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SUMMARY

The retrospective part of this study evaluates the susceptibility patterns of bacteria
isolated from blood in critically ill foals in Sweden. The most commonly obtained
bacteria were Actinobacillus spp. (38 %) and Escherichia coli (27 %). Trimethoprim-
sulphonamide (TMS) had good efficacy against most gram negative bacteria with the
exception of Klebsiella spp. Among 17 Escherichia coli isolates 94 % were
susceptible to trimethoprim-sulphonamide whereas all 24 isolates of Actinobacillus
spp. were susceptible to the same substance. The efficacy against gram positive
bacteria was more variable.

Two healthy foals (two and three days old) were given a single intravenous (iv)
injection of trimethoprim (TMP) — sulphadiazine (SDZ) at a dosage of 2,5 mg
TMP/kg bodyweight (bwt) and 12,5 mg SDZ /kg bwt. Blood samples were collected
serially during a 24 hour period and plasma concentrations of TMP and SDZ were
determined by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LCMSMS). The
pharmacokinetic parameters of TMP and SDZ from the foals were compared to
published data for adult horses. The pharmacokinetic properties of sulphadiazine
were equal to those of adult horses with the exception of the area under the curve
(AUC) and the mean residence time (MRT) for the three day old foal. These both
values were slightly higher than those of adult horses. The pharmacokinetic
parameters of TMP from the foals were also similar compared to earlier published
values for adult horses. However, the two day old foal had a higher clearance (Cl) for
TMP and therefore a lower half life (t;»), AUCy. and MRT. The results of the
present study indicates that healthy neonatal foals have similar pharmacokinetics of
TMP/SDZ as adult horses and it might therefore be possible to use the same dose
regimens for foals as for adult horses. However, further studies of more foals are
necessary to confirm the result of this pilot study.



SAMMANFATTNING

I den retrospektiva delen av studien anlayserades data avseende resistensmonster for
gramnegativa bakterier involverade 1 neonatal septikemi. Retrospektiva data frén fol
med neonatal septikemi behandlade vid Universitetsdjursjukhuset, Sveriges
Lantbruksuniversitet, Uppsala visade att vanligast forekommande agens var
Actinobacillus spp. (38 %) och Escherichia coli (27 %). For dessa var resistensen mot
trimetoprim-sulfa (TMS) 0 % respektive 6 %. Av de grampositiva bakterierna var
streptokocker vanligast och &ven om dessa uppvisade 40 % resistens mot TMS var
samtliga isolat sensitiva for penicillin.

Tvé kliniskt friska fol injicerades intravendst med en enkel dos Hippotrim® vet. (2,5
mg trimetoprim (TMP) + 12,5 mg sulfadiazine (SDZ) / kg kroppsvikt). Upprepad
provtagning frén respektive fol skedde under 24 timmar, vartefter koncentrationen av
TMP och SDZ i plasma analyserades medelst liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LCMSMS). De farmakokinetiska parametrarna for folen jamfordes
med virden fOr vuxna héstar. For substansen sulfadiazine foreldg mycket god
overrensstimmelse avseende folens farmakokinetiska parametrar jamfort med
gransvirden for vuxna histar och endast arean under kurvan (AUCj.,) och mean
residence time (MRT) for det tre dygn gamla folet lag strax ovan grinsvérdena for
adulter. Aven avseende TMP Overrensstimde flertalet parametrar frin folen med
gransvirden fran vuxna hdstar, men d& det tvd dygn gamla folet hade ett hogre
clearance (Cl) erholls lagre halveringstid (t12), AUCyp. och MRT. Analyserade
farmakologiska parametrar tyder pa att fol fungerar som smd vuxna histar, vilket
indikerar att samma dosering for TMP/SDZ skulle kunna anvéndas vid behandling av
savil fol som adulta histar. For att sikerstélla resultatet av pilotstudien krévs dock
ytterligare fordjupade studier.



INLEDNING
Allmant om septikemi hos 6l

Septikemi dr en av de frimsta orsakerna till hog mortalitet hos neonatala f6l (Paradis
1994). Vanligast forekommande dr den bakteriellt orsakade septikemin, men dven
virus- eller svamporsakad septikemi kan upptrdda med liknande symtom och forlopp
(Reed et al. 2004, Vaala and House 2002).

De forsta symtomen vid sepsis ér ofta ospecifika och vaga och bestar i tidigt skede av
trotthet, svaghet, inappetens/anorexi, nedsatt sugreflex och att folet ligger ned mer an
normalt. Sjukdomsforloppet dr progredierande och senare ses symtom sdsom feber,
tachykardi eller bradykardi och 6kad andningsfrekvens. Dessa symtom uppkommer
pa grund av att endotoxiner, det vill sdga lipopolysackarider i gramnegativa bakteriers
cellmembran, utldser ett omfattande inflammatoriskt svar fran kroppens sida, vilket
resulterar i aktivering av lymfocyter, makrofager och neutrofiler. Vidare frisitts en
méingd endogena mediatorer sdasom bland andra tumornekrosfaktor, (TNF,),
interleukiner (IL) och tillvaxtfaktorer (GF). Obalans i eller for stark stimulering av
immunsvaret gOr att frisdttningen av cytokiner gar Over styr och systemic
infammatory response syndrome (SIRS) utloses. Vid SIRS ses stor pdverkan pa
cirkulationen och bland annat fas oOkad kérlpermeabilitet, vasodilatation och
hjartmuskeldysfunktion. Om forloppet fortgdr och ytterligare spridning av
infektionen sker blir foljden att flera organsystem drabbas, vilket bendmns multiple
organ dysfunction syndrome (MODS). Detta kan leda till septisk chock och dod.
Aven endotoxinerna i sig har direkta effekter som framfor allt ses i form av
kérlskador och mikrotromboser och det dr bland annat péd grund av detta som det &r
risk for att disseminerad intravasal koagulation (DIC) utvecklas vid neonatal
septikemi (Reed et al. 2004, Vaala and House 2002).

Problemet vid septikemi hos neonatala fol ér ej att stilla en klinisk diagnos utan att
uppticka symtom i ett initialt skede (Paradis 1994). Noggrann anamnes och klinisk
undersokning dr givetvis viktiga, men for definitiv diagnos och faststidllande av
etiologi krdvs blododling. Eftersom forloppet 4r mycket akut kravs att
bredspektrumantibiotika sétts in redan innan resultat av blododling erhéllits och for
val av antibiotikum krdvs god klinisk erfarenhet samt vetskap om vanligt
forekommande patogener i det aktuella geografiska omrddet (Reed et al. 2004,
Sanchez 2005, Vaala and House 2002, Wichtel et al.1999).

Bakteriell septikemi

Bakteriell septikemi innebar forekomst av bakterier och bakterieendotoxiner i blodet
medan sepsis orsakas av kroppens ospecifika inflammatoriska svar (Sanchez 2005).
Att failure of passive transfer (FPT) ar en bidragande orsak till att f6l drabbas av
septikemi finns pé flera stéllen beskrivet i litteraturen, men négot direkt samband har
dock ej pavisats (Sanchez 2005). Andra faktorer som Okar risken for neonatal
septikemi &dr dalig hygien, infektion hos stoet och onormal dréktighetstid. Den



vanligaste inkoOrsporten for bakterier hos det unga folet dr oftast via naveln,
gastrointestinalkanalen eller sarskador (Paradis 1994, Reed et al. 2004).

For en sa god prognos som mgjligt krivs tidigt insatt behandling i form av intravends
tillforsel av antibiotika samt intensiv understodjande behandling 1 form av
ramjolk/plasma, intravends vitska och inte minst god omvardnad (vérme, god hygien,
viandning av folet etcetera).

Observanda vid antibiotikabehandling av neonatal septikemi

Vanligast forekommande septikemi-/sepsisorsakande agens ar gramnegativa bakterier
och da oftast Escherichia coli. Andra vanliga bakterier dr Actinobacillus spp och av
de grampositiva bakterierna &ar streptokocker och stafylokocker de vanligare
(Johansson 2006, Sanchez 2005, Vaala and House 2002). Med stod av detta bor
lampligt antibiotikum séttas in redan innan resultat av blododling erhéllits. I
amerikansk litteratur fOreslas penicillin tillsammans med en aminoglykosid som
forstahandsval vid initial antibiotikabehandling (Reed et al. 2004, Sanchez 2005,
Vaala and House 2002). Vidare foresprdkar samma fOrfattare amikacin som
forstahandsval av aminoglykosid da denna substans anses vara mindre nefrotoxisk
och har visat sig ha ldgre resistens &dn substansen gentamicin. I Sverige anvéinds dock
oftast penicillin tillsammans med gentamicin eller penicillin tillsammans med
trimetoprim/sulfonamid (TMS).

Problemet med behandling av neonatala fol &r att man ej fullstindigt kinner till hur
lakemedel distribueras, metaboliseras och utsondras av folen. Detta paverkar bland
annat vilka ldkemedelskoncentrationer som uppnds vid receptorer och hur
substansens profil avseende koncentration och tid i plasma ser ut. Darfor anses de
neonatala folen vara mer “kénsliga” for lidkemedel (Baggot 1994, Caprile and Short
1987). En kanske béttre forklaring dr att man, pd grund av den hos folen okinda
farmakologin, oftare kan fa terapisvikt och/eller fler biverkningar &n hos adulta
histar. Neonataler har “bittre” absorption i magtarmkanalen, ldgre bindning av
plasmaproteiner, 6kad volym extracelluldr vétska eller storre andel vatten i1
forhéllande till den totala kroppsytan (jamfort med adulta histar), ej fullt utvecklad
njur- och leverfunktion, 6kad permeabilitet over blodhjérnbarridiren samt lingre
eliminationstid for de flesta likemedel (Baggot 1994, Vaala 1985). Samtliga dessa
ovan ndmnda karakteristika &r fysiologiska och normala for folets utveckling.

Farmakokinetiska data frdn neonatala f6l dr &n s linge otillrdckliga och dosering av
likemedel forsvaras ytterligare av variation inom art och ras. Aven hur linge folen
skall anses vara (och fungerar som) neonatala varierar. Neonatalperioden hos hést
anses generellt omfatta den forsta levnadsveckan (Baggot 1994).



Kombinationen trimetoprim och sulfadiazine
Farmakologi TMP/SDZ

Kombinationen av trimetoprim (TMP) och sulfadiazine (SDZ) finns i Sverige till hést
tillgénglig 1 form av injektionsvitska, 10sning, oral pasta, oralt pulver samt som
suspension. Indikationerna for TMP/SDZ hos héast dr infektioner 1 luftvégar,
magtarmkanal, urogenitalia och sir (FASS VET 2007). Enligt vissa forfattare &r
substansen sulfadiazine, vilken dr en sulfonamid, bakteriostatisk, men tillsammans
med trimetoprim som &r baktericid potentieras effekten av sulfadiazine till att dven
denna fungera som baketericid (Plumb 2005). I andra texter beskrivs didremot
respektive substans som bakteriostatisk och att endast kombinationen av dessa kan
anses vara baktericid (Giguere et al. 2006, Gustafsson et al. 1999). Det dr viktigt att
serumkoncentrationen halls Over aktuellt MIC-virde (minimum inhibition
concentration) sa linge som mdjligt (Gustafsson et al. 1999). For att effekten av
TMP/SDZ skall anses vara baktericid krdvs att forhéllandet trimetoprim:sulfonamid
ar optimalt.

Tillsammans hammar TMP och SDZ tva pé varandra foljande steg i1 bakteriens
folsyrasyntes. Genom att himma bakteriens folsyrasyntes hammas nukleotidsyntesen
och dirmed bakteriens tillvixt.

Serumkoncentrationen av trimetoprim anses vara viktigare dn densamma for
sulfonamid. For de flesta sensitiva bakterierna &r MIC-vérdet for TMP &ver 0,5 pg/ml
(Plumb 2005). TMP/SDZ distribueras védl 1 hela kroppen (Plumb 2005).
Metabolisering sker i levern och sulfan bearbetas via acetylering och konjugering
med glukoronsyra medan trimetoprim oxideras och hydroxyleras till sina metaboliter.
TMP/SDZ utsondras bdde i1 ofordndrad form via njurarna medelst glomerulér
filtration och tubulér sekretion samt som sina metaboliter (Giguére et al. 2006, Plumb
2005). Trots att litteraturen tidigare foresprékade administration av kombinationen i
friga en ging dagligen fOresprakas nu, efter klinisk erfarenhet, administration tva
génger dagligen. Den rekommenderade intravendsa dosen for fol ar 15 mg/kg 2
ganger dagligen eller 22 mg/kg 1 gang dagligen (Brumbaugh 1999, Caprile and Short
1987, Furr 1999 samt Plumb 2005). Dessa doseringar dr dock extrapoleringar av
dosering for vuxna héstar och endast i en artikel finns dosen 15 mg/kg 2 ganger
dagligen rekommenderad med referens till studien Over trimethoprim/
sulphametoxazole (TMP/SMZ) hos {6l (Brown et al. 1990, Furr 1999). Vanligtvis
skiljer sig dock farmakokinetiken for olika sulfonamider, varfor jimforelse av
densamma for TMP/SDZ och TMP/SMZ ej ar sjilvklar.

TMP/SDZ kan ge biverkningar i form av paverkan pa gastrointestinalkanalen sasom
akut colit, pa njurarna och urinvégarna sasom kristalluri, hematuri eller i sillsynta fall
obstruktion av renala tubuli, eller 1 form av allergi, keratoconjunctivitis sicca (KCS)
eller trombocytopeni (Giguére et al. 2006, FASS VET 2007, Plumb 2005 samt van
Duijkeren et al. 1994b). Da biverkningarna dr manga krévs noggrann dosering.



Tidigare studier med trimetoprim/sulfonamid

Farmakokinetiken for trimetoprim i kombination med sulfonamid for hést finns
studerad och beskriven i flera olika artiklar (Brown et al. 1983 och 1990, van
Duijkeren et al. 1994b och 1995, Gustafsson et al. 1999). De flesta av studierna &r
dock gjorda pa adulta histar och endast en tidigare studie gjord pa fol avseende
trimetoprim/sulphamethoxazole finns. TMP/SDZ har visats tas upp relativt bra i
gastrointestinaltrakten, varfor ldkemedel innehédllande TMP/SDZ &dven kan
administreras peroralt (van Duijkeren et al. 1994b). Detta dr dock inte aktuellt hos
septikemiska fol da de har en mycket nedsatt cirkulation och ar 1 chock, vilket ger en
sdmre biotillgdnglighet for likemedel administrerade peroralt (Furr 1999, van
Duijkeren et al. 1994b). Dessutom dr de allmént nedsatta och har nedsatt sugreflex.

Efter intravends giva av TMP/SDZ finns substanserna i fri form 1 likvardig méngd 1
synovia, peritonealvitska och serum, medan man i urin finner hdgre koncentrationer
av dmnena. Aven i cerebrospinalvitska uppgar koncentrationen av kombinationen
over MIC-vdrden for vanliga ekvina patogener efter intravends tillforsel av
substanserna (Brown et al. 1983, van Duijkeren et al. 1994b). Att utfodringen torde
paverka de gastrointestinala sidoeffekterna (diarré¢) finns beskrivet i flera artiklar (van
Duijkeren et al. 1994a och 1994b). I komparativa studier har man visat att varken
formen eller tillsats av annan excipien paverkar biotillgédngligheten av TMP/SDZ
(van Duijkeren et al. 1994a). Vid upprepad administration av TMP/SDZ till adulta
héstar har inga storre fOordndringar i gastrointestinalkanalens bakterieflora setts,
varken vid intravends eller peroral tillforsel, &ven om en initial nedgang av coliformer
synts 1 forsok (Gustafsson et al. 1999).

Viktig farmakologi avseende TMP/SDZ och neonatala fol

Vad giller neonatala f61 och administrering av trimetoprimsulfonamidkombinationer

bor utdver “vanliga” farmakologiska effekter foljande uppmarksammas:

e Sulfonamider dr substanser som vid metabolisering genomgar oxidation och fols
erythrocyter anses vara (extra) kénsliga for just oxidativa effekter. Detta kan
resultera i hemolys och methemoglobinemi (Caprile and Short 1987).

e Sulfonamid kan genom att uppta bindningsstillen vid albumin ge hdgre uppmatta
virden av andra tillférda substanser och/eller bilirubin (Caprile and Short 1987).

e Da leverns enzymatiska funktioner inte dr fullt utvecklade fas léngre
halveringstider for ldkemedel 1 plasma (Baggot 1994, Vaala 1985).

e Omogen njurfunktion pédverkar utsondringen av TMP/SDZ och eftersom
neonatala djurs urin-pH &r surt kan exkretion av svaga organiska syror sdsom
sulfonamider ytterligare fordréjas (Vaala 1985).

Bakgrund till studien

Septikemi hos neonatala f6l krdver snabbt insatt behandling med bland annat
bredspektrumantibiotika for en sd god prognos som mdjligt. I amerikanska studier
varnas det for okad resistens hos gramnegativa bakterier, vilka dr de som oftast ger
upphov till bakteriell septikemi (Brewer and Koterba 1990 samt Marsh and Palmer



2001). I USA anvénds som forstahandspreparat penicillin tillsammans med amikacin
medan vi i Sverige anvédnder oss av penicillin tillsammans med gentamicin eller
penicillin tillsammans med trimetoprim/sulfonamid.

I ett examensarbete vid Fakulteten for Veterindrmedicin och husdjursvetenskap, SLU,
2006 gjordes en retrospektiv studie Over resistensmonster vid neonatal septikemi.
Studien inkluderade fall fran 1988 till 2005 och visade att resistenslédget 1 Sverige ar
mycket gott jaimfort med det i Nordamerika (Johansson 2006). Framfor allt forekom
mycket lite resistens hos de framodlade bakterierna f6r kombinationen
trimetoprim/sulfonamid (TMS). I studien pévisades endast 5 % resistens mot TMS
for Escherichia coli jamfort med 29 % respektive 43 % resistens i tva
nordamerikanska studier (Brewer and Koterba 1990, Johansson 2006 samt Marsh and
Palmer 2001). Detta talar for att TMS kan ersétta substansen gentamicin vid
behandling av neonatala septikemiska fol i1 Sverige. Det finns emellertid inga
dosrekommendationer for trimetoprim/sulfadiazine (TMP/SDZ) tillgéngliga for ol da
studier avseende aktuella substanser endast utforts pa adulta héstar.

Att just penicillin tillsammans med TMP/SDZ anses vara lampliga antibiotika for
behandling av neonatal septikemi kan ytterligare motiveras av att TMP/SDZ passerar
blodhjarnbarridren, vilket dr ldmpligt d& en av komplikationerna till septikemi &r
meningit. Aminoglykosider, som till exempel amikacin och gentamicin, passerar
déremot ej over blodhjirnbarridren. Vidare bor aminoglykosider om mojligt undvikas
med tanke pd att resistensen mot dessa Okar. TMP/SDZ far &ven anses vara
lampligare &n amikacin dé& studier visat pd att serumkoncentrationen av amikacin
varierar kraftigt mellan individer och med deras kliniska status sa att
doseringsintervallet ofta bor forlingas. For att kunna moderera dosen och
doseringsintervallet krdavs dock att frekventa métningar av amikacin i serum gors
(Adland-Davenport et al. 1990, Bucki et al. 2004 samt Green et al.1992). Detta gors
dock ej som rutin i Sverige. Aven vad giller substansen gentamicin har det visats
foreligga stora individvariationer avseende serumkoncentrationen och dérfor
rekommenderas dven hir frekvent analys av denna, men ocksa analys av kreatinin for
att kunna wuppticka eventuell njurpaverkan (toxicitet till foljd av insatt
antibiotikabehandling (Raisis et al. 1998).

Syfte

Denna pilotstudie syftar till att analysera plasmakoncentrationen och de
farmakokinetiska parametrarna for TMP/SDZ hos f6l efter enkel intravends
administrering. Resultaten fran pilotstudien kommer sedan att ligga till grund for en
storre farmakokinetsisk studie avseende TMP/SDZ under f6lsdsongen 2008. Utdver
detta skall dven retrospektiva data avseende resistensmonster for gramnegativa
bakterier analyseras. Forhoppningen &r att den aktuella studien skall ge ytterligare
vigledning vid behandling med TMP/SDZ av neonatala {6l med septikemi.



MATERIAL OCH METODER
Retrospektiva data

De retrospektiva studierna baseras pa data fran f6l behandlade for neonatal septikemi
vid Universitetsdjursjukhuset, Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) under perioden
1988-2005. Resultaten fran dessa grundar sig pa positiva bakterieodlingar rekvirerade
frdn Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) och Institutionen for bakteriologi,
SLU, Uppsala under 1988-2005 (dock ej 1993 d& analyser genomfordes vid annat
laboratorium). Blod samlades aseptiskt fran jugularvenen eller vena cephalica och
bade aerob och anaerob blododlingsflaska anvidndes. Undersokningarna avseende
antibiotikaresistens  for isolerade bakterier &r utférda med hjdlp av
mikrodilutionsmetodik vid SVA, Uppsala.

Fol

Forsoket var godkdnt av Centrala forsoksdjurndmnden. Den farmakologiska
pilotstudien utférdes pa tva stycken varmblodstravarfol under sommaren 2007. De
bada folen var kliniskt friska och holls 1 sin normala miljé (bdda vid Visterbo
Stuteri). Fol A, en hingst, var da forsoket paborjades 3 dygn gammal och vigde 72 kg
och {6l B, ett sto, var da forsoket paborjades 2 dygn gammal och vigde 68 kg.
TMP/SDZ (Hippotrim® vet. Injektionsvitska, 16sning 200mg/ml + 40 mg/ml, Bayer)
injicerades direkt i jugularvenen via permanentkateter (MILACATH® 16ga x 7,5 cm,
MILA International inc.) med en enkel dos om 12 mg TMP/kg kroppsvikt och 3 mg
SDZ/kg kroppsvikt. Permanentkatetrarna spolades noga igenom med 0,9%-ig NaCl-
16sning efter administration av TMP/SDZ.

Provtagning och kemiska analyser

Blodprover togs ur permanentkanyl vid 0, 5, 10, 15, 30 och 45 minuter samt vid 1, 2,
4,6, 8,12, 16 och 24 timmar fran vardera folet (se tabell 2 och 3). For {6l A prov 10
minuter” blev den faktiska provtagningstidpunkten 11 minuter och for f61 B prov
”4h” blev densamma 4h 15 minuter. Grafer och berdkningar ar korrigerade for detta.
Samma permanentkateter anvdndes for bdde administration av likemedel och for
provtagning. Vid varje provtagningstillfille aspirerades 5 - 10 ml blod i annan spruta
innan aktuellt provmaterial for analys togs frdn katetern. Efter varje provtagning
spolades permanentkatetern med 10 ml 0,9%-ig NaCl-16sning. Blodprov samlades i
heparinror, vilka centrifugerades 1 10 minuter vid en hastighet av 5700 rpm (rotations
per minute). Plasma avskildes och frystes vid -80 'C infor vidare analys.
Plasmakoncentrationerna av TMP och SDZ analyserades vid vid Avdelningen for
kemi, Statens veterinirmedicinska  anstalt (SVA), Uppsala  medelst
vitskekromatografi kopplat till tandem/masspektrometri (LCMSMS - liquid
chromatography tandem mass spectrometry). Denna specifika analysmetod &r
utvecklad vid SVA och kommer att redovisas mer detaljerat i samband med att den
uppfoljande storre studien publiceras.



Datorprogramsanalyser

Med hjélp av ett “noncompartmental analysis program” (WinNonlin) analyserades
farmakokinetiska data. Arean under kurvan (AUC) berdknades med hjdlp av linjér
trapetsmetod extrapolerat till odndligeten och Ilutningen (A). Direfter rdknades
halveringstiden (t;), clearance (Cl), mean residence time (MRT) samt
distributionsvolymen vid jamvikt (V) ut, for formler se appendix (Rowland and
Tozer 1995). Samtliga av parametrarna berdknades for respektive substans och o6l
och vérden fran och med en timme efter administration till och med sista provtagning
inkluderades vid berdkning av lutningen.
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RESULTAT
Resistens

Resultaten 1 tabell 1 visar resistensldget avseende substansen TMS for bakterier
isolerade frdn f0l med neonatal septikemi behandlade vid Haéstkliniken,
Universitesdjursjukhuset, SLU, Uppsala. De vanligaste framodlade bakterierna var
Actinobacillus spp 38 % (24/64) och Escherichia coli 27 % (17/64). For dessa var
resistenslidget avseende trimetoprimsulfa mycket gott och endast 6 % (1/17) av
framodlad Escherichia coli respektive 0 % (0/16) av Actinobacillus equuli var
resistent mot trimetoprimsulfa.

Tabell 1. Antal resistenta isolat med det totala antalet undersokta isolat inom parentes. KM-
stordjur, 1988-2005 (ej 1993), SVA

Bakterieart Trimetoprimsulfa
Actinobacillus equuli (16) 0(16)
Actinobacillus spp (8) 0(8)
Alfahemolyserande streptokocker (2) 0(2)
Clostridium perfringens (1) -
Enterobacteriacae 6vriga (2) 0(2)
Enterococcus spp (2) 0(2)
Escherichia coli (17) 1(17)
Gramnegativa ej typade stavar(2) 0(2)
Klebsiella spp (2) 2(2)
KNS (1) 1(1)
Pasturella spp (4) 0(4)
Staphylococcus spp (2) 0(2)
Streptococcus spp (5) 2(5)
Totalt: 64 6(63)

Farmakokinetik

De uppmitta viardena av TMP och SDZ 1 plasma hos de bdda folen framgar av tabell
2 och 3. Plasmakoncentrationen i forhallande till tid for respektive substans och {6l
framgar av graferna i figur 1 och 2. Koncentrationen av SDZ och TMP hos de béda
folen var mycket lika. Fol B hade dock mycket hogre clearance (Cl) for TMP an 6l
A, vilket gav en kortare halveringstid (t;2) och mindre yta under kurvan (AUCy.,). |
ovrigt foljer koncentrationskurvorna for respektive {6l varandra. De farmakokinetiska
parametrarna dr listade 1 tabell 4 och 5.
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Tabell 2. Koncentration av sulfadiazine (ug/ml) i plasma

Plasmakoncentration sulfadiazine (ng/ml)

Tid Fol A Fol B
Minuter
0 0 0
5 32 26
10 24* 28
15 13 31
30 36 26
45 20 21
Timmar
1 27 18
2 17 15
4 17 11**
6 16 8,8
8 10 5,7
12 4.5 4.8
16 2,8 2,0
24 1,5 0,3

Tabell 3. Koncetration av trimetoprim (pg/ml) i plasma

Plasmakoncentration trimetoprim (pg/ml)

Tid Fol A Fol B
Minuter
0 0 0
5 1,9 2,1
10 1,4* 1,2
15 1,1 1,6
30 1,0 0,9
45 1,0 0,8
Timmar
1 1,3 0,6
2 0,7 0,5
4 0,6 0,1%**
6 0,3 0,04
8 0,2 NF
12 0,07 NF
16 NF NF
24 NF NF

NF = not found, substansen ej detekterbar av instrumentet
* Faktisk provtagningstidpunkt 11 minuter
** Faktisk provtagningstidpunkt 4 timmar 15 minuter
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Figur 1. Koncentration av sulfadiazine (ug/ml) i plasma efter enkel intravenos
administrering hos fol A respektive B
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Figur 2. Koncentration av trimetoprim (ug/ml) i plasma efter enkel intravends administrering
hos f6l A respektive B
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Tabell 4. Farmakokinetiska parametrar for sulfadiazine

Farmakokinetisk  Fol A Fol B Vuxna héstar*

parameter

ti2 (h) 5,40 4,11 4,6 (2,5-6,2)

Vi (Vkg) 0,44 0,50 0,50 (0,34-0,61)
AUCo., (mgh/l) 211,9 1451  159,5(127,3-209,8)
Cl (Vkg-h) 0,057 0,081 0,09 (0,07-0,10)
MRT (h) 7,76 6,15 5,6 (3,4-6,7)

* Gustafsson et al. 1999. (median och griansvirden)

AUC,.,, = arean under kurvan extrapolerad till odndligheten, Cl = clearance, MRT = mean
residence time, t;, = halveringstid, V4 = distributionsvolymen vid jaimvikt

Tabell 5. Farmakokinetiska parametrar for trimetoprim

Farmakokinetisk  Fol A Fol B Vuxna héstar*

parameter

ti2 (h) 2,75 1,21 2,8 (2,3-3,8)

Vs (I/kg) 2,13 1,96 1,96 (1,50-2,24)
AUCy. (mg-h/l) 5,64 2,45 4,9 (4,3-7,0)

Cl (kg'h) 0,531 1,220 0,53 (0,41-0,60)
MRT (h) 4,00 1,61 3,6 (3,2-5,0)

* Gustafsson et al. 1999. (median och griansvirden)

AUC,., = arean under kurvan extrapolerad till odndligheten, Cl = clearance, MRT = mean
residence time, t;, = halveringstid, V4 = distributionsvolymen vid jaimvikt
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DISKUSSION
Resistens

Man har redan i tidigare opublicerade studier visat att resistensldget for bakterier
involverade i neonatal septikemi i1 Sverige dr mycket gott sett ur ett internationellt
perspektiv (Johansson 2006). Vid blododling fran fol behandlade for neonatal
septikemi vid KM-stordjur, SLU i Uppsala under tiden 1988-2005 visade sig de
vanligaste septikemiorsakande agensen vara Actinobacillus spp (38 %) och
Escherichia coli (27 %). Resistensen for dessa agens var sa lag som 0 % for
Actinobacillus spp respektive 6 % for Escherichia coli. Framodlad Klebsiella spp var
dock resistent mot TMS 1 samtliga fall, men bakteriearten horde till de ovanligare och
forekom endast i tva fall av 64 (3 %). Med stod av ovanstdende far substansen TMS
anses ticka det gramnegativa spektrat vil och darfor vara ldmplig vid behandling av
neonatal septikemi i Sverige. Som jamforelse kan ndmnas att resistensen mot
trimetoprimsulfa for Escherichia coli i tva nordamerikanska studier har visats vara 29
% respektive 43 % och att man dér inte rekommenderar denna form av antibiotikum
vid septikemibehandling (Brewer and Koterba 1990, Marsh and Palmer 2001).

Resistensen mot TMS for de 6vriga av de framodlade bakterierna far d&ven den anses
vara ldg. Vad giller de vanligaste forekommande gramposistiva bakterierna var
resistensen mot TMS hos streptokockerna 40 % (2/5), hos stafylokockerna 0 % (0/2)
och hos enterokockerna 0 % (0/2).

Tolkning av resultatet skall dock dven ses mot bakgrund att TMP/SDZ anvinds
tillsammans med bensylpenicillin vid behandling av neonatal septikemi. Av de
bakterier, forutom Escherichia coli och Actinobacillus spp, som uppvisade resistens
mot TMS var Streptococcus spp (40 % resistens mot TMS) 1 samtliga fall sensitiv for
penicillin, vilket dven stimmer Overens med studier gjorda av Marsh and Palmer i
Nordamerika (2001) (Johansson 2006). I de amerikanska studierna uppvisades dock
80 % penicillinresistens hos stafylokockerna jamfort med 0 % resistens avseende
samma bakterieart och antibiotikum 1 studien Over data fran Hastkliniken,
Universitetsdjursjukhuset, SLU, Uppsala. Den totala resistensen vid behandling av
neonatal septikemi med penicillin och TMS blir 1 Sverige (Uppsala) 9,4 % (6/64)
medan motsvarande resistens i Nordamerika baserat pA Marsh and Palmers (2001)
data blir 42,9 % (48/112). I de amerikanska siffrorna dr dock ej kénsligheten for
penicillin testad. Resistensldget for bakterier involverade i neonatal septikemi far
saledes anses vara gott 1 Sverige jamfort med Nordamerika.

Farmakokinetik

Plasmakoncetrationen over tid for TMP respektive SDZ var mycket lika for de bada
folen (figur 1 och 2). F6l B har dock mer én dubbelt sa stort clearance (1,220 jamfort
med 0,531 I/kg-h) for TMP, vilket foljaktligen dven ger en ldgre halveringstid och en
mindre area under kurvan for 61 B 4n for {6l A.
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Jamfort med tidigare studier over farmakokinetiken for TMP/SDZ hos hést, dock
adulta sddana, dr viardena for folen i aktuell studie i stort sett Overensstimmande
(tabell 4 och 5). De farmakokinetiska parmetrarna halveringstid (t;5),
distributionsvolym vid jdmvikt (V), arean under kurvan (AUC..), clearance (Cl)
och mean residence time (MRT) for sulfadiazine for folen ligger, med undantag for
Cl, AUCj.» och MRT f{6r fol A, alla inom grénsviardena (= range) for respektive
farmakologisk parameter och substans hos adulta héstar (Gustafsson et al. 1999).
Avvikelserna frin grinsvéirdena avseende clearance (fol A: 0,057, grinsvirden for
adulter: 0,07-0,10), arean under kurvan (fol A: 211,9, gransviarden for adulter:127,3-
209,8) och mean residence time (fol A: 7,76, gransvirden for adulter: 3,4-6,7) for {6l
A ér dock sma. Halveringstiden och distributionsvolymen fér SDZ 6verrensstimmer
dven med virden i andra studier pa vuxna histar (van Duijkeren et al. 1994a). Aven
jamfort med parametrar fran en studie gjord pa fol avseende substansen
sulphamethoxazole dr analyserad farmakokinetik avseende f61 A och B liknande trots
att varden for parametrar kan skilja sig avsevirt avseende olika sulfonamider (Brown
et al. 1990).

Analyserade parametrar for trimetoprim Overensstimmer ocksd vil med tidigare
analyserade virden avseende adulta héstar (Gustafsson et al.1999, van Duijkeren et
al. 1994a). For fol A ligger samtliga farmakokinetiska analyserade parametrar inom
gransvirdena angivna for vuxna histar, men avseende fol B skiljer sig detta nagot.
For ol B ligger distibutionsvolymen inom motsvarande grinsvirden, men da
individen i fraga dr mycket bra pé att eliminera substansen trimetoprim ur blodet blir
foljaktligen Cl hogre samt t;,, AUCy.., och MRT ldgre &n gransvirdena analyserade
for adulta hastar. Motsvarande forhallande foreligger dven vad géller jamforelse med
parametrar for TMP analyserade i studien med 6l (Brown et al. 1990). Att 61 B har
s pass mycket hogre CI avseende trimetoprim dn fol A &r sannolikt bara en spegling
av den individuella variationen eftersom det endast skiljer folen ett dygn 1 alder och 4
kg 1 vikt at. Att distributionsvolymen (V) dr hogre for TMP é@n for SDZ hérror
sannolikt fran att TMP passerar ut 1 blodet béttre &n SDZ.

Sammanfattningsvis kan ségas att det foreligger god dverensstimmelse avseende ol
A och B:s halveringstid, distributionsvolym, arean under kurvan, clearance och mean
residence time. Av detta kan slutsatsen dras att atminstone dessa fol fungerar som
smd vuxna histar avseende farmakologin av substanserna trimetoprim och
sulfadiazine. Vid intravends behandling med substanserna i fraga borde darfér samma
dosering kunna anvindas till fo61 som till adulta héstar.

Svagheter och felkallor i det genomférda arbetet
Studien inkluderar enbart tva fol, vilket i och for sig kan anses vara litet till antalet,
men forsoket dr ocksa bara en pilotstudie infér en kommande storre studie.

En viss fluktuation av plasmakoncentrationen ses den forsta timmen. En tinkbar
mojlighet till att detta uppstatt kan vara att man for att minimera antalet
permenentkatetrar anvint samma permanentkanyl for bade ldkemedelsadministration
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och provtagning. For att undvika sadana fel har kanylerna dock noga spolats igenom
med fysiologisk NaCl-16sning och en mingd blod om ca 5-10 ml har aspirerats i
annan spruta innan sjdlva provet dragits upp. Troligtvis kan detta undvikas, sa att en
jamnare kurva fs dven i borjan av tidsforloppet, om man injicerar fdlen i motstdende
sidas jugularven mot den man sedan tar proven ur.
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KONKLUSION

Da studien visar pa ett i Sverige mycket gott resistenslige avseende kombinationen
trimetoprim/sulfadiazine far denna tillsammans med penicillin anses kunna
rekommenderas som fOrstahandsval av antibiotika vid behandling av neonatal
septikemi. Vidare tyder analyserade farmakologiska parametrar fran pilotstudien att
fol fungerar som sma vuxna héstar, vilket indikerar att samma dosering skulle kunna
anvéndas vid behandling av sévil f6l som vuxna héstar.

Eftersom detta forsok enbart avsett tva fol kravs ytterligare studier inkluderande flera
fol for att faststilla resultatet. Som en fordjupning av denna pilotstudie bor dven
farmakokinetiken vid upprepad administrering av TMS/SDZ analyseras.
Forhoppningsvis kan erfarenheterna och resultaten frdn denna pilotstudie vara till
gagn for och underlétta kommande studier inom dmnet.
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data.

Ett stort tack vill jag dven rikta till veterinir, och for mig bitrddande handledare,
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APPENDIX

AUC. (arean under kurvan, extrapolerat till odndligheten)

AUMC (arean under kurvan for plasmakoncentration-tid i forhallande till tid)
ClI (clearance) = dos / AUC

A (lutning for den terminala fasen)

MRT (mean residence time) = AUMC / AUC

t2 (halveringstid) = In2 / A

Vs (distributionsvolym vid jimvikt) = Cl1 - MRT
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