View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Epsilon Archive for Student Projects

Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for Veterinarmedicin och husdjursvetenskap

S L u Institutionen for Kliniska Vetenskaper

Vaselin som kontroll vid forsok med 1 %
vateperoxidkram i farska hudsar pa hast

Tommy Carlsson

Uppsala

2010

Examensarbete inom veterinarprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2010:73


https://core.ac.uk/display/11987358?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

SLU

Sveriges lantbruksuniversitet

Vaselin som kontroll vid forsok med 1 %
vateperoxidkram i farska hudsar pa hast

Tommy Carlsson

Handledare: Hans Brostrom, Institutionen for Kliniska vetenskaper, SLU
Bitradande handledare: Kerstin Bergvall, Institutionen for Kliniska vetenskaper, SLU

Examinator: Bernt Jones Institutionen for Kliniska vetenskaper, SLU

Examensarbete inom veterindrprogrammet, Uppsala 2010
Fakulteten for Veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for Kliniska vetenskaper
Kurskod: EX0239, Niva X, 30hp

Nyckelord: hast, sarlakning, vateperoxidkram, vaselin, hydrogen peroxide cream, wound healing
Online publication of this work: http://epsilon.slu.se

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2010:73



Innehall

SUMIMEBIY ..ttt ekt e et e et et e e bt e e e e 1
SAMMANTALINING ... 2
INIEANING ..t 3
Sarbehandlingens UtMANING ...........coviveiireiieecee e 3
ANvANdNING aVv antiDIOtiKa ..........ccviiiiiiiii e 3
SYTEE MEA STUAIEN ... 4
LITtEratUrOVEISIKE ... .eeeeiie e e e e e nreee s 4
Sarlakning Per SECUNTAM ..........cviveviiieriiieeciee et 4
INFlAaMMALIONSTASEN ....vveeiiee e 4
NYDHANINGSTASEN ... s 4
IMOGNAASTASEN. ...ttt 6
Vaselin som placebo samt salvbas utan vateperoxid.............ccocevvieniieiiieninnnne 6
VALEPEIOXIAKIAM ...t 8
Material 0Ch METORT...........iiiiiiie e 8
FOISOKSNASTAN ... .eeiiiiiie ittt 8
GENOMIOTANUE. ...ttt bbbttt nrne s 8
Gruppering av h8StarNa..........cocueeiiiie i 9
PIACEIING AV SAT .....veeveveeeecteceeieeeee ettt ettt te st et reate st e ste st eneere e 9
AVIASNING ... 10
KIinisk BedOmMNING .....cvvveiiiieie e 10
SAMAINING ...ttt et e e te st et e st et aresresteste e ereerearens 10

[ F 1T To] (oo PSR 10

(03 (0] (0o | FE PSSR 11
StatistiSKa aNalYSEN ........cocviiiiiec e 11
RESUITAL ...ttt ettt e et e e ree s 11
D] (] o] P PSP PP PRPPRPPRS 12
SEYrKan 1 STUAIEN ......ccuviiiiiie e 12
SVAgNELEr I SEUAIEN......vve ettt e e 12
Betydelse av StUAIEN .........cccuveiiiiee e 13
LitteraturfOrteCKNING .......coovveiiie e 14



SUMMARY

Wounds on horses are common and sometimes difficult to treat. The wounds are
often big and could be discovered too late for primary sutures, which have to be
applied within 8 hours from time of accident, before bacteria has been able to
infiltrate the surrounding tissue. The healing is often complicated by delayed
healing and wound infection with consequences like phlegmone, fistulation and
proud flesh formation.

To avoid these consequences, the traditional practice has been to administer
systemic antibiotics alone, systemic antibiotics in combination with topical
antibiotics or topical antibiotics alone. Because few antibiotics can be used in
horses, is it important to household with the few substances that are available. In
veterinary medicine today, the increasing resistance amongst pathogenic microbes
such as MRSA presents a growing problem. It is therefore more important than
ever to find new strategies for treatment to try to prevent infections.

The objective of this exam work was to focus on Vaseline used as placebo in
another study that was to exploring both the antibacterial effect and the influence
on wound healing by topical treatment with 1 % hydrogen peroxide cream in fresh
skin wounds on horses. Vaseline is a common substance used as placebo in
clinical trials, but few have studied its effect on secondary wound healing in
horses

The horses in this study consisted of 10 nonpregnant, female standardbred trotting
horses kept under identical housing conditions at the Department of clinical
sciences, section of reproduction, SLU, Uppsala.

In the clinical trial, three identical wounds were created on each horse. One of the
wounds was treated with 1 % hydrogen peroxide cream, one was treated with
Vaseline as placebo, and the third wound was left untreated.

The healing process was then assessed by clinical, bacteriological, and cytological
examinations and were continually digitally photographed followed by objective
measuring via the computer program PictZar® under the whole healing process
until the wounds were entirely covered with epithelium.

The results of this study have shown that Vaseline has no inhibitory effects on
bacterial growth. It has also shown that Vaseline doesn’t delay time of healing
compared with untreated controls and doesn’t have any other side effects than a
slight local hypergranulation.

Vaseline can therefore be considered to be a safe choice of placebo in studies of
secondary wound healing in horses.



SAMMANFATTNING

Sarskador pa hast ar vanligt och ibland svarbehandlade. Skadorna &r ofta stora och
upptacks vanligen for sent for att kunna primarsutureras, da detta maste ske inom
8 timmar efter skadetillfallet innan bakterier hunnit infiltrera den omgivande
vavnaden. Lékningen kompliceras ofta genom fordrojd sarlakning och
sarinfektion med konsekvenser som flegmon, fistulering och svallkottsbildning.

FOr att undvika dessa konsekvenser har man traditionellt anvant systemisk
antibiotika, systemisk antibiotika i kombination med utvartes antibiotika eller
enbart utvartes antibiotika. Da fa antibiotika kan anvandas pa hast ar det viktigt att
hushalla med de preparat som finns tillgangliga. Resistensutvecklingen hos de
sjukdomsframkallande bakterierna, sasom bl.a. MRSA, utgor ett vaxande problem
inom veterinarmedicinen idag. Det ar darfor viktigare &n nagonsin att finna nya
behandlingsstrategier som exkluderar/eller minimerar anvandningen av
antibiotika.

Det har examensarbetet har fokuserats pa vaselin som placebo i samband med en
studie som har undersokt den antibakteriella effekten och paverkan pa
sarlakningen hos farska hudsar pa hast genom utvartes behandling med 1 %
véteperoxidkram. Vaselin & en ofta anvénd substans som placebo i kliniska
studier, men fa har undersokt dess effekt pa sekundar sarlakning pa hast.

| studien ingick 10 icke dréktiga ston av varmblodig travarras, vilka holls under
identiska forhallanden pa Institutionen for kliniska vetenskaper, avd for
reproduktion vid SLU i Uppsala.

Vid forsoket skapades tre identiska sar pa var och en av hastarna. Ett av dem
behandlades med 1 % vateperoxidkram, det andra med vaselinsalvbas som
placebo och det tredje saret lamnades obehandlat.

Sarlakningsforloppet foljdes sedan Kkliniskt, bakteriologiskt, cytologiskt och
dokumenterades med digital fotografering foljt av objektiv matning via
dataprogrammet PictZar® under hela lakningsforloppet tills sarytan tackts av
epitel.

Resultatet av studien visade att vaselin inte har nagon effekt i att hdmma
bakterietillvaxt. Den visade aven att vaselin inte forlanger sarlakningstiden
jamfort med obehandlade kontroller samt inte heller ger upphov till nagra andra
biverkningar &n lindrig lokal 6vergranulering.

Vaselin kan darfor anses vara ett sakert val av placebo vid studier av sekundér
sarlakning pa hast.



INLEDNING
Sarbehandlingens utmaning

Behandling av sarskador hos hast medfér ibland stora utmaningar da det géller att
ge saret ratt miljo for lakning. Komplikationer sasom sarinfektion med fordrojd
sarlakning, hematom/serom, flegmon, fistulering m.m. &r inte ovanliga.
Sommartid kan &ven flugburna parasiter som bl.a. Habronema muscae ge
tumorliknande sarinfektioner. Bandage samt immobilisering av saret ar det
optimala for att erhdlla basta sarlakningen. Det ar dock svart att pa stora delar av
hastkroppen att applicera nagot bandage 6ver sarskadorna. Det &r dven svart att fa
bandageringen att sitta kvar under lakningen eftersom saret under ett senare skede
borjar klia och hastar ar otroligt viga nar det géller att komma at att klia sig.
Dessutom &r det svart att suturera sarskador distalt pa hastben, da huden helt
enkelt inte récker till for primérsuturering. Wilmink et.al' visade 2002 i en stérre
retrospektiv studie med 89 ponnyer och 422 héstar att primarsuturering av
sarskador endast skedde hos 24 % av hastarna och 39 % av ponnyer, med mer &an
hélften av skadorna lokaliserade distalt pa benen. Just héastar drabbas ofta av
komplikation i samband med sarskador pa distala extremiteterna i form av
svallkottsbildning. Detta fenomen ses sallan da saren &r lokaliserade till huvud
och bal. Man ser normalt inte samma monster hos ponnyer hos vilka saren distalt
pa benen generellt laker fortare och med farre komplikationer. Orsaken till denna
skillnad ar inte kand, men det har visats att ponnyers granulocyter ger ett
kraftigare inflammatoriskt svar’. Man har traditionellt behandlat stora hudskador
pa hast med bade utvartes (topikal) och systemisk antibiotika da hasten har stor
risk att drabbas av sarinfektion som t.ex. flegmon dvs. diffus infektion i
underhuden, vilket &r svarbehandlat. Eftersom antibiotikaresistens hos bakterier ar
ett véxande problem, &r det viktigt att hitta nya behandlingsmetoder for att
forhindra sarinfektioner. Framforallt da preparat som kan anvandas utvartes
(topikalt), &r latta att anvanda och som inte innebar nagon risk for vare sig hast,
behandlande méanniska eller ar miljoskadligt. Sarsalvor som forandrar den lokala
miljon i saret kan vara en ett alternativt satt att minska infektionsrisken, dock far
dem inte stora den normala sarlakningen. Man maste dven da ta i berakningen att
det som missgynnar en organism kan gynna en annan.

Anvandning av antibiotika

Sedan penicillin och sulfa borjade anvandas pa 1930-talet har enorma mangder
antibiotika spritts 6ver vérlden. | bara Sverige konsumerades under 2009 64.5 ton
systemisk antibiotika for humant bruk samt 14,7 ton for djur®. Manga antibiotika
paverkar floran av ett stort antal mikroorganismer och inte bara patogener i
kroppen, manga av dem ar svarnedbrytbara i naturen vilket medfor att mangden
bakterier som utsatts for sma mangder antibiotika ar avsevard. Redan idag ar det
stora bekymmer med methicillinresistenta Stafylococcus aureus (MRSA) inom
humansjukvarden samt ar ett vaxande problem aven inom djursjukvarden, vilket
har lett till att den numer ar anmalningspliktig eftersom den betraktas som en
zoonos. Resistensen mot antibiotika kan uppkomma genom spontan mutation i
bakterien, dverforing av plasmider fran andra resistenta bakterier, spontant upptag
av DNA fran andra doda bakterier eller éverfort via bakteriofager, vilka ar en typ
av virus som infekterar bakterier. D3 antalet substanser som kan fungera som
traditionell antibiotika snart ar forbrukad, krévs utveckling av helt nya sétt att
angripa de sjukdomsalstrande bakterierna. Det har blivit viktigare 4n nagonsin att
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inte anvanda antibiotika mer &n nodvandigt. Det ar alla ganger battre att
forebygga en infektion &n att forsoka bota en redan manifest.

Syfte med studien

Vaselin & mycket anvant som placebo vid forsok med olika antibakteriella och
antiinflammatoriska substanser for utvértes behandling. Trots detta finns inte
mycket beskrivet hur vaselin kan paverka den sekundara sarlakningen hos hast.
Denna utvardering ar darfor &mnad att ge mer kunskap om detta.

LITTERATUROVERSIKT
Sarlakning per secundam

Sarlakning per secundam eller sarlakning av andra ordningen &ar konsekvensen av
att saret antingen inte kunnat rengoras tillrackligt och priméarsutureras, blivit
fororenat eller dar flera timmar (>8 tim) forflutit innan behandling sa att bakterier
kunnat infiltrera omgivande vavnader eller inte kunnat primérsutureras pga.
omfattande vavnadsforluster. Sarlakningen som biologisk process har som syfte
att rena saret fran frammande kroppar, fororeningar och skadad vavnad eftersom
bara rena sar kan laka. Dessutom maste vdavnaden kunna aterstéllas till ett sa
ursprungligt skick som majligt for att aterfa full funktion. Under sarlakningen,
som indelas i 3 distinkta faser, paverkas saret av inre och yttre faktorer vilka med
olika behandling kan paverkas i olika riktningar. 1 flera larobocker inom det
veterinarkirurgiska omréadet*>®’ och Hans Brostroms kompendium fér Allmén
kirurgi® finns foljande allmanna kortfattade beskrivning av sarlakningen.

Inflammationsfasen

Inflammationsfasen kallas den forsta fasen i sarlakningen da vavnadsskadan i sig
frisatter amnen som verkar genom att de dels aktiverar kaskadsystemen som
stoppar vidare blédning, dels underlattar cellmigrering samt verkar kemotaktiska
for de celltyper som ar nodvandiga for sarlakningen. Denna fas &r i regel avslutad
inom 2-3 dagar. Celltyperna som ar involverade i inflammationsfasen kommer i
stort sett i en bestamd ordning dar trombocyterna ar forst pa plats for att initiera
hemostas och verka kemotaktiskt, darefter immigrerar granulocyterna, da framst
neutrofiler, vilkas huvuduppgift &r att fagocytera skadad vévnad, bakterier och
fraimmande dmnen. Efter detta tillkommer sedan monocyter till platsen dar de
mognar ut till makrofager, vilka har en viktig uppgift att forutom att delta i arbetet
med att fagocytera debris och bakterier, aven till stor del kommer att fungera som
arbetsledare i sarreningsarbetet genom att verka antigenpresenterande, genom
frisattande av inflammationsunderhallande faktorer samt verka kemotaktiskt for
fibroblaster. Olika lymfocyttyper som bl.a. B och T lymfocyter kommer sedan
ocksa till platsen for att dels producera antikroppar, dels mediera en avvagd
inflammationsreaktion beroende pa art av fororening.

Nybildningsfasen

Nybildnings- eller proliferationsfasen syftar till att om det ar mojligt aterstalla
vavnaden till ursprungligt skick (restitutio ad integrum) vilket bara nagra fa
vavnadstyper kan hos daggdjur, sasom epitel, endotel, lever och benvédvnad. Alla
andra vavnader laker genom reparation. Denna fas tar i regel ca.2-3 veckor.



Konsekvensen av reparation blir att den skadade vévnaden under lakningen
kommer att ersattas av granulationsvavnad, som senare kan ge upphov till
arrbildning med risk for atfoljande arretraktion. Man maste alltid ha i atanke att
den fysiologiska funktionen i en reparerad vavnad aldrig kommer att aterstallas
till ursprungslaget. Om sarlakningen dessutom kompliceras av infektion,
frammande kroppar, kronisk retning eller av brist pa nédvandiga komponenter
kommer saret inte att laka, utan ge upphov till kronisk granulationsvavnad i
dagligt tal kallat svallkétt, caro luxurians, bestaende av bindvav med riklig invéxt
av blodkarl men fa nerver.

Under proliferationsfasen sker en kraftig 6kning av den celluldra aktiviteten de
forsta 3-5 dagarna med immigration och proliferation av fibroblaster,
endotelceller och epitelceller. Makrofagerna i vavnaden debriderar saret genom
dels direkt fagocytering av skadad vavnad, dels genom frisattning av proteolytiska
enzymer samt frisatter kemoattraktanter, cytokiner och tillvaxtfaktorer, vilka
stimulerar invaxt av fibroblaster och blodkérl. Fibroblasterna banar sin egen vég
in i saret med hjalp av proteaser, kollagenaser, gelatinaser och stromelysin.
Fibroblasterna bygger sedan upp ett nytt extracellulart matrix bestaende till stor
del av cellulart fibronectin och hyaluronsyra tillsammans med omoget typ IlI
kollagen och sa smaningom moget typ | kollagen, vilket ersatter fibrin klumpen
som skapats vid skadetillfallet. Endotelcellerna, vilka redan spelat en nyckelroll
vid inflammationsfasen, borjar redan andra dagen efter skadan att vaxa in i
vavnaden pga. stimulering via angiogena substanser samt lag syrespanning i
vavnaden. Angiogenesen eller blodkarlsinvaxten sker genom en komplex process
dar endotelceller i existerande kapillarer vid skadeomradet reagerar bade pa de
angiogenetiska faktorerna och &ven pé& avsaknad av cellkontakt®. Endotelcellen
frisatter sedan proteinaser for att degradera basallamina foér att déarigenom
mojliggéra migrering ut i den interstitiella vévnaden i riktning mot de
angiogenetiska faktorerna. Cellmigreringen bérjar med att endotelcellen stracker
ut pseudopodier genom det fragmenterade basalmembranet varefter hela cellen
migrerar ut i den perivaskuldra vavnaden. Kvarvarande cellerna i karlvaggen
borjar sedan att proliferera for att fylla tomrummet efter de migrerande cellerna
och de nybildade dottercellerna foljer efter ut i interstitiet sa att en karlknopp
bildas. Karlknoppen kommer sedan att sammansmélta med en angrénsande
kéarlknopp dar endotelcellerna kommer att sammanlankas med varandra sa att ett
lumen bildas i vilket erythrocyterna kan passera igenom. Karlbildningen kommer
sedan att fortga sa lange som angiogenetiska faktorer frisétts eller sa lange lag
syrespanning foreligger i vavnaden. Regenerationen av epitelet tar langst tid
eftersom epitelceller kraver en fast forankring i andra viabla epitelceller samt
basalmembran for att kunna proliferera. Dessutom &r epitelet exponerat for den
yttre miljon med risk for uttorkning, fororeningar, skadligt UV ljus och
konkurrens om naring med den lokala hudfloran. Basalmembranet som cellerna
kraver, byggs upp av epitelet och den underliggande mesenkymala véavnaden
gemensamt. FOr att astadkomma ett basalmembran kravs ett komplicerat samspel
mellan granulationsvavnaden och epitelcellerna dér den nyproducerade
granulationsvavnaden som bestar av laminin 5 och kollagen I, vilka inte finns i
basalmembranet hos intakt hud, aktiverar och utgér faste for integriner
nodvandiga for migration av epitelceller 6ver sarytan. Regenerationen av epitelet
sker genom celldelning i stratum germinativum i sdrkanterna och i eventuellt
kvarvarande celloar sdsom i harsackar eller svett och talgkértlar. De nybildade



epitelcellerna migrerar ut till sarkanten pa ett satt som brukar liknas vid att hoppa
bock, cellerna slapper under migrationen aldrig cellkontakten med karnforande
epitelceller. Epitelcellerna uttrycker sedan bl.a. MMP, matrix metalloproteaser,
for att reorganisera basalmembranet under mognadsfasen. Riley och Herman
visade denna grupp av enzymers roll i sarlakningen, bade in vitro och in
vivoforsok gjort pa djurslaget gris, genom att tillsatta bakteriellt kollagenas
utvunnet fran klostridier till saret, som signifikant forkortade sarlakningstiden,
bade genom stimulering av keratinocyter till proliferation och ocksa forbattrade
formagan till deras migration éver sarkanterna’.

Mognadsfasen

Mognadsfasen ar den avslutande delen av sarlakningen, vilken tar mest tid.
Normalt tar denna fas fran 2-3 veckor, men kan i vissa fall uppga till flera ar.
Under denna fas kommer sarets hallfasthet successivt att 6ka genom att strukturen
och sammanséttningen hos de kollagena fibrerna fordndras samt att mangden
kollagen med tiden minskar i &rret vilket leder till att &rret krymper.
Fibroblasterna 6kar mangden kollagen i saret under de forsta 7 — 14 dagarna.
Darefter minskar fibroblastaktiviteten pa grund av minskad rorlighet i saret. Vissa
fibroblaster kommer att ga i apoptos och andra kommer att omvandlas till sa
kallade myofibroblaster vilka organiseras i sarets spanningsriktning med
arretraktion som resultat. Nar epitelet natt hela vagen Over saret och aterfatt
cellkontakt med métande epitel sa kommer slutligen myofibroblasterna antingen
ga i apoptos eller aterfa normal cellmorfologi pga. minskad stimulering. Saret
kommer ocksa att bli blekare da saret reorganiseras och avvaskulariseras.
Arretraktionen kan beroende pé skadans lokalisation medféra problem till féljd av
minskad rorlighet, som t.ex. nar saret stracker sig 6ver en led.

Vaselin som placebo samt salvbas utan vateperoxid

Vaselin ar egentligen ett varumarkesnamn vilket har blivit en allman bendmning
pa petroleumgel. Den &r vit till gulaktig i fargen, halvfast till konsistensen i
rumstemperatur och har en smaltpunkt mellan 36°C och 60°C™. Den bestér av
mattade kolvaten dvs. alkaner, vanligtvis med hogre nummer &n 25 och &r helt
opolér vilket gor den helt ol6slig i vatten. Mattade raka kolvaten kallas dven
paraffiner. Paraffiner & mycket anvanda i bade medicinska sammanhang och
inom skonhetsindustrin. Paraffin anvénds sérskilt mycket inom veterindrmedicin
for att behandla forstoppningar via peroral administrering men &ven samma
anvandning kan forekomma vid behandling av forstoppning hos barn'!. Trots
detta finns inte mycket forskning om hur paraffiner kan paverka organismen. Da
vissa alifatiska kolvéten, dit vaselin hor, ar kanda tumdérpromotorer har man
misstankt att petroleumgel kan penetrera huden, féras med blodet till lever och
lungor dér de kan metaboliseras till mer lattslosliga produkter under bildning av
fria radikaler via cytokrom p450 isoenzymer. En studie har gjorts dar man
undersokt ifall olika topikalt administrerade kolvaten har kunnat passera
hudbarridren, Studien visade att dessa inte kan penetrera djupare an stratum
corneum trots utspadning med olika lattflytande oljor med eller utan foregaende
avfettning'®. Eftersom paraffiner ar s& kemiskt stabila och ar helt opoléra kan de
inte brytas ned av cellerna. Det har dven gjort paraffin mycket anvant inom
skdnhetsindustrin bland annat som inplantat vid brostforstoringar, dock finns
manga rapporter om att injektioner av paraffin kan leda till bildning av lipofila
granulom *** eller myospherulos *° vilket har lett till att sidana ingrepp numera
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inte gors i storre delen av vérlden. Vid en annan studie har man jamfort vaselin
med naturliga hudfetter ndr det géller att normalisera hudmiljon efter
tejpstrippning hos manniska'®. Inte heller i denna studie kunde man se ndgon
signifikant skillnad mellan de prévade substanserna i deras paverkan pa hudens
fuktreglering eller formaga att ge upphov till nagon inflammatorisk reaktion. Vid
topikal administrering direkt i sar har ett antal studier gjorts dar man anvant
vaselin som kontroll till olika sarsalvor. Vid en pilotstudie dar man provade
I6kextrakt for att minska arrerythem och anvénde vaselin som kontroll visade sig
andelen erythem vara signifikant lagre vid anvandning av vaselin jamfort med
l6kextrakt. Detta antogs bero pd vaselinets hogre férmaga att halla saret fuktigt™’.
Vid en storre dubbelblindad studie gjord pa éver 900 patienter pa hudkirurgisk
klinik'® har man jamfort infektionsrisk, allergiska reaktioner och sarlakningstid
mellan anvandandet av vitt vaselin och en antibiotikasalva innehallande
Bacitracin i farska hudsar. | denna studie fann man att 0,9 % av de patienter som
fick Bacitracinsalva fick allergiska reaktioner medan inga av de som fick
vaselinsalva fick nagra allergiska reaktioner. Incidensen av sarinfektioner
uppvisade ingen signifikant skillnad mellan de bada studerade substanserna.
Daremot i de fall da sarinfektion uppstatt kunde man se att det var vanligare med
grampositiva bakterier som Stafylococcus aureus i sar behandlade med
vaselinsalva medan de sar behandlade med Bacitracinsalva koloniserats av
gramnegativa bakterier som Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis och
Enterobacter sp. Har diskuteras skillnaderna mellan sarfloran s3 att
konsekvenserna av en infektion blir allvarligare och mer svarbehandlad om
gramnegativa bakterier &r orsaken dn grampositiva bakterier. Antibiotika mot
gramnegativa bakterier &r dyrare och har fler biverkningar & de som har ett
grampositivt spektrum. Dessutom belyses det faktum att gramnegativa bakterier
har storre formaga att ge upphov till nekros av broskvavnad. | denna studie kunde
man inte se nagon signifikant skillnad i lakningstid mellan preparaten, men da
basen i Bacitracinsalvan bestar till stor del av vitt vaselin i kombination med olika
vaxer och oljor tros sarlakningstiden paverkas lika av de bada salvorna. Man
refererar hér till tidigare studier gjorda p& grisar'®?°dar man sett en forlangd
lakningstid av sar behandlade med vaselin jamfort med olja i vatten emulsioner.
Detta tros bero pa att vaselin har en hogre smaltpunkt. Det leder da till att sarytan
blir tatare och forsvarar migration av hudceller dver sarytan. Man har dven sett att
olika fabrikat av vaselin paverkar lakningstiden olika beroende pa smaltpunkt,
dvs. langden pa kolkedjorna. | en annan studie gjord pa barn dar man studerat
arrbildningtendens efter hudoperation dar man anvént antingen vaselinbaserad
salva eller vitamin E salva utan vaselinbas?’. Har sdg man att andelen
hypertrofiska arr var stérre hos patienter som behandlats med vaselinbaserad salva
an de som behandlats med vitamin E salvan utan vaselinbas. Man diskuterar har
det faktum att vitamin E salvan har en annan bas an vaselinsalvan och att det
troligare paverkar slutresultatet &n sjalva E vitaminet. | en annan studie har man
jamfort sarkomplikationer mellan anvandande av en antibiotikasalva innehallande
Gentamicin och vaselin i postoperativa sar efter 6Gronoperationer pa ménniska, dar
infektionsrisk i brosk &r en allvarlig komplikation?”. Inte heller i denna studie
kunde man se nagon signifikant skillnad i postoperativ infektionsrisk mellan de
bada preparaten. Man rekommenderar i diskussionen efter denna studie
anvandandet av vaselin i stallet for gentamicinsalva da inflammatorisk chondrit
uppstod i en signifikant hogre grad hos de patienter som anvande gentamicinsalva
jamfért med dem som anvént vaselinsalva.



Vateperoxidkram

Vateperoxid, med kemisk formel H202, ar en naturligt forekommande forening
som dr inblandad i flera biologiska processer. Den frisétts bl.a. av neutrofiler for
att oskadliggéra bakterier genom oxidation. Vateperoxid kan dock dven
sonderfalla till hydroxylradikaler, vilka kan skada cellen. Mot detta skyddar sig
cellerna genom enzymen katalas och peroxidas. Det &r darfor viktigt att
koncentrationen av vateperoxid inte blir for hdg for att undvika sadana skador. |
I6sningar avsedda for sarrengoéring brukar man anvanda en koncentration pa 3 %
vilket anses vara sakert”*?*. Vateperoxid sonderfaller spontant till syrgas och
vatten varfor den har en viss begransad hallbarhet &ven om den normalt &r stabil.
Vid kontakt med kroppsvavnad gar processen mycket snabbt vilket medfor att
verkningstiden &r kort. Véteperoxid har visat sig vara verkningsfull mot ett stort
spektrum av bakterier, bade gramnegativa och grampositiva bakterier, virus och
jast. Effekten anses vara battre mot grampositiva bakterier &n mot gramnegativa.
Dock kan laga koncentrationer talas battre av vissa grampositiva bakterier
beroende av om de har formaga att producera enzym som katalas eller andra
peroxidaser vilka kan katalysera vateperoxiden®”. Vateperoxid som naturligt
frisatts fran aktiverade neutrofiler har visat sig kunna stimulera sarlakningen
genom att karlinvaxten Okar, da en hogre halt av vaskular endothelial growth
factor VEGF-4 frisatts fran makrofagerna®®. Vateperoxid har ocksé visats kunna
inducera frisattning av connective tissue growth factor CTGF vilket stimulerar
fibroblasterna och darigenom kan paskynda lakningstiden samt i vissa fall dven
kunna forklara varfor svarlakta sir ofta 6vergdr i svallkéttsbildning?’.
Syreradikaler ROS dar vateperoxid &r en elektrondonator har ocksa visat sig spela
en stor roll for att inducera frisattning av hormonet Angiotensin 11, vilken &r en
mycket kraftig konstriktor av glatt muskulatur i blodkérl, vilket kraftigt minskar
blédningen i samband med skada®.

MATERIAL OCH METODER

Utvarderingen av vaselin som placebo har gjorts i samband med en studie dér
syftet var att utvardera effekten av vateperoxidkram i farska hudsar pa hast.

Forsbkshastar

Hastarna som ingick i studien fanns pa Institutionen for kliniska vetenskaper, avd
for reproduktion vid Sveriges Lantbruksuniversitet SLU och bestod av 10 vuxna
icke draktiga ston av varmblodig travarras, alder 9 — 19 ar, med en kroppsvikt
mellan 466 — 562 kg. Hastarna genomgick fore forsokets borjan en allméan klinisk
undersokning av den forsoksansvariga veterinaren. Hastarna var uppstallade i
samma stall under identiska forhallanden och gick tillsammans i samma hage
under hela forsoksperioden. Hastarna var avmaskade enligt gallande rutiner. Ingen
medicinering av hastarna tillats fran tva veckor fore och under forsoket, forutom
eventuella sederingar. Forsoket var godkant av Uppsala Djurforsdksetiska namnd
med godkénnandenummer C290/9.

GENOMFORANDE

Forsoket genomfordes under perioden februari-mars under 2010 da inga flugor
var aktiva och kunde paverka resultatet. Alla hastarna undersoktes dagligen
betraffande allmantillstand, feber, beteende och rorelse. Alla sar inspekterades
dagligen. Sar som kunde misstankas vara infekterade (med kliniska tecken sasom
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kraftig  svullnad, vatskning eller  feber) vilka beddémdes krdva
antibiotikabehandling skulle behandlas med trimetoprim-sulfadiazin (30 mg/kg,
PO, gl12h) och sedan exkluderas ur studien. Beteendeforandring indikerande
besvar fran saret (sasom smarta, bitande eller 6mhet vid beroring) skulle
behandlas med meloxicam oral suspension (0,6 mg/kg, PO, g24h) och foéranleda
exklusion fran studien.

Gruppering av hastarna

Hastarna numrerades slumpvis 1-10 och delades upp i tva slumpvisa halvor dar
fem av hastarna fick tva sar pa vanster sida av halsen och ett pa héger sida av
halsen, de Ovriga fem héastarna fick tva sar pa hoger sida av halsen samt ett pa
vénster sida av halsen.

Placering av sar

Vid tillfogande av saren placerades hastarna i tvangsspilta och sederades samt
smartlindrades med en kombination av butorphanol tartrat (0,01-0,02 mg/kg, 1V)
och detomidin hydrochlorid (0,02-0,04 mg/kg, 1V). Tre stycken 6 ganger 6 cm
stora kvadratiska omraden klipptes med klippmaskin pa halsen pa varje hast. Tva
omraden klipptes pa hoger sida hos halva gruppen av hastar medan ett omrade
klipptes pa vanster sida hos dessa hastar. Hos den andra halvan av héstgruppen
klipptes tva omraden pa vanster sida och ett pa hoger sida. Saren placerades sedan
i centrum pa de klippta omradena. Saren placerades 6ver den muskulara delen av
halsen sa att blodférsorjningen och rorelse skulle vara sa likvardig som majligt.
Darefter steriltvattades omradet med klorhexidin digluconat (40mg/ml) tval samt
tvattades darefter med klorhexidin digluconat (5 mg/ml) sprit enligt
Universitetsdjursjukhusets UDS gallande rutiner. Omradet beddvades sedan
genom infiltrationsanestesi med 2 ml mepivacain hydroklorid utan adrenalin,
varefter en biopsi som omfattade hela huden togs ut (full thickness biopsy) med
hjalp av en specialtillverkad hudstans med en diameter av 2 cm fran
Angstromlaboratoriet vid Uppsala Universitet. Samma kirurg gjorde alla saren pa
alla hastarna. Saren numrerades A, B och C dar A och B var placerat pa samma
sida medan sar C var pa den sidan med endast ett sar. Sar A var placerat mest
kranialt. Sar A lamnades obehandlat, Sar B behandlades med 1 %
vateperoxidkram och sar C behandlades med vaselinsalva (Fig 1).

/\ /'\
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Figur 1. Placering av sar.



Fore behandling tvattades alla sar med steril koksaltlosning, nya sterila handskar
anvandes for alla sar. Alla sar behandlades senare samma dag och under hela
forsoket av tekniska assistenter enligt en behandlingslista. Saren behandlades tva
ganger per dag genom rengoring med steril koksaltlosning foljt av applicering av
3 ml véteperoxidkram i sar B medan sar C behandlades med 3 ml vaselinsalva, sar
A tvattades bara och lamnades obehandlat. Alla sar fick ldka Gppet utan bandage
och genomga sekundérlakning. All teknisk personal var under den forsta veckan
blindade tills de specialtillverkade placeboforpackningarna tagit slut och ersattes
med vaselin, de blev da informerade om vilka sar som skulle behandlas med vilket
preparat.

Avlasning

Avlasning av sarlakningen gjordes dag 2, 6, 11, 16, 21 och 28 eller fram till nar
fullstandig epitelisering av sarytan bedémdes ha skett.

Klinisk beddmning

Saren bedomdes Kliniskt inledningsvis blindat av samma kirurg som skapat saren.
Efter att placebon ersatts av vaselin, blev skillnaden i sarutsende och synbara
salvrester uppenbara vilket gjorde blindningen for kirurgen omdjlig. Saren
bedomdes i ett poangsystem fran 0 till 5 beroende pa grad av forandring. Helt lakt
sar erholl poangen 0. Parametrar som anvandes var:

Swvullnad

Kanslighet for beréring

Mangd och utseende pa sarsekret
Granulation

Grad av epitelisering

Poéngen fordes in i ett speciellt protokoll med héastens specifika nummer,
sarbokstav och avlasningsdag for att blinda statistikern.

Sarmatning

Alla sar fotograferades efter sarrengéring och klinisk bedomning dar en
specialtillverkad mattstock anvandes och anlades omradet under sarkanten for att
kunna mata sarytans storlek under lakningen. Pa mattstocken fastes en lapp med
hastnummer, sarbokstav och matdag for att kunna identifiera bilden. Vid
fotograferingen anvandes en digital 10,2 megapixelkamera av mérket Nikon
D3000 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan). Narbildsobjektiv (Tamron AF SP 90/2
Di Macro 1:1) anvandes tillsammans med ett rundstralande blixtaggregat (Sigma
EM-140 DG Macroblixt(ring) till Nikon i-TTL). For bildlagring anvandes SDHC
minneskort (SanDisk SecureDigital SDHC 4Gb Ultra 15 mb/s class4 och
Transcend SecureDigital SDHC 4 Gb <b> High speed </b> class2 14 mb/s). Till
bildtolkning anvéandes dataprogrammet PictZar® CDM (BioVisual Technologies
L.L.C, New Jersey, USA, www.pictzar.com) for att kunna méta sarytans storlek
exakt med digital fotometri.

Bakteriologi

Prov togs fran tva stéllen vid saret dag 2, 6 och 16 med sterila provtagningspinnar
(som fuktats med 3 droppar steril koksaltlosning) fore sarrengoring.

10



Provtagningen utfordes enligt instruktion fran sarbadd och omradet runt saret for
att odlas bade aerobt och anaerobt. Proverna marktes med hastnummer,
sarbokstav, provtagningsdag och saromrade. Prov fran sarytan marktes I och fran
huden runt saret marktes Il. Proverna transporterades till laboratoriet i
transportmedium och stroks pa blodagarplattor samt bromcresol purpur lactose
agarplattor inom 6 timmar fran provtagningstillfallet. Bakterietillvaxt bedomdes
efter 24 och 48 timmar efter inkubation i 37°C. Proverna odlades och beddmdes
blindat av tekniker pa Sveriges veterinarmedicinska anstalt SVA.

Cytologi

Cytologiska prov togs fran omradet i sarbadden och huden runt saret med sterilt
bomullstops vilka stroks pa objektsglas for cytologisk bedomning enligt
standardiserad metod fore sarrengdring vid varje sarutvarderingstillfélle.
Cytologiska proverna beddmdes blindat av samma tekniker. Objektsglasen
fargades med Hemacolor (Merck, Darmstadt, Tyskland) och undersdktes i 1000x
forstoring (High power field, HPF). Medelvérdet av bakterier (stavar och kocker)
berédknades per 10 synfalt (HPF) och erhdll en poang fran 0 till 4 beroende pa
medelantal bakterier per synfalt (0= inga, 1=<5, 2=2-5, 3=10-25, 4=>25).
Neutrofiler raknades i 10 synfalt (HPF) varefter ett medelvérde beréknades och
erh6ll poang fran 0-4 (O=inga, 1=<1, 2=1-5, 3=5-10, 4=>10). Aven dessa data
graderades i ett podngsystem och fordes in i kodat protokoll for att kunna végas
samman med 6vriga parametrar i den statistiska analysen.

Statistiska analyser

Beroende variabler i den statistiska analysen var:

Antal dagar till avlakning,

Ytan av saret,

Subjektiv poang vid klinisk bedémning
Cytologisk poéng.

Effekten av véteperoxidkramen (HP), placebo (P) och obehandlat (U) vid utfallet
analyserades med mixad linjar regression metodik, dar modellen inkluderade den
fastlagda effekten av behandlingen, undersdkningsdag, interaktionen av
undersokningsdag och behandling, den slumpmaéssiga effekten hos hésten vid
upprepade observationer pa djurslaget hast. Modellanpassningen var utvarderad
genom restvardesanalys och alla modeller bedémdes vara acceptabla med
restvardena inom en normalférdelning och ej har visat en konstant relativ varians.
Alla sarlokationer, behandlingsprotokoll och behandlingsutfall blev identifierade
via en kod och var blindat for statistikern.

RESULTAT

| resultatet av denna studie visade sig vaselinbehandlade sar avlaka nagot
snabbare &n obehandlade sar. Denna skillnad var dock ej signifikant (p=0,2719).
Mean time for avlakning av vaselinsar var 41,6 dagar (95 % CI 36,2-47) medan
mean time for avlakning av obehandlade kontroller var 44,0 dagar (95 % ClI 38,6-
49,4). Vaselinbehandlade sar uppvisade en klart hogre grad av sarkontraktion
jamfort med obehandlade kontroller dag 16(p=0,0021), daremot kunde man dag
28 inte se nagon skillnad i storlek pa sarytan mellan de vaselinbehandlade saren
och de obehandlade kontrollerna. Vaselinbehandlade sar hade lagre kliniska
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poang (svullnad, sekretmdngd, kanslighet for beréring etc.) &n de obehandlade
kontrollerna dag 11 och 16 (p=0,0121). Daremot erhdll de vaselinbehandlade
saren en avsevart hogre klinisk poang dag 28 (p=0,0362). De cytologiska poangen
var hogre hos de vaselinbehandlade saren jamfort med de obehandlade
kontrollerna avseende neutrofiler i och runt saret. Den bakteriologiska odlingen
uppvisade vid dag 16 en hogre grad av bakteriekolonisation 1 de
vaselinbehandlade saren jamfort med de obehandlade kontrollerna. | bade de
vaselinbehandlade saren och de obehandlade kontrollerna véxte patogena
bakterier sdsom S aureus och S zooepidemicus. Ingen av hastarna behévde utga
ur studien pa grund av sarinfektion eller annan veterinar behandling.

DISKUSSION

Tendensen i sarldakningsprocessen mellan saren var att under den forsta tiden efter
sarens tillkomst var vaselinsdren mest reaktionslosa, troligtvis pa grund av
vaselinets ocklusiva effekt med en fuktigare sarmiljo. Det obehandlade saret
ommade mest och torkade ut med en kraftig sarskorpa samt vétskade i en hogre
utstrackning an de Gvriga tva saren. Saret som behandlats med véteperoxidkram
liknade mer det vaselinbehandlade saret, dock med en torrare yta. Vartefter
forsoket pagick syntes en storre skillnad mellan saren dar de vaselinbehandlade
saren uppvisade en storre tendens till Overgranulering, det vill séga att
granulationsvavnaden véxte 6ver den normala hudnivan. Det stimmer ganska val
Overens med tidigare gjorda studier dar man sett liknande tendenser, troligtvis
beroende pa att vita blodkropparna dels inte kan fagocytera och degradera
vaselinet utan maste smalta och putta ut vaselinet fran saret '®. Har kan ju &ven
den hogre graden av bakteriekolonisation i de vaselinbehandlade saren stimulera
till en kraftigare inflammatorisk reaktion. | och med att migreringen av epitelet da
tar langre tid, och stimulering till bildning av granulationsvavnad fortsatter antar
saret mer en karaktar av kroniskt sar. Vad géller den antibakteriella effekten hos
vaselin som setts i tidigare gjorda studier har denna studie inte kunnat visa nagon
hamning av bakterietillvaxten. Tvartom har de vaselinbehandlade saren haft en
okad grad av bakterievaxt, troligtvis beroende pa den fuktigare miljon. Dock blev
inget av saren i den har studien infekterat i den grad att det kravde ndgon annan
behandling.

Syftet med denna studie var att undersdka vaselinets paverkan pa sarlakningen,
den forlangde i varje fall inte sarlakningstiden i ndgon negativ riktning jamfort
med helt obehandlade sar. Tvartom sags en nagot snabbare avliakning med
generellt mer reaktionslds sarlakningsprocess.

Styrkan i studien

Styrkan i studien ar den stora mangden data som insamlats och att miljon som
héstarna vistades i var sa likvardig for alla de studerade hastarna. En annan styrka
i studien ar att osékerheten med subjektiva bedémningar kunnat minskas genom
att samma person bedomt alla saren under forsoket samt den standardiserade
metodiken som anvants. Fotograferingen med mdjliggérande av digital méatning
av sarytan ar ocksa en styrka.

Svagheter i studien

En svaghet i studien kan vara placeringen av saren da de flesta
sarlakningskomplikationerna hos hést uppkommer de i distala extremiteterna.

12



Betydelse av studien

Studien har visat att vaselin ar ett sakert val av placebo da den inte forlangde
sarlakningstiden jamfort med obehandlade kontroller vid sekundar sarlakning av
sar pa hasthals. Vaselinbehandlingen uppvisade inga andra biverkningar an lindrig
lokal 6vergranulering.
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