Beredningsformer av bensylpenicillin

Som tidigare ndmnts finns tva olika former av bensylpenicillin godkdnda till hist i Sverige:
pc-na och pc-prok (Lakemedelsindustriféreningens Service AB, 2011a; 2011b). Pc-na ges
intravendst och administreras diarfor endast av veterinédr och djursjukskoétare. Eftersom T, dr
kort rekommenderas att pc-na ges 3-4 ganger om dagen (Horspool & McKellar, 1995;
Giguere & Afonso, 2013).



Pc-prok ges intramuskulért och kan ddrmed ges av djurdgaren. Pc-prok &r ett svarlosligt salt
av prokain och bensylpenicillin (Sullivan et al., 1948: se Tobin et al., 1977b). Vid
intramuskuldr injektion dissocierar saltet 1dngsamt, varpd substanserna absorberas till blodet.
Detta l&ngsamma upptag forldnger Ty, avsevért, vilket gor att administrering en gang om
dagen vanligen ér tillrdckligt. Den l&ngsamma absorptionen gor dven att Cpax blir ldgre dn for
pc-na. Prokain &r dven ett lokalanestetikum, vilket minskar smérta vid injektionsplatsen. Pc-
prok ér alltsd pd manga sdtt mycket anvindbart. Tvd olika preparat av pc-prok finns
registrerade  for  hdst 1  Sverige: Penovet® vet. och  Ethacilin®  vet.
(Lakemedelsindustriféreningens Service AB, 2011a; 2011c¢).

Penicillin ldmpar sig inte for peroral administrering till hist (Prescott, 2013a). Den orala
biotillgingligheten for bensylpenicillin dr 18g och att risken for gastrointestinala biverkningar
i form av kolik och diarré &r stor (Baggot et al., 1990; Horspool & McKellar, 1995). Den léga
orala biotillgéngligheten beror delvis pa att bensylpenicillin dr kénsligt for syra, och bryts ner
i den sura miljon i magsidcken (Prescott, 2013a). Fenoximetylpenicillin, eller penicillin V, ar
ddremot syrastabilt (Plumb, 2011). Det krdvs dock hoga doser samt att hidstarna fastas innan
givan for att uppna tillrdckligt hga plasmakoncentrationer (Schwark et al., 1983; Ducharme
et al., 1983). Fenoximetylpenicillin finns inte registrerat for anvindning till djur 1 Sverige.

Biverkningar

Penicilliner &r generellt sett sdkra ldkemedel och har ett brett terapeutiskt fonster (Prescott,
2013a). Det forekommer dock biverkningar. Hos héstar ses bland annat allergiska reaktioner
mot penicillin (urtikaria, angioddem eller anafylaktisk chock) och lokala reaktioner vid
injektionsplatsen vid intramuskuldr injektion (Tjdlve, 1997; Olsén et al., 2007; Prescott,
2013a). I enstaka fall har immunmedierad hemolytisk anemi hos hist associerats med
penicillinbehandling, men orsakssambandet dr inte helt klarlagt (Blue et al., 1987; Step et al.,
1991, Kendall & Pringle, 2014). Aven antibiotikainducerad diarré forekommer vid
behandling med bensylpenicillin (Gustavsson, 2004).

Den mest vilkdnda biverkningen dr dock sa kallad penicillinchock (Olsén et al., 2007). Vid
penicillinchock visar hdstarna milda till kraftiga centralnervosa symptom i form av bland
annat rddsla, backande, stegrande, ataxi, muskeldarrningar, vinglighet och kramper. Ibland
faller hésten eller springer in i saker. Symptomen uppkommer vanligen under, eller
omedelbart efter, injektion av pc-prok. Oftast dterhdmtar sig hdsten inom ndgra minuter till en
timme. Dodsfall forekommer men &r ovanligt. Penicillinchock forekommer hos héstar som
behandlas med penicillin for forsta gdngen sé vil som efter manga behandlingar. Olika teorier
har framlagts om orsaken till penicillinchock, men den idag rddande teorin &r att det &r en
toxisk reaktion pd prokainet och inte penicillinet som dr orsaken. Teorin stods av att vid
avsiktlig intravends injektion av prokain eller pc-prok visar héstar liknande symptom som vid
penicillinchock (Tobin et al., 1977a; Chapman et al., 1992). Liknande symptom kan &ven ses
hos ménniskor, hundar och katter (Servan-Schreiber & Perlstein, 2010; Kaplan ef al., 2011).
Begreppet penicillinchock inkluderar vanligen dven den ovanligare anafylaktiska reaktionen
pa penicillinet, d& de delvis liknar varandra kliniskt (Olsén et al., 2007).



Det ar inte kédnt hur vanligt forekommande penicillinchock hos hést dr, men en fingervisning
kan ges av att det under aren 1991-1995 rapporterades 24 biverkningar pa pc-prok till
Likemedelsverket, varav 7 dodsfall (Tjdlve, 1997). Sannolikt &r att ménga mildare incidenter
inte rapporteras, dd en studie samlade rapporter om 59 svenska hdstar som reagerat pa
bensylpenicillin under aren 2003-2005, varav endast en dog (Olsén et al., 2007). Av dessa 59
héstar hade tva fatt pc-na eller —kalium, medan 6vriga hade fitt pc-prok. Den hdst som dog
hade fétt pc-prok. Av de som fétt pc-prok reagerade tvd med hudreaktioner, ovriga visade
centralnervosa symptom som stdmmer vdl Overens med prokaintoxicitet. Detta ger en
indikation om att penicillinchock ér ett stort och allvarligt problem.

I histplasma hydrolyseras prokain snabbt till icke toxiska metaboliter (Tobin ef al., 1977b).
Den snabba inaktiveringen forklarar varfor symptomen pd prokaintoxicitet gér over relativt
snabbt, och dven varfor intramuskulér injektion av pc-prok normalt inte ger symptom. Troligt
ar att symptom uppstdr ndr hela eller delar av dosen oavsiktligt injiceras intravendst
(Chapman ef al., 1992, Olsén et al., 2007). Vid intramuskulér injektion 18ses bensylpenicillin-
prokain-saltet 1dngsamt upp i muskeln varefter prokain och bensylpenicillin nér cirkulationen
dér prokainet hydrolyseras av esteraser (Tobin et al., 1977a; 1977b). Prokainkoncentrationen i
plasma blir dirmed inte s& hog att den ger toxiska symptom. Vid intravends injektion stiger
daremot koncentrationen snabbt till en hog niva. Det anses darfor viktigt att noggrant aspirera
innan pc-prok injiceras intramuskuldrt, och byta injektionsplats om blod ses i sprutan. En
annan mdjlig forklaring dr att pc-prok med en hog andel 16sligt prokain, till exempel efter
forvaring 1 hog temperatur, gor att prokainet snabbare tas upp vid intramuskuldr injektion
(Chapman et al., 1992). Allvarlighetsgraden av prokaintoxicitet hos hést dr dosberoende
(Tobin et al., 1977a; Chapman et al., 1992). Olsén et al. (2007) har visat att histar som har
haft en penicillinchock har signifikant ldgre aktivitet de esteraser som hydrolyserar prokain i
plasma @n hdstar som har behandlats med pc-prok utan biverkningar. Dock &r variationen stor
inom bdda grupperna, vilket gor att esterasaktiviteten inte ensam kan forklara vilka héstar som
riskerar att drabbas av penicillinchock.

For att komma runt problematiken med prokaintoxicitet och samtidigt behalla fordelarna med
intramuskuldr injektion har forsok gjorts att ge pc-na intramuskulért (Olsén et al., 2013). Vid
en dos av 15 mg/kg, q 12 h ger detta tillfredstéllande plasmanivier for att behandla vanliga
patogener hos hést. Tyvidrr visar dock héstarna kraftiga tecken pa smaérta strax efter
injektionen samt svullnad och smaérta vid injektionsplatsen, och behandlingsregimen kan
darfor inte rekommenderas ur djurvidlfirdsperspektiv. Intramuskuldr injektion av
bensylpenicillin utan prokain orsakar mer smérta dn pc-prok dven hos ménniskor (Harari et
al., 1988).

Farmakokinetik och farmakodynamik

Farmakokinetik (PK) undersoker koncentration-tidsforloppet av absorption, distribution,
metabolism och elimination av ldkemedel (“vad kroppen goér med likemedlet”).
Farmakodynamik (PD) &r studiet av de biokemiska och fysiologiska effekterna av likemedel,
samt deras verkningsmekanismer (’vad likemedlet gér med kroppen”). En fOrstéelse for



dessa, bade generellt och specifikt for aktuellt ldkemedel, &r centralt for all
lakemedelsforskning.

Nér det giller PK/PD for antibiotika har vi fordelen att kunna relatera en
lakemedelskoncentration (PK) till effekten pa patogenen som man avser avddda (PD)
(Drusano, 2004). Den PD-parameter som anvinds dr MIC. MIC &r den ldgsta koncentrationen
av ett antibiotikum in vitro som himmar tillvixten av den aktuella bakterien. MIC varierar
mellan bakteriearter och &ven mellan olika isolat inom en art. De flesta bakterier dr
extracellulira och det 4r antibiotikakoncentrationen i den extracelluldra vétskan pa
infektionsplatsen som &r avgorande for effekten in vivo. Den icke proteinbundna (fria)
plasmakoncentrationen (fC) har visat sig vara ett valfungerande surrogat for koncentrationen i
extracelluldr vétska (Mouton et al., 2008). Detta gor att man vanligen relativt framgangsrikt
kan forutsdga hur effektiv en antibiotikadosering kommer att vara genom att administrera
lakemedlet till friska individer och ta frekventa blodprover for att maéta
plasmakoncentrationen. Det ska dock inte gldommas bort att PK varierar mellan olika individer
(Drusano, 2004). Djurets alder, njurfunktion, kén, hilsotillstind med mera kan paverka. Aven
nér alla dessa faktorer har tagits hdnsyn till kvarstar en viss variation mellan olika individer.
Diarfor bor man inte bara ta hdnsyn till medelviardet av PK-parametrar, utan dven hur
spridningen mellan olika individer ser ut. Annars finns risken att en dosering rekommenderas
som bara ger tillrdckligt hg plasmakoncentration hos en del av populationen.

PK/PD-index

Nér PK och PD for antibiotika integreras far man ett PK/PD-index, som kan anvindas for att
forutsdga hur effektiv en viss dosering kommer att vara for att bekdmpa en infektion. Vilken
typ av PK/PD-index som dr ldmpligast varierar mellan olika antibiotikaklasser.
Bensylpenicillin och andra betalaktamantibiotika dr tidsberoende, vilket innebér att tiden over
MIC (T > MIC) ér det index om fungerar Overldgset bédst (Drusano, 2004). Eftersom det
endast dr den fria plasmakoncentrationen som dr farmakologiskt aktiv anvénds uttrycket /T >
MIC, som vanligen uttrycks som en procentandel (den tid under 24 h da den fria
plasmakoncentrationen Overstiger bakteriens MIC). Hur stor fT > MIC bor vara dr
omdiskuterat och varierar bland annat mellan olika bakterier, varddjur och infektionsplatser
och vad det kliniska malet dr (6verlevnad, bakteriostatisk eller baktericid effekt, minimerad
resistensutveckling med mera) (Martinez et al., 2013). Generellt dr dock flera forfattare
overens om att fT > MIC for betalaktamer bor vara minst ca 30-50% (Drusano, 2004;
Adembri & Novelli, 2009; MacGowan, 2011; Martinez et al., 2013). Tidigare har det
foresprékats att /T > MIC ska vara minst ca 40-80% (Burgess, 1999; Toutain et al., 2002).

Bensylpenicillinprokainets farmakokinetik hos hast

Bensylpenicillin kombinerades med prokain for intramuskuldr administration till hastar redan
pa 1940-talet for att forléinga T, och dirmed doseringsintervallet (Doll ef al., 1948). Det dr
absorptionshastigheten och inte eliminationen som begriansar T, for pc-prok (“flip-flop-
fenomen”).



Plasmakoncentration-tidsprofilen efter intramuskulér injektion

Flera studier av plasmakoncentration-tidsprofilen av bensylpenicillin efter intramuskuldr
injektion av pc-prok har gjorts. De flesta &r frdn 1980- och 1990-tal eller dldre och anvinder
gamla analysmetoder, ofta mikrobiologiska, for att faststdlla antibiotikakoncentrationen i
plasma. Alla har inte heller hanterat blodproverna helt sterilt och med fullgod kylning, {for att
minska risken att betalaktamaser ska bryta ner penicillinet innan proverna analyseras (Wiese,
1989).

Medelvirdet av tiden till maximal koncentration (Tm.x) har visats vara mellan 3 och 4,6 h
(Stover et al., 1981; Franklin et al., 1989; Firth et al., 1990; Ensink et al., 1996; Uboh et al.,
2000). Med dosen 20 000 — 22 000 IU/kg eller 20 mg/kg (1 mg pc-prok = 900-1050 U
(Plumb, 2011)) varierar medelvérdet av Cyax mellan 1,42 och 2,06 ug/ml (Stover et al., 1981,
Sullins et al., 1984; Franklin et al., 1989; Uboh et al., 2000; Lindberg, 2009). Det finns fa
rapporter om AUC. Uboh et al. (2000) bestimde AUC_3¢h till 38,7 h-ug/ml (spann 34,6-59,4
h-ug/ml) och Lindberg (2009) bestimde AUCy. till 23,3 - 27,9 h-ug/ml. I dessa forsok har
pc-prok givits som en enstaka dos. Medel av Cpi, 24 h efter samma enskilda dos varierar
mellan 0,17 och 0,42 ug/ml (Stover et al., 1981; Sullins et al., 1984; Franklin et al., 1989;
Lindberg, 2009). T,/ har visats vara i genomsnitt 8-14 h (Firth et al., 1986; Franklin et al.,
1989; Firth et al., 1990; Lindberg, 2009), men dven betydligt ldngre T;, finns rapporterat:
19,7 respektive 24,7 h (Love et al., 1983; Uboh et al., 2000).

Firth et al. (1986) visade i en studie att injektionsplatsen vid intramuskulér injektion av pc-
prok spelar viss roll for biotillgéngligheten och andra PK-parametrar. Medelvérdet for
biotillgéngligheten (0-72 h) var 78-100% for olika injektionsplatser. Injektion 1 M. serratus
ventralis cervicis (lateralt pa halsen) gav hogst biotillgdnglighet av de fyra intramuskuldra
injektionsplatser som undersoktes, och édr dven den som vanligen anvinds 1 Sverige. Subkutan
injektion gav signifikant ldgre biotillgédnglighet @n injektion i halsmuskulaturen. Pc-prok &r
inte registrerad for subkutan anvdndning till hést i Sverige (Ldkemedelsindustriféreningens
Service AB, 2011a; 2011c¢). Franklin et al. (1989) visade att Cyax, Tmax, AUC och T, inte
paverkades av om dosen ges som en stor intramuskulér injektion i halsmuskulaturen eller
uppdelad i mindre mingder pa flera injektionsplatser 1 halsmuskulaturen.

Proteinbindningsgrad

For att berdkna fC behover man kénna till ldkemedlets plasmaproteinbindningsgrad.
Bensylpenicillins proteinbindningsgrad i héstplasma har bestédmts till 52-64% i olika studier
(Keen, 1965; Diirr, 1976; Firth et al., 1986; 1990; Olsén et al., 2013). For berdkningar i denna
studie har viardet 62.8% + 1,8% (Olsén et al., 2013) anvénts, eftersom Olséns studie utfordes
pa delvis samma hédstar som denna, samt att Olsén er al. har tagit hidnsyn risken for
nedbrytning av penicillin av betalaktamaser genom att hantera proverna sterilt och i kyla.

Doseringsrekommendationer

I produktresumén for Penovet® vet. och Ethacilin® vet. i FASS® vet. 2015 anges att
normaldosen pc-prok till hdst dr 20 mg/kg intramuskuldrt en gang dagligen



(Lakemedelsindustriféreningens Service AB, 2011a; 2011c). Dosen anges dven som 7 ml/100
kg (300 mg/ml), vilket i praktiken blir 21 mg/kg. Behandlingstiden rekommenderas vara
minst 3 dagar. I en studie var detta dven den dosering som oftast anvints vid fall av
biverkningar pé pc-prok i Sverige (Olsén et al., 2007).

Flera forfattare rekommenderar ungefar samma dos som FASS® vet. 2015 (Sullins ef al.,
1984; Firth et al., 1986; Franklin et al., 1989). Andra rekommenderar tva gdnger om dagen av
ungefiar samma dos eller en hogre daglig dos (Brown et al., 1984; Love et al., 1983; Giguere
& Afonso, 2013; Giguére, 2015). Rekommendationer sa lagt som 12 mg/kg en ging dagligen
forekommer (Ensink et al., 1996). Vissa forfattare ndmner att behandlingen kan eller bor
startas med en injektion av penicillin utan prokain, intramuskulédrt eller intravendst, for att
snabbt fa upp plasmakoncentrationen, eller att behandlingen ska kombineras med intravendsa
injektioner eller dosen hojas vid sdrskilt allvarliga infektioner. I Plumb’s Veterinary Drug
Handbook (2011) rekommenderas att pc-prok ges tva ganger per dygn (fyra génger till f6l)
med dosen 20 000 — 50 000 IU/kg (ca 20-50 mg/kg).

MIC for vanliga patogener hos hast

I tabell 1 redovisas MIC-virden av bensylpenicillin for tre i Sverige vanligt forekommande
patogener hos hist. Materialet bakom tabellen kommer frdn Statens Veterindrmedicinska
Anstalts (SVA) rutindiagnostik for diagnostiska prover frén hést och bor sdledes representera
laget i Sverige relativt vil.

Tabell 1. Fordelning av MIC (ng/ml) av bensylpenicillin for tre bakteriearter (isolat fran hdst)

Fordelning av MIC, antal isolat (procentandel)

Totalt
antal <30 60 120 250 500 1000 >1000
Bakterieart isolat ng/ml  ng/ml  ng/ml ng/ml  ng/ml ng/ml ng/ml
Betahemolyserande 367 366 1
streptokocker” (99,7%)  (0,3%)
Staphylococcus 143 100 41 2
aureus™ (70%)  (27%)  (1%)
=< 120°
Actinobacillus 7 6 11 7 3
equuli’ (22%)  (41%)  (26%) (11%)

“ : Ej penicillinasbildande

b : Diagnostiska prover fiin hiist analyserade vid SVA under mars-november 2015, opublicerade
uppgifter (Greko, C., SVA, pers. medd., 2015-11-25)

“: Diagnostiska prover fran hdst analyserade vid SVA under 2012-2014 (Likemedelsverket, 2015)
- Kansligheten hos analysmetoden for A. equuli gir endast ned till 120 ng/ml

Exempel pd betahemolyserande streptokocker dr Streptococcus equi subspecies equi som
orsakar kvarka, och S. equi subspecies zooepidemicus som forekommer 1 lagt antal hos friska
histar, men som kan orsaka luftvigsinfektioner. S. delphini och Ovriga koagulaspositiva



stafylokocker (ej penicillinasbildande) har likt S awreus MIC =< 120 ng/ml
(Lakemedelsverket, 2015). De flesta anaeroba arter har &ven de MIC = 120 ng/ml, undantaget
Bacteroides fragilis-gruppen dér de flesta ar resistenta. 4. equuli kan bland annat missténkas
vid septikemi hos {6l (Layman et al., 2014). A. suis-like och 6vriga 4. spp har en MIC-
fordelning som liknar A. equuli (Likemedelsverket, 2015). Pc-prok anses inte ldmpligt for
behandling av infektion med Actinobacillus spp. pd grund av deras hoga MIC, utan intravends
behandling med pc-na dr lampligare (Likemedelsverket, 2015).

MATERIAL OCH METODER

Hastar

Atta friska varmblodiga travare anvindes, varav sju ston och en valack. Histarna tillhérde
Institutionen for kliniska vetenskaper, SLU, Uppsala. Aldern var 13-23 &r och vikten var 474
—599 kg.

Histarna utfodrades med hosilage och kraftfoder enligt sina vanliga rutiner, med visst tillskott
av extra hosilage 1 samband med beteendeobservationer fore och efter injektionerna. De holls
i individuella boxar med automatiska vattenkoppar. Héastarna hade tillgang till daglig
utevistelse i1 hage, utom den fjarde forsoksdagen dé tdta blodprover togs ur permanent
venkateter. Denna dag motionerades de istéllet genom att tas pa promenader.

Forsoket var 1 forvdg granskat och godkint av Djurforsoksetiska ndmnden i Uppsala
(C173/14).

Forsoksupplagg

I samband med forsoket undersoktes dven pc-na med lidokain och adrenalin (pc-lido) som
intramuskuldr injektion. Pc-lido-delen av forsoket presenteras i en annan uppsats (Grossman,
2016). Forsoket gjordes 1 tvd omgéngar med en cross-overdesign. 1 den forsta omgéngen
slumpades varje hdst att behandlas antingen med pc-prok eller pc-lido. Det preparat som
anvindes av pc-prok var Penovet® vet. (Boehringer Ingelheim Vetmedica, Malmo, Sverige,
300 mg/ml. Hjilpdmnen: dinatriumfosfatdihydrat, povidon, lecitin, karmellosnatrium,
polysorbat 80, metylparahydroxibensoat (E 218), propylparahydroxibensoat (E 216) och
vatten for injektionsvétskor). Pc-lido bereddes enligt foljande: 3 gram bensylpenicillin 16stes i
5 ml sterilt vatten och 5 ml lidokain med adrenalin (Bensylpenicillin® Meda, Meda, Solna,
Sverige, innehdll: 3 g (5 milj IE) bensylpenicillinnatrium; Sterilt vatten Fresenius Kabi,
Fresenius Kabi, Uppsala, Sverige; Xylokain® adrenalin, AstraZeneca, Sodertdlje, Sverige,
innehall 1 ml: lidokainhydroklorid 10 mg, adrenalin 5 ug, hjélpdmnen: natriumklorid,
natriummetabisulfat, metylparahydroxybensoat (E218), saltsyra/na-hydroxid, vatten {or
injektionsvétskor). I omgang tva behandlades héstarna med motsatt preparat. Wash out-
perioden mellan omgangarna var 8 veckor.

Histarna medicinerades intramuskulért i fyra dagar vid varje forsokstillfdlle. Dosen pc-prok
var 21 mg/kg kroppsvikt (7 ml/100 kg) en gdng dagligen (q 24 h), totalt fyra injektioner. Detta
motsvarar 11,9 mg rent bensylpenicillin/kg. Dosen pc-lido var motsvarande 7,5 mg pc-na/kg
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(2,5 ml/100 kg) tvd ginger dagligen (q 12 h), totalt sju injektioner. Volymen av
lakemedelslosningen avrundades till ndrmsta hela ml.

Injektionerna gjordes i halsmuskulaturen, omvéxlande pa hoger och vénster sida och pa tre
olika genom rakning markerade platser pé var sida (se figur 2). Kanylerna som anvéndes for
administrering av pc-prok var 18 G (rosa, 1,2 mm x 40 mm, Microlance™ 3, Becton,
Dickinson and Company Limited, Drogheda, Co. Louth, Irland). Om injektionsvolymen
oversteg 20 ml riktades kanylen om efter injektion av de forsta 20 ml. Aspiration gjordes
innan injektionen pébdrjades samt efter att kanylen riktats om. Om blod sags vid aspiration
byttes kanyl och injektionsplats.

Figur 2: Injektionsplatser lateralt pd halsen (Grossman, 2015, publicerat med tillstind).

Under forsokets ging togs upprepade blodprover for analys av bensylpenicillin. Aven
beteendeobservationer gjordes i samband med injektionerna for att uppticka tecken pa smérta
och injektionsplatserna undersoktes kliniskt. Data fran dessa undersokningar &r dock dnnu
inte analyserade.

Blodprov

Tidpunkter da blodprover togs i timmar fran forsta injektionen var 0 (fore forsta injektionen),
12, 24, 36, 48, 60, 72, 72,25, 72,5, 73, 74, 75, 77, 80, 84, 96, 108 och 120. Detta innebér att
blodprover togs innan varje injektion och 12 h efter forsta till tredje injektionen. Efter
forsokets sista (fjarde) injektion togs prov 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 5, 8, 12, 24, 36 och 48 h efter
injektionen.

Allt arbete med blodproverna gjordes med steril teknik. Blodprover togs med vacutainer ur
jugularvenen pd motstdende sida frdn den senaste injektionen (0,9x38mm, BD Vacutainer®,
Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA). Dagen innan den sista injektionen
anlades en permanent venkateter med aseptisk teknik i ena sidans jugularven (14Ga, 13cm
Milacathe, Mila International Inc., Erlanger, USA). Dérur togs resterande blodprover.
Omradet hade rakats i1 forvdg och lokalbeddvningskram hade applicerats (Emla®, Astra
Zeneca, Sodertélje, Sverige, 25 mg/g lidokain och 25 mg/g prilokain). Innan varje
provtagning togs 10-20 ml blod ur katetern for att tomma ut det som lag i katetern, och efter
varje provtagning spolades katetern med 10-20 ml natriumkloridldsning (Natriumklorid,
Fresenius Kabi, Uppsala, Sverige, 9 mg/ml).



Alla blodprover togs i (med vacutainer) eller overfordes aseptiskt till (vid provtagning ur
venkatetern) forkylda heparinror och forvarades i isvatten tills de centrifugerades (1500 g, 10
minuter, 4°C). Plasma avskildes till forkylda sterila plastrér och forvarades i -80°C tills de
analyserades.

Analys av bensylpenicillin

Analys av bensylpenicillin i plasma utférdes pa SVA, Uppsala med validerad metod, Liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Léigsta médtbara koncentration av
bensylpenicillin var 6,4 ng/ml. For ndrmare detaljer kring analysmetoden, se Olsén et al.
(2013).

PK/PD-analys

Microsoft Office Excel (for Mac, version 15.11.2) anvindes for analys av data och
berdkningar.

Halveringstid (T ;)

T, efter sista (fjarde) injektionen berdknades genom att plasmakoncentrationen av
bensylpenicillin plottades mot tid i ett log-lin-diagram. En exponentiell regressionslinje
anpassades av  programmet till de mitvirden som foljde en rdt linje.
Eliminationshastighetskonstanten () anvindes for att rikna ut T;/, enligt ekvation 1.

(Ekv. 1)

In = den naturliga logaritmen

Ci2n och minsta plasmakoncentrationen (C,;,)

Vid négra tillfillen avvek tidpunkten for provtagning vid 12 h (Ci2n) och 24 h (Cyin) efter
varje injektion ndgot fran den planerade. Viardet for Cjz, och Cyin berdknades dé med hjilp av
ekv. 2.

At
— . T
Cth/min - Cprov 0'5 1/2

(Ekv. 2)

Cprov = uppmiitt koncentration, At = differens mellan provtagningstidpunkt och planerad
provtagningstidpunkt, T}, = halveringstid

Area under curve (AUCy.241)

AUC .24 1 vid steady state (efter sista injektionen) berdknades med trapetsmetoden (ekv. 3).



- (- t) (G + C)
AUCy_pap = z O (Ekv. 3)

i=0,j>i
t; = tid vid j-provet (det andra i intervallet), t; = tid vid i-provet (det forsta 1 intervallet), C; =
koncentration i i-provet, C; = koncentration 1 j-provet.

Fri plasmakoncentration (fC)

fC berdknades med proteinbindningsgrad 62,8% (Olsén et al., 2013).

Tiden éver MIC (fT > MIC)

Tre vanligt forekommande patogener hos héstar i valdes ut for att representera
penicillinkdnsliga bakterier som ofta behandlas med antibiotika: betahemolyserande
streptokocker, S. aureus och A. equuli. Se litteraturdversikt for dessa bakteriers MIC-
fordelningar. For S. aureus och A. equuli valdes deras hogsta uppmaétta MIC att representera
arten (120 respektive 1000 ng/ml). Fér betahemolyserande streptokocker valdes 30 ng/ml.

fT > MIC réknades ut for MIC 120 (S. aureus) och 30 ng/ml (betahemolyserande
streptokocker) enligt foljande metod.

fC efter sista injektionen plottades mot tid i ett log-lin-diagram. En exponentiell
regressionslinje (ekv. 4) anpassades av programmet till de métvirden som foljde en rit linje
(pa samma sétt som vid berdkning av T} .).

y = aeP* (Ekv. 4)

y = regressionslinjen (dvs. fC vid tid x), a = tinkt fC vid tid 0, e = basen for /n (ca 2,72), p =
eliminationshastighetskonstanten, x = tid

Genom att sitta y till aktuellt MIC-varde kunde tiden (x) d& fC sjonk under MIC riknas ut
(ekv. 5):

0/
B

(Ekv. 5)

Tiden da fC steg 6ver MIC sattes till 0 h. For att fa fram /T > MIC i % delades tiden (x) med
dosintervallet 24 h.

Ovanstdende metod kunde inte anvéndas for fT > MIC 1000 ng/ml (4. equuli), eftersom fC
endast dversteg 1000 ng/ml innan 8 h (och hos tre héstar aldrig), vilket var innan métvardena
borjade folja regressionslinjen. fT > MIC uppskattades istdllet ur fC-tid-grafen (log-lin) med
ca 0,5 h noggrannhet.



RESULTAT

Tidsprofilen for den fria plasmakoncentrationen efter sista (fjirde) injektionen illustreras i
figur 3. Koncentrationen hos en hist (hdst 8) avvek med betydligt ldgre virden &n de andra
histarna vid prov 12, 36 och 48 h efter sista injektionen. Provet vid 24 h var i linje med de
andra histarna. De avvikande proverna visas i figur 3, men utesldts frin berdkningar och
ovriga figurer pa grund av att de troligen var felaktiga.
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Figur 3: fC efter sista injektionen pc-prok (21 mg/kg, dosintervall 24 h) for alla dtta hdstar, i relation
till MIC 30, 120 och 1000 ng/ml. Héist 8 hade avvikande virden vid 12, 36 och 48 h (viirdet vid 48 h
var ej mdtbart, det vill sdiga <6,4 ng/ml).



Farmakokinetik

I tabell 2 presenteras de PK-parametrar som bestdmdes. Cnin var i genomsnitt 456 ng/ml.
Medel av Chax var 2656 ng/ml och Tmax nédddes 1 genomsnitt fyra h efter injektion. Ty, var i
genomsnitt 11,36 h. Medel av AUCq_p4n var 33330 h-ng/ml.

Regressionslinje for berdkning av Ty, och fT > MIC kunde anpassas vil till métvirden vid 8-
48 h (fem prover) efter sista injektionen hos 7 av histarna (R* = 0,927-0,999). For hist 8
anvindes istdllet métvarden vid 5, 8 och 24 h (R2 = 0,999), eftersom proverna vid 12, 36 och
48 h var kraftigt avvikande fran de andra héstarna.

Tabell 2. Farmakokinetiska parametrar berdknade frdan plasmakoncentrationen av bensylpenicillin
hos alla dtta hdstar. Héstarna injicerades intramuskuldrt med pc-prok (21 mg/kg) vid tidpunkterna 0,
24, 48 och 72 h.
Cuin24h  Cumingsh Cmin72h Cmindéh Crmintot  Cmax  Tmax  T1z AUCp24n
Hist (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (h) (h)  (h'ng/ml)

HI 466 566 510 576 531 1692 3 1824 25365
H2 412 440 497 433 446 2749 3 11,55 31515
H3 330 269 440 399 359 2627 3 11,75 32916
H4 318 677 503 489 497 3018 5 8,56 34947
H5 334 515 436 398 421 2775 3 14,75 27645
H6 388 464 607 712 543 2944 5 9,50 46035
H7 335 301 224 290 288 2173 5 9,63 23694
H8 431 728 589 496 561 3267 5 693* 44522
Medel 377 495 476 474 456 2656 4 11,36 33330

+SD 56 163 119 128 126 503 1,1 3,64 8293
Conin: Minimal plasmakoncentration vid 24 h efter varje injektion (omedelbart innan ndsta injektion)
och totalt (det vill sdga medelvirde av de fyra proverna), Cy.. maximal uppmditt
plasmakoncentration, T, tid fran injektion till Cy., T1,: halveringstid (berdknad pd fem mdtvirden,
8-48 h efter injektion), AUC.,4 : area under curve 0-24 h efter injektion, *: berdknad pd endast tre
mdtvdrden. C,;, baseras pd vdrden efter varje injektion, medan 6vriga parametrar baseras pd
mdtningar efter den sista injektionen.

Tiden over MIC (fT > MIC)

ST > MIC efter sista injektionen pc-prok for samtliga héstar presenteras i tabell 3. Fér MIC 30
ng/ml (Betahemolyserande streptokocker) och 120 ng/ml (S. aureus) var medel 231%
respektive 136% och samtliga hdstar hade fT > MIC &ver 100%. For MIC 1000 ng/ml (4.
equuli) var medel 6% och 3 av 8 histar hade aldrig fC 6ver 1000 ng/ml.



Tabell 3. Tiden 6ver MIC (fT > MIC ) hos de dtta héstarna efter sista injektionen pc-prok (21 mg/kg, q
24 h)

ST >MIC (%)
MIC 1000 ng/ml  MIC 120 ng/ml MIC 30 ng/ml
Actinobacillus Staphylococcus Betahemolyserande

Hiist equuli aureus streptokocker
H1 0 178 330
H2 2 136 232
H3 0 144 242
H4 4 123 194
H5 4 132 255
H6 21 152 231
H7 0 106 187
HS 19 118 176
Medel 6 136 231
+SD 9 22 49

(procentenheter)

I figur 3 illustreras hur fC vid 12 h (fC)n) respektive 24 h (fCpin) efter varje injektion forhaller
sig till olika MIC-védrden. Fér MIC 30 ng/ml var fT > MIC alltid minst 100%. Fér MIC 120
ng/ml var fT > MIC alltid 6ver 50%. Vid 5 av 32 miittillfillen var fCpin nagot ldgre dn 120
ng/ml, det vill sdga fT > MIC var inte alltid 6ver 100% for MIC 120 ng/ml (tabell 3 visar
ST>MIC endast efter sista injektionen och berdknad pd regressionslinjen). For MIC 1000
ng/ml var fT > MIC aldrig dver 50%.

1000 = MIC 1000
° ‘ °
! ! s § : . * Hastar
° . ¢ ‘ ‘ i
100 ¢ ' «— MIC120
€
~
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£ MIC 30
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Figur 3: Fria plasmakoncentrationen (fC) efter halva doseringsintervallet (fC,2,) samt omedelbart
innan ndsta injektion (fC;,) for alla atta héstar, i relation till olika MIC-vdirden.
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DISKUSSION

Efter intramuskulédr injektion av pc-prok till hdst var plasmakoncentration-tidsprofilen av
bensylpenicillin mer &n tillrickligt hog for att behandla infektion med flera vanliga
penicillinkdnsliga patogener, dock ej Actinobacillus spp. Ingen hist blev sjuk eller fick nagra
allvarliga biverkningar under studien. Resultaten &r till stor del Overensstimmande med
tidigare forskning, men vissa skillnader finns.

Hist 8 hade avvikande mitvdrden med betydligt 14gre koncentrationer dn de andra héstarna
vid 12, 36 och 48 h efter sista injektionen. Vérdet vid 48 h var ej métbart, det vill sdga < 6,4
ng/ml. Vid 24 h var médtvérdet liknande de andra histarna. Det &r svart att sdga varfor dessa
prover har blivit s avvikande, men troligt &r att det representerar ndgot fel i provhanteringen
eller analysen. Det &r inte troligt att plasmakoncentrationen hos hdsten skulle sjunka kraftigt
till 12 h och sedan stiga igen till 24 h. Dérfor uteslots de avvikande métvirdena fran
berdkningar, vilket gor att T;, endast baseras pd tre métviarden for hist 8. Detta dr olyckligt
men alternativet hade varit att helt utesluta histen frén studien. Det bedomdes vérdefullt att
behélla histen i studien med tanke pé att antalet forsoksdjur redan var begrinsat.

Plasmakoncentration-tidsprofil

Tmax ndddes efter 4 £ 1,1 h vilket stimmer vél dverens med tidigare forskning (3 - 4,6 h)
(Stover et al., 1981; Franklin et al., 1989; Firth et al., 1990; Ensink et al., 1996; Uboh et al.,
2000).

Cmax kan inte riktigt jimforas med tidigare forsok eftersom det uppmaittes efter fyra dagars
behandling, da steady state hade uppnétts, medan tidigare forsok har gjorts pa en enstaka dos.
Tidigare forsok med motsvarande dosering har visat att Cpax dr 1 genomsnitt 1,42 - 2,06 ug/ml
(Stover et al., 1981; Sullins ef al., 1984; Franklin et al., 1989; Uboh et al., 2000; Lindberg,
2009). Cpnax vid steady state var hogre: 2,7 = 0,5 ug/ml. Det ar logiskt att Cpax vid steady state
blir hogre @n efter en enstaka dos. Olika beredningsformer kan ocksé pdverka Cpax. I de flesta
forsok, inklusive detta, har blodprov tagits med 1-2 h intervall vid tiden for Cpax vilket
innebér att den sanna Cp,x kan intrdffa bade tidigare och senare &n vad som uppmits. Dock
bor paverkan av denna faktor begrénsas av att upptaget dr langsamt och T/, lang.

Cmin 24 h efter forsta injektionen var 0,38 + 0,06 ng/ml, vilket dr i linje med tidigare
forskning. Studier med motsvarande dosering har funnit att plasmakoncentrationen 24 h efter
en injektion dr i genomsnitt 0,17 - 0,42 ug/ml (Stover et al., 1981; Sullins et al., 1984;
Franklin et al., 1989; Lindberg, 2009). Cuintot (genomsnitt av alla Cy,;,) var ca 0,46 = 0,13
ug/ml, det var alltsd ndgot hogre dn efter forsta injektionen men skillnaden var inte sérskilt
stor. Den enda tidigare studie som redovisar Cp, efter 4 dagars behandling ar Sullins et al.
(1984), som fann att den da var i genomsnitt 0,4 ug/ml vilket inte avviker avsevért frdn vara
resultat.

Ty var i genomsnitt 11,4 + 3,6 h, vilket stimmer mycket vdl med majoriteten av tidigare
forskning dér T, varit i genomsnitt 8-14 h (Firth ez al., 1986; Franklin et al., 1989; Firth et
al., 1990; Lindberg, 2009). Ett par forsok har dock visat betydligt langre T;: 19,7 respektive
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24,7 h (Love et al., 1983; Uboh et al., 2000). Variationer i beredningsformen, tex olika
hjélpdmnen, kan ha stor betydelse for T;,. En bidragande orsak till skillnaden kan dven vara
hur man véljer att berdkna T,. I var studie berdknades den pd en regressionslinje av
métviarden 8-48 h efter den sista injektionen (hos alla héstar utom hist 8). Det fanns en
tendens 1 resultatet att plasmakoncentrationen sjonk langsammare ju ldngre tiden gick. Hade
T\, istéllet berdknats pa tiden 24-48 h sa hade den blivit langre. Det dr mdjligt att detta mer
korrekt hade atergivit terminala T,,, men med okad risk for osédkerhet dd det endast hade
berdknats pd tre métvirden per hdst. Det bedomdes dven som mer intressant och kliniskt
relevant att aterge T, som géller inom doseringsintervallet dn terminala T, som uppnds forst
efter 24 h. Mojligt dr att den sanna terminala T, inte ens nds inom den tid da blodprover togs,
utan forst senare (Toutain & Bousquet-Mélou, 2004). T, varierade mycket mellan olika
histar. Eftersom den endast kunde berdknas efter den sista dosen (da tillrickligt frekventa
blodprover togs), gar det inte att sdga i hur stor utstrdckning detta representerar en skillnad i
PK mellan olika individer eller om det mer handlar om en slumpmassig skillnad mellan olika
administreringstillféllen.

AUCy.24n vid steady state var var 33,3 + 8,3 h-ug/ml. AUCy.o4n vid steady state ger samma
virde som AUC., efter en enskild dos (Mouton et al., 2005). De flesta tidigare studier
redovisar ¢ AUC. Uboh et al. (2000) bestimde AUCy.3¢n efter enskild dos till 38,7 h-ug/ml
(spann 34,6-59,4) och Lindberg (2009) bestimde AUC,.,, efter enskild dos till 23,3 - 27,9
h-ug/ml (endast tva histar i forsoket). Resultatet i var studie lag alltsa ndgot under Ubohs trots
att Uboh berdknade AUC endast for de forsta 36 h efter en injektion. Ubohs storre AUC
forklaras av den lingre T, som troligen beror pa beredningsformen. Lindbergs resultat ligger
ligre &n vart genomsnitt, men hennes forsok omfattade endast tvd hdstar vars AUC énda
ligger inom spridningen i var studie.

En av de viktigaste faktorerna som bidrar till skillnader mellan olika studier &r sannolikt den
exakta beredningsformen, det vill sdga olika hjélpdimnen och sammansittning av
bensylpenicillin och prokain. Som exempel kan Franklin (1989) och Uboh (2000) jimforas.
Franklin studerade Penovet® Novo. Tyvirr har inte information om eventuella skillnader
mellan Penovet® Novo och Penovet® vet. som anvénds idag kunnat hittas. Franklins resultat
stimmer vil Overens med vara, forutom att Cp,, 1 Franklins studie &r nagot ligre. Uboh
ddremot anvdnde en annan produkt (Procaine penicillin G, Phoenix Pharmaceuticals, St
Joseph, Mo., USA) och fann en betydligt ldngre T} .

En faktor som kan bidra till variation bade mellan individer och olika studier &r att det dr
mycket mojligt att 1dkemedlet fordelas lite olika i muskulaturen vid olika injektionstillfallen.
God genomblédning av  muskulaturen Okar sannolikt upptagshastigheten, och
genomblddningen kan variera med hur mycket hésten ror pa sig, till exempel om den gar i
hage eller inte, och dess hilsotillstind. Aven individuella skillnader mellan histar som alder
och ras skulle kunna ha viss betydelse. Penicillin utsdndras i princip fullstdndigt via njurarna,
men pd grund av flip-flop-fenomenet hos pc-prok paverkas T;, mer av upptagshastigheten
fran injektionsplatsen dn av clearance och distributionsvolym (Toutain & Bousquet-Mélou,
2004). Flip-flop-fenomenet gor ddrmed att variationen i T, mellan djur med olika



njurfunktion troligen blir mindre an for exempelvis pc-na vid intravends injektion. Daremot
kan sdamre njurfunktion gora att plasmakoncentrationen generellt blir hdgre.

En annan faktor kan vara att olika analysmetoder for bensylpenicillin i plasma eller serum
anvints vid olika forsok. De flesta dldre studier anvinder olika former av mikrobiologiska
analysmetoder. Varierande noggrannhet i provhanteringen (sterilitet och kylning) dr en annan
mdjlig orsak till varierande resultat. Nér proverna ej hanteras sterilt finns en risk for
kontamination av betalaktamasproducerande bakterier som bryter ned penicillin och skulle
kunna ge falskt laga analysresultat (Wiese, 1989). I detta forsok gjordes allt arbete med
blodproverna med steril teknik och i kyla for att undvika kontaminering och for att
nedbrytningshastigheten dkar med temperaturen.

Tiden éver MIC (fT > MIC)

ST > MIC efter intramuskulér injektion av pc-prok (21 mg/mg) var mer én tillracklig for god
aktivitet mot ej penicillinasbildande S. aureus (MIC 120 ng/ml) och betahemolyserande
streptokocker (MIC 30 ng/ml) (136% =+ 22 respektive 231% =+ 49 efter sista injektionen).
Samtliga hdstar hade fT > MIC o6ver 100% for dessa MIC ndr den berdknades pa
regressionslinjen efter sista injektionen. Dock hade en hést fCpin ndgot under 120 ng/ml ndr
detta baserades pa faktiska matvirden efter sista injektionen. Vid ytterligare 4 métningar
under forsokets forsta tre dagar hade nagon hast fCpnin ndgot under 120 ng/ml tidigare under
behandlingsperioden. fT > MIC kan alltsé ségas oftast, men inte alltid, vara éver 100% for
MIC 120 ng/ml vid denna dosering.

ST > MIC for 4. equuli (MIC 1000 ng/ml) var mycket 1ag (6% + 9) och for vissa héstar 0%.
Pc-prok kan inte anses 1dmpligt for behandling av 4. equuli, eftersom extremt hoga doser eller
tita dosintervall skulle kravas for tillrackligt stor fT > MIC for manga av isolaten. Andra
Actinobacillus spp. har liknande MIC-fordelning som A. equuli vilket innebér att det generellt
ar olampligt att behandla 4. spp med pc-prok. PK/PD-simuleringar har redan tidigare visat att
intravends behandling med pc-na &r lampligare dn pc-prok vid infektion med A. spp.
(Lakemedelsverket, 2015). Eftersom MIC hos olika isolat av A. equuli varierar mellan < 120
och 1000 ng/ml kan dock pc-prok ha tillrickligt god effekt i enstaka fall ndar bakterien har en
lag MIC for sin art (se litteraturoversikten for fordelning av MIC-vérden). 4. spp. kan
misstankas vid septikemi, framforallt hos f0l, peritonit med okdnd etiologi och
luftvigsinfektioner, men forekommer dven vid infektioner i ben och leder, hud, orofarynx,
reproduktionsorganen med mera (Sveriges Veterindrmedicinska Sillskap, 2013; Layman et
al., 2014). I klinisk praktik bér om mgjligt odling tas fran infektionen for att kunna basera
terapival pd aktuell patogen, MIC-virde och eventuell antibiotikaresistens.

Ingen tidigare studie har hittats i litteraturen som beréknar fT > MIC for pc-prok till hést pd
ett sitt som gor resultaten jimforbara med véra. Med tanke péd att plasmakoncentration-
tidsprofilen av bensylpenicillin &r liknande i de flesta studier, dr det dock troligt att om detta
hade beréknats s& hade resultaten varit likartade.



I detta arbete valdes MIC {or Actinobacillus spp., Staphylococcus spp. och betahemolyserande
streptokocker som representanter for vanliga penicillinkdnsliga patogener hos hist. For
betahemolyserande streptokocker valdes 30 ng/ml att representera arten, trots att ett isolat i
statistiken frdn SVA hade 60 ng/ml, eftersom detta endast representerade 0,3% av proverna
(se litteraturdversikten). Det bedomdes som mer intressant att se hur stor fT > MIC var i
relation till majoriteten av streptokockisolaten. Vad géller A. equuli och S. aureus ar det dven
for dem fa av isolaten som har de hogsta uppmaitta MIC (11% respektive 1%). De hogsta
MIC-virdena valdes dndd som representanter for dem, dels for att andelen isolat med hdoga
MIC var négot storre, dels for att deras MIC dr hogre och dédrmed ér risken for underdosering
storre.

Vid utrdkning av fT > MIC f6r MIC 30 och 120 ng/ml forutsattes att fC var éver MIC redan
nédr sista injektionen gjordes. For alla hdstar utom hidst 7 var fC 6ver 120 ng/ml vid
provtagning omedelbart innan sista injektionen (Cmin72n), och for hist 7 naddde fC Gver 120
ng/ml mycket snart efter sista injektionen.

Generaliserbarhet

Endast étta hastar varav alla vuxna varmblodiga travare anvdndes i forsoket. Det dr svért att
sdga 1 vilken utstrickning resultaten for denna studie kan generaliseras till att gélla andra
histar under andra omstindigheter. Att andra studier av tidsprofilen for
plasmakoncentrationen har fatt liknande resultat stodjer dock att resultaten ar generaliserbara.
En Monte Carlo-simulering utgdende frdn medelvirden och standardavvikelser i denna studie
skulle kunna gdéras for att simulera tidsprofilen for fler héstar.

Flera faktorer kan paverka hur tidsprofilen ser ut for en hist som i kliniken behandlas med pc-
prok. En del av dessa har redan diskuterats i jamforelsen med tidigare forskning. De tva
preparat av pc-prok som finns i Sverige (Penovet® vet. och Ethacilin® vet.) har inte exakt
samma beredningsform och det &r mojligt att tidsprofilen skiljer sig at mellan dem.
Likemedlet kan dven paverkas av forvaring i olika temperaturer. Forvaring i 50 grader under
ett dygn Okar signifikant andelen 16sligt prokain vilket troligen innebér ett snabbare upptag
och didrmed en kortare T, (Chapman et al., 1992). Hog temperatur kan vara ett problem
exempelvis om lakemedlet forvaras i en bil en varm sommardag. Tillverkarna rekommenderar
att bdde Penovet® vet. och Ethacilin® vet. forvaras i kylskap (2-8°C). Aven olika
injektionsplatser spelar roll for absorptionen (Firth ef al., 1986). Brown et al. (1984) visade
att tidsprofilen for plasmakoncentration efter intramuskulér injektion av pe-prok till {61 skiljer
sig ndgot fran vuxna hdstar, med hogre koncentrationer tidigt under forloppet och légre
senare. Brown drar dock slutsatsen att skillnaden inte dr storre &n att samma dos kan ges och
rekommenderar dosen 20 000 IU/kg (ca 20 mg/kg), q 12 h till badde fol och vuxna héstar.
Detta &r att jamfora med 20-21 mg/kg, q 24 h som rekommenderas av tillverkaren av
Penovet® vet. Med en ldgre doseringsrekommendation &n den Brown et al. ger kan skillnaden
mellan fol och vuxna spela storre roll.



Doseringsrekommendation

Hur stor fT > MIC bor vara ér, som tidigare ndmnts, en omdiskuterad friga. Flera forfattare ar
dock overens om att fT > MIC bor vara minst ca 30-50% (Drusano, 2004; Adembri &
Novelli, 2009; MacGowan, 2011; Martinez et al., 2013). Detta innebér att doseringen av pc-
prok antagligen skulle kunna minskas med bibehdllen god aktivitet mot bakterier med MIC
120 ng/ml eller ldgre. Ytterligare forskning dir lidgre doseringar prévas skulle vara intressant.
Om man foljer tumregeln att halverad dos innebér att en T, forloras 1 fT > MIC kan en
ungefirlig fT > MIC for halva dosen berdknas. For véra forsokshéstar innebér det att /T >
MIC vid steady state for dosen 10,5 mg/kg (q 24 h) skulle bli ca 66-113% (medel 89%) for
MIC 120 ng/ml (S. aureus). Detta skulle alltsé troligen vara tillrdckligt for infektion med S.
aureus. Eftersom betahemolyserande streptokocker, S. delphini, Gvriga koagulaspositiva
stafylokocker (ej penicillinasbildande) och manga anaerober (undantaget Bacteroides fragilis-
gruppen) har liknande eller ligre MIC-fordelning som S. aureus (< 120 ng/ml) har de dven
ungefiar samma eller storre fT > MIC (Lakemedelsverket, 2015). En ldgre dosering skulle
alltsa troligen fungera bra dven vid infektion med dessa bakterier.

Tidigare doseringsrekommendationer dr, som ndmnts i litteraturdversikten, varierande.
Troligen beror detta till stor del pd att kunskaperna om PK/PD har varierat med tidpunkt och
forfattare och detta paverkar hur man anvénder resultaten fran studier for att komma fram till
doseringsrekommendationer. Exempelvis tar flera &ldre artiklar inte hénsyn till
proteinbindningsgrad. Ibland anvédnds tumregler som att plasmakoncentrationen ska vara tva
till fem ganger MIC (Love et al. 1983; Sullins et al., 1984). Aven vilket virde av MIC man
anvinder pdverkar, beroende pa vilken eller vilka bakterier man utgar fran samt dess
kénslighet 1 de analyser man har tillgang till. Tidigare ansdg ménga att plasmakoncentrationen
skulle overstiga MIC under en storre del av dosintervallet &n vad som idag anses nddvindigt
(Love et al., 1983; Burgess, 1999; Toutain et al., 2002). Naturligtvis paverkar dven varierande
PK i de studier man utgér fran, men doseringsrekommendationerna varierar mer dn PK.

En fordel med en ldgre dosering &r att det mojligen skulle kunna minska risken for
prokaintoxicitet i samband med penicillinbehandling. Prokaintoxicitet vid avsiktlig intravenos
injektion av prokain ger kraftigare symptom vid hogre dos (Tobin ef al., 1977a; Chapman et
al., 1992). Prokaintoxicitet vid intramuskulér injektion av pc-prok beror troligen pa att hela
eller delar av dosen oavsiktligt injiceras intravendst, alternativt att en ovanligt stor del av
prokainet 1 ldkemedlet &r 16st och ddrmed tillgéngligt f6r snabb absorption (Chapman et al.,
1992; Olsén, 2007). Det dr darfor rimligt att anta att en ldgre dos troligtvis skulle minska
risken for och allvarlighetsgraden av prokaintoxicitet. 21 mg/kg av pc-prok motsvarar 8,4 mg
prokain/kg och Chapman et al. (1992) visade att hdstar fir symptom pé prokaintoxicitet redan
vid intravends injektion av 2 mg/kg prokain HCl. Symptomen blir dock vérre vid 5 mg/kg och
dnnu vérre vid 10 mg/kg. Chapman et al. gav dven intravends injektion av pc-prok till en hist
som dven den visade symptom pd prokaintoxicitet, vilken dos som da anvidndes dr dock
otydligt uttryckt i artikeln.

Med tanke pa prokaintoxicitetens ofta dramatiska natur, med risk for skador bade for hést och
ménniska, dr det troligt att minga djurégare och dven vissa veterindrer som en gang sett det



hénda tvekar infor att anvidnda pc-prok igen, framforallt till samma hist men dven till andra
héstar. Behandlingen avbryts vanligen efter en reaktion och ersitts i vissa fall med intravends
giva av bensylpenicillin eller oral behandling med trimetoprim-sulfadiazin (Olsén et al.,
2007). Till skillnad frdn bensylpenicillin paverkar trimetoprim-sulfadiazin dven manga
gramnegativa bakterier, och det dr dirfor olyckligt om trimetoprim-sulfadiazin anvinds i
onddan med tanke pd risken for resistensutveckling (Prescott, 2013b). Dessutom fungerar
bensylpenicillin béttre &n trimetoprim-sulfadiazin vid vissa typer av infektioner (Ensink et al.,
2003). Om en minskad doseringsrekommendation skulle innebdra mindre risk for
prokaintoxicitet och darmed att fler djurdgare och veterindrer vigade anvinda pc-prok, skulle
det foljaktligen 1 manga fall vara positivt med tanke pa bade resistensutveckling och klinisk
effekt.

En annan fordel med ldgre dosering skulle vara att den sa kallade Eagle effect minskar. Eagle
effect innebdr att for vissa grampositiva kocker ger en exponering for betalaktamer &ver
optimal avdddande koncentration en minskad avdodning (Prescott, 2013a). Effekten verkar
bero pé att penicillin i hdga koncentrationer binder till andra penicillinbindande proteiner hos
bakterien d4n de normalt gor, vilket himmar bakteriens tillvixt. Eftersom betalaktamer dr
effektivt endast mot vixande bakterier som producerar ny cellvigg, resulterar den hdmmade
tillvixten i himmad avdddning.

Det finns dven risker med att sdnka doseringen av pc-prok. Behandling sitts ibland in i vintan
pa provsvar eller utan provtagning, vilket innebér att veterindren inte vet vilken bakterie som
behandlas. Om det da visar sig vara en bakterie med hogre MIC dn 120 ng/ml, exempelvis en
Actinobacillus spp. med MIC 250 eller 500 ng/ml, kanske dosen 21 mg/kg hade haft
tillracklig effekt, medan en ldgre dos inte har det. Under vissa omstdndigheter kan
penetransen av likemedlet till infektionsomradet forsdmras, tex. vid bolder. Kliniska data som
visar vilka preparat och doseringar som é&r lampligt vid bolder med stafylokocker och
streptokocker saknas, men eventuellt krdvs intravends behandling for effektiv terapi
(Lakemedelsverket, 2015). Om man trots det véljer att anvinda pc-prok vid bolder ar det
troligt att en lagre dos ger storre risk for terapisvikt.

En sénkt doseringsrekommendation kan medféra en oro for en okad risk for
resistensutveckling. Suboptimala koncentrationer kan riskera att selektera fram mer resistenta
bakteriestammar, men optimal dosering for att undvika selektion eller uppkomst av
antibiotikaresistens dr dnnu inte fullstdndigt studerat (Burgess, 1999; Drusano, 2004; Martinez
et al., 2013). Det dr mojligt att ndgot hogre koncentrationer krdvs fOr att minimera
resistensutvecklingen &n vad som krivs for klinisk effekt. Med tanke pd den mycket goda
marginal som finns med dosen 21 mg/kg bor dock dosen kunna sénkas utan att nimnvart 6ka
risken for resistensutveckling.

Det ovan ndmnda rdkneexemplet (att dosen 10,5 mg/kg q 24 h skulle ge ungefar fT > MIC
(MIC 120 ng/m) 66-113%) dr baserat pd berdkningar vid steady state. Det dr efterstrdvansvért
att tillrackligt hoga koncentrationer nas redan under det forsta dygnets behandling, bade med
tanke pa klinisk effekt och risk for resistensutveckling (Martinez ef al., 2012). Cpin efter forsta
dosen ir ldgre dn efter efterfoljande doseringar vilket antyder att /T > MIC antagligen ocksé
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ar lagre, men eftersom skillnaden i Cpni, inte dr betydande borde inte heller skillnaden 1 /T >
MIC vara det. Om skillnaden &r s stor att det har betydelse dr en hogre dos fOrsta
behandlingsdagen ir ett sitt att snabbt na tillrackligt stor /T > MIC.

Biverkningar

I samband med denna studie observerades histarna under sex minuter innan och efter varje
injektion for att upptdcka tecken pa smaérta i hdstarnas beteende. Histarna undersoktes dven
klinisk for att uppticka eventuell svullnad och smérta vid injektionsplatserna. Resultaten av
dessa undersokningar har &nnu inte analyserats, men det preliminéra intrycket &r att hdstarna
inte visade tydliga tecken pd smirtbeteende. Dock forekom lindrig till mattlig svullnad och
omhet vid injektionsplatserna hos vissa héstar. Analys av data bor invéntas innan négra
definitiva uttalanden gors angdende detta. Ndgra andra biverkningar sigs inte.

Konklusion

Pc-prok (Penovet® vet.) i den dos som rekommenderas av tillverkaren (21 mg/kg
intramuskuldrt dagligen) till hédst ger mer &n tillrickligt hoga plasmakoncentrationer av
bensylpenicillin for att behandla flera vanliga penicillinkénsliga patogener hos hést, diribland
betahemolyserande streptokocker och S. aureus. Koncentrationen dr dock i manga fall inte
tillrackligt hog for att behandla 4. equuli och andra Actinobacillus spp. Troligen skulle dosen
kunna sénkas med bibehéllen god effekt mot manga vanliga penicillinkédnsliga patogener. En
forhoppning finns om att en ldgre dosering kan innebira en minskad risk for penicillinchock
pa grund av prokaintoxicitet.
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