Har kinoloner nagon effekt vid behandling av akut klinisk mastit orsakad av
Escherichia coli?

Bakgrund

Mastit orsakad av Escherichia coli

Mastit (juverinflammation) 4r en av de vanligaste och mest forlustbringande sjukdomarna hos
mjolkkon. Mastit orsakas frimst av bakterier som invaderar juvret via spenkanalen.
Escherichia (E.) coli dr en vanlig bakterie som finns 6verallt i kons miljo eftersom den finns i
kons triack. Den ir en relativt vanlig orsak till mastit i Sverige [1, 2] och ger framst problem
med akuta kliniska mastiter. Det vill sdga mastiter med ett hastigt forlopp och med synliga
symtom. Symtomen kan vara ganska kraftiga med hog feber, paverkat allméntillstand och
fordandrad mjolk. Dodsfall forekommer i de mest allvarliga fallen [3]. Kor som Gverlever en
sadan mastit behover ofta en lang aterhdmtningsperiod och manga ganger dr den drabbade
juverdelen forstord sa att kon slutligen blir trespent. Ofta har dessa kor ocksa en nedsatt
mjolkproduktion under en ldngre tid. Kolimastit orsakar ddrmed savil kraftigt lidande for kon
som Okad arbetsbelastning for djurigaren samt 6kade kostnader i form av veterindrvard,
nedsatt mjolkproduktion och 6kad utslagning. Dessutom bidrar kolimastiter till, en inte
obetydlig, antibiotikaanvindning.

Behandling av kolimastit

Traditionellt behandlas akut klinisk kolimastit i Sverige med bredspektrumantibiotika ofta i
kombination med antiinflammatorisk och smaértstillande medicinering (sa kallad NSAID)
samt tita urmjolkningar, ibland i kombination med oxytocin. Beroende pa symtom kan kon
ocksa ges vitskeersittning i blodet eller med sond i formagarna. Sveriges veterindrmedicinska
sillskaps riktlinjer for antibiotikaanvidndning (SVS 2011) till mjélkkor rekommenderar som
forstahandsval vid behandling av akut klinisk kolimastit endast understddjande behandling,
det vill séga de ovan beskrivna behandlingsalternativen utom antibiotika. Endast vid
hoggradig mastit i ndra anslutning till kalvning, da kons immunf6rsvar forvéntas vara nedsatt,
rekommenderas antibiotika och da kinoloner. Kinoloner dr semisyntetiska antibiotika som
forstor bakteriernas DNA. En vanlig kinolon i notpraxis dr enrofloxacin som i tva olika
preparat finns registrerat i Sverige for anvindning vid kolimastit hos not (Fass vet 2013).

Kinoloner

Kinoloner ir ett av tre antibiotika som Virldshilsoorganisationen (WHO) listat som kritiskt
viktiga for minniska (WHO 2007). Det finns all anledning att begrinsa anvéndning av
kinoloner till de tillfdllen dér det &r absolut nodvéndigt och dir de forvintas gora stor nytta.
Om kinoloner &r livraddande vid kolimastit sa skulle det vara ett sadant tillfzlle. I januari
2013 kom en ny foreskrift som kraftigt begrénsar anvéndningen av kinoloner till djur (SJVES
2012:32). I korthet innebér foreskriften att resistensundersokningar ska visa att bakterien som
orsakat sjukdomen #r kénslig for kinoloner och att en insatt behandling férvintas ge god
effekt. Tidigare undersokningar av E. coli som orsakar mastit hos svenska mjolkkor har visat
att samtliga isolat dr kiinsliga for kinoloner [2, 4]. Ur den aspekten bor dirfor kinoloner kunna



anvindas vid behandling av kolimastit. Dessutom nar kinoloner juvret snabbt efter
intramuskulér eller intravends giva och ger hoga koncentrationer i mjolk [5].

Kinoloner dr rent farmakokinetiskt ett bra val vid mastitbehandlingar. Men den stora fragan &r
om kinoloner har nagon klinisk effekt vid behandling av kolimastit. Om detta tvistar de ldrde
och det finns motstridiga resultat fran olika studier. En dansk studie hidvdar att kinoloner har
effekt vid hoggradig klinisk mastit, men inte vid lindrigare fall och inte heller vid de allra
allvarligaste fallen [6]. I en nyligen publicerad finsk filtstudie dér hélften av korna
behandlades med enrofloxacin och NSAID och den andra hilften bara med NSAID, sags inga
skillnader mellan grupperna férutom en nagot mindre bakterievixt i enrofloxacin-gruppen [7].
En del experimentella studier har visat en positiv effekt av enrofloxacin pa mjolkproduktionen
[5, 8].

Dubbelblindad klinisk provning

Vid utvirdering av likemedel bor helst studien vara en sa kallad dubbelblindad klinisk
provning for att fa hogsta mojligt bevisvirde. Det innebér att en grupp behandlas med aktiv
substans och den andra med placebo, men forpackade i likadana avkodade forpackningar dir
varken djurigare, veterinir eller projektledare vet vad som finns i forpackningarna. Ingen av
de namnda tidigare publicerade studierna om behandling av kolimastit med kinoloner ir en
dubbelblindad klinisk provning. I vildigt fa studier ingar dessutom en langtidsuppfoljning.

Syfte
Syftet med denna studie var att med hjélp av en dubbelblindad klinisk provning i félt

utvirdera behandlingseffekten, pa kort och pa lang sikt, av kinolonen enrofloxacin vid akut
klinisk mastit orsakad av E. coli.

Material och metoder

Korna

I studien ingick 117 mjolkkor i ordinarie kopraxis. Korna hade akut klinisk mastit misstinkt
orsakad av E. coli. Korna besoktes av en veterinir tillhorande nagot av de 25
veterindrcentrum som ingick i den kliniska provningen. Vid besoket, dag 0, utforde
veterindren en klinisk undersokning av kon och fyllde i eventuella fynd i protokoll dag O.
Symtom som registrerades var bland annat temperatur, allméntillstand, juverkonsistens,
mjolkens utseende och uppskattad mjolkproduktion.

Forsoket har godkints av en djurforsoksetisk ndmnd och den kliniska provningen har
godkints av Likemedelsverket. Studien pagick mellan 2008 och 2012.

Provtagning

Mjolken undersoktes av veterindren med California Mastitis Test (CMT) som ger ett indirekt
matt pa mjolkens celltal. CMT-poidngen (1-5) noterades i protokollet. Tre mjolkprov togs fran
affekterad/-e juverhalva/-or. Ett mjolkprov bakterieodlades pa den lokala stationen for att
kunna ge djurdgaren en snabb aterkoppling till dagen dérpa. Tva mjolkprover skickades till
Mastitlaboratoriet, SVA dir det ena undersoktes for bakteriologi medan det andra som
inneholl konserveringsmedlet bronopol, analyserades med avseende pa celltal.



Behandling

Veterindren lamnade kvar testsubstans for tre dagars behandling. Varken djurigaren eller
veterindren kunde se innehallet i de identiska bruna glasflaskorna. Hilften av flaskorna
innehdll enrofloxacin ekvivalent med Baytril® vet. Hélften av flaskorna innehdll placebo i
form av koksalt. Enrofloxacinet hade ometiketterats och placebon hade tillverkats av
Apotekets produktionsbolag i Umea (APU) som ir ett laboratorium som uppfyller GLP (good
laboratory practice). Dessutom gjorde APU en kodlista for flaskorna dér det framgick vilket
flasknummer som var enrofloxacin och vilket som var placebo. Flaskorna och kodlistan
skickades till apoteket vid Malmo universitetssjukhus som ansvarade for alla utskick till
veterindrerna. Samtliga kor behandlades med NSAID i form av Metacam® vet. Samtliga kor
skulle ocksa mjolkas ur med tva extra urmjolkningar per dag under de tva inledande
behandlingsdagarna. Behandlande veterinér avgjorde, beroende pa kons symtom, om
ytterligare behandlingar krdavdes, som oxytocin, kalk och vitska. Dessa behandlingar
noterades i protokollet. Det var ocksa tillatet att dubbelbehandla korna med bensylpenicillin,
eftersom diagnosen kolimastit inte med sikerhet kan stillas enbart pa kliniska symtom i filt.
Djurdgaren utforde behandling med testsubstansen enligt dosen 17 ml intramuskulirt, en gang
om dagen i tre dagar (dos for Baytril® vet enligt Fass vet). Djurdgaren kunde nér som helst
vilja att sitta in annan behandling om kon blev alltfor dalig. Kon utgick da ur forsoket.

Uppfoljning pa kort sikt

Dagen efter avslutad behandling undersokte djurégare kon och noterade symtom och CMT-
resultat pa Protokoll dag 3. Dag 22 och dag 28 gjorde djurdgaren enligt ovan och fyllde i
Protokoll dag 22 och Protokoll dag 28 samt tog mjolkprov som skickades till SVA for
bakteriologi och celltalsanalys. Samtliga protokoll skickades till projektledaren pa SVA.
Utgangna och avlidna kor noterades av djurdgare och filtveterinir och rapporterades till
projektledaren pa SVA.

Bakteriologi

Mjolkproven odlades pa Mastitlaboratoriet, SVA enligt ackrediterade metoder. E. coli-isolat
gick vidare till antibiotikalaboratoriet, SVA for resistensundersokning. Dessutom skickades
52 av koliproverna till Danmark for bakteriologisk analys med PCR-metodik.

Langtidsuppfoljning

Uppgifter om utgangsdatum och provmjolkningsuppgifter (celltal och mjolkavkastning) fran
provmjolkningen fore behandling och sex manader efter hamtades fran Kodatabasen hos
Svensk Mjolk.

Statistisk bearbetning

Uppf6ljning skulle enligt instruktion goras dag 3, dag 22 och dag 28. De tva senare
uppfoljningarna gjordes inte pa alla kor och inte heller pa angivet datum. Uppf6ljning dag 22
och 28 slogs dérfor ihop. Det uppfoljningstillfdlle som hade flest parametrar (CMT, odling,
avvikande mjolk samt mjolkavkastning) registrerade valdes som uppf6ljning. For de kor som



hade lika manga parametrar registrerade vid bada tillfillena valdes det uppfoljningstillfille
som lag ndrmast 25 dagar efter mastitfallet.

Skillnader mellan behandlingsgrupperna vid uppf6ljning dag 3 och dag 22-28 testades med
logistisk regression for binéra variabler och linjér regression for kontinuerliga variabler.
Behandling (enrofloxacin vs. placebo) och grad av vixt (riklig vs. lindrig/mattlig vixt) vid
odling dag 0 inkluderades som forklarande variabler i alla modeller.

Skillnaden i dverlevnad 7 respektive 180 dagar utvirderades med dverlevnadsanalys (Cox
proportional hazards model). Antalet dagar fran att kon behandlades till dess att hon
slaktades/avlivades eller saldes beriknades. Kor som var kvar i besittningen vid
uppfoljningsperiodens slut (7 respektive 180 dagar) riknades som right-censored. Kor som
slaktades/avlivades inom 7 respektive 180 dagar definierades som failure. Typ av behandling,
grad av vixt vid odling dag 0, laktationsdag vid mastitfallet samt om kon fatt behandling med
bensylpenicillin (ja/nej), annat likemedel (ja/nej) eller vitska (ja/nej) togs med som
forklarande variabler i modellerna.

Skillnad i celltal och mjolkavkastning vid provmjolkningen fore samt de sex efterfoljande
provmjolkningarna efter mastiten jamfordes mellan gruppen som fatt enrofloxacin och
gruppen som fatt placebo. For de kor som var sinlagda eller nykalvade vid provmj6lkningen
fore mastitfallet och dirfor saknade celltalsuppgifter anvindes uppgifter fran den sista
provmjolkningen fore sinldggning. Skillnaden analyserades med linjir regresson, en modell
for varje provmjolkningstillfille, och beroende variabel var logaritmerat celltal respektive
mjolkavkastning. Behandling, grad av viéxt vid odling dag 0, ras (SRB, SH eller 6vriga raser)
och laktationsvecka vid sjukdomstillfillet inkluderades som forklarande variabler. I alla
modeller for uppfoljning dag 3 och dag 22-28 samt langtidsuppfoljning av 6verlevnad, celltal
och mjolkavkastning testades dven interaktionen mellan behandling och grad av véxt.
Skillnader i Ct-vérde for E. coli vid PCR-analysen testades mellan kor som dog inom de
narmaste dagarna och de som overlevde samt mellan kor som hade lindrig, mattlig eller riklig
vixt av E. coli vid odlingen fran dag 0. Skillnaderna testades med Kruskal-Wallis equality-of-
populations rank test.

Resultat

Totalt inleddes behandling pa 117 kor. Av dessa hade 57 kor E. coli i renkultur och stannade
ddrmed kvar i forsoket. Nio av dessa kor dog inom de forsta dagarna. En ko utgick da det inte
var mojligt att fa fram kodnumret pa behandlingen. Ovriga 60 kor utgick pa grund av annan
vixt, framst Staphylococcus aureus (18 st) eller pa grund av att djurdgaren ville avbryta
forsoket (5 st). Tre av korna med annan véxt dn E. coli avled inom de forsta dagarna efter
behandling. Samtliga 56 kor med E. coli hade mattlig (4 st) till hoggradig (52 st) akut klinisk
mastit. Se Figur 1 for odlingsresultat hos samtliga kor.
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Figur 1. Antal kor med respektive odlingsresultat.

34 kor (60,7 %) behandlades med enrofloxacin och 22 (39,3 %) fick placebo. Férutom
testsubstans och NSAID behandlades 7 kor med bensylpenicillin (Penovet® vet), 13 kor fick
kalk och 26 kor fick vitska. Vid akutbesoket hade néstan alla korna CMT >3, paverkat
allméntillstand och nedsatt mjolkmangd.

Medianen for laktationsdag vid mastitfallet var 116 dagar (min 3, max 409). Andelen kor som
dog inom de forsta dagarna skilde inte mellan behandlingsgrupperna (17,6 % av korna som
fick enrofloxacin och 13,6 % av korna som fick placebo, p=0,5). Av de nio kor som dog hade
sex (67 %) pares jamfort med 14 (30 %) av de 47 som Overlevde vilket var en statistiskt
sakerstillt hogre andel (p=0,044, 1-sidigt Fisher's exact test). Tabell 1 visar antal kor med
lindrig, mattlig eller riklig vixt av koli fordelat pa om de behandlades med enrofloxacin eller
placebo. Tabell 1 visar ocksa vixt av koli hos de kor som dog de ndrmaste dagarna efter
mastitfallet.

Tabell 1. Antal kor (antal som dog) med lindrig, mattlig eller riklig véxt av koli, férdelat pa antal kor
som behandlades med enrofloxacin eller placebo.

Lindrig Mattlig  Riklig Totalt

Enrofloxacin 8 (0) 7 (1) 19 (5) 34
Placebo 3(0) 3(0) 16 (3) 22
Totalt 11 (0) 10 (1) 35 (8) 56

Tva kor saknade helt uppfoljning dag 22 och dag 28 medan 20 kor hade alla uppgifter
registrerade vid bada tillfdllena. Efter ssmmanslagning av de tva uppfoljningstillfillena var
den genomsnittliga uppfoljningsdagen 28,1 dagar (SD 6,4). Det var ingen statistiskt
sakerstilld skillnad av symtom dag 0, dag 3 eller dag 22-28 mellan de kor som behandlades
med enrofloxacin respektive placebo.

Avkastningen var signifikant ldgre bade dag 3 och dag 22-28 om odlingen dag 0 visat riklig
vixt av E.coli. I 6vrig paverkade inte grad av viaxt symtom eller celltal vid uppfoljningen dag



3 och dag 22-28. Interaktionen mellan behandling och grad av vixt var inte statistiskt
sakerstilld for nagon variabel vid uppf6ljning dag 3 eller dag 22-28.

Overlevnadskurvor 0-7 respektive 0-180 dagar visas i figur 2 och 3. Skillnaden i 6verlevnad
0-7 respektive 0-180 dagar var inte statistiskt sidkerstédlld mellan gruppen som behandlades
med enrofloxacin och gruppen som behandlades med placebo (p=0,63 respektive p=0,52,
modellerna redovisas inte pa grund av platsbrist). Sannolikheten att Gverleva 0-180 dagar var
hogre om odlingen dag 0 visat lindrig/mattlig vixt jamfort med riklig vixt. Interaktionen
mellan behandling och grad av vixt var inte signifikant.
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Figur 2. Sannolikheten att 6verleva (ej slakt eller sjalvdod/avlivad) inom sju dagar efter fall av klinisk mastit
orsakad av E. coli och behandlad antingen med enrofloxacin eller placebo.
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Figur 3. Sannolikheten att 6verleva (ej slakt eller sjalvdod/avlivad) under 180 dagar efter fall av klinisk mastit
orsakad av E. coli och behandlad antingen med enrofloxacin eller placebo.

I figur 4 och 5 visas medelvérdet for celltal respektive mjolkavkastning for gruppen som
behandlades med enrofloxacin respektive placebo. Gruppen som behandlades med
enrofloxacin hade ett statistiskt sidkerstéllt ldgre celltal vid femte provmjolkningen (p=0,02)
(modellen redovisas inte pa grund av platsbrist) efter mastitfallet. Den skillnad som kan ses



vid provmjolkning 2 och 3 i figuren beror pa en hogre andel kor med riklig véxt i
placebogruppen. Grad av vixt paverkade inte celltalet men ddremot var interaktionen mellan
behandling och véxt vid andra provmjolkningen efter mastitfallet signifikant. Celltalet i
gruppen som fick placebo och hade riklig vixt var statistiskt sdkerstéllt hogre @n i de andra
grupperna.

Det var ingen skillnad i mjolkavkastning mellan grupperna. Kor med riklig vixt vid odlingen
dag 0 hade ddremot ldgre mjolkavkastningen vid femte och sjitte provmjolkningen jamfort
med kor med lindrig/mattlig vaxt.
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Figur 4. Medelvirde for celltal vid provmjolkningen innan samt de sex efterféljande provmjolkningarna efter
behandling for kor som behandlats med enrofloxacin eller placebo vid mastit orsakad av E. coli.
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Figur 5. Medelvirde for mjolkavkastning vid provmjolkningen innan samt de sex efterféljande
provmjolkningarna efter behandling, for kor som behandlats med enrofloxacin eller placebo vid mastit orsakad
av E. coli.

PCR

Totalt utfordes PCR pa mjolkprov fran 52 kor. Ct-medelvérdet var statistiskt sdkerstillt lagre
vid mattlig och riklig viaxt jamfort med lindrig vixt och ldgre vid riklig vaxt jamfort med
mattlig, diremot var det ingen skillnad mellan de kor som dog de forsta dagarna och de som
Overlevde. I tabell 2 visas medelvirde, standardavvikelse samt min- och maxvirde for Ct-
virden uppdelat pa kor som hade lindrig, mattlig eller riklig viaxt av E. coli vid odling samt
uppdelat pa overlevnad de forsta dagarna efter mastitfallet.

Tabell 2. Medelvirde for Ct fran PCR-analys, uppdelat pa grad av vixt av koli respektive 6verlevnad de forsta
dagarna efter mastitfall.




Antal Medel SD Min Max p-virde

Vixt vid Riklig vixt 31 21,5 5,6 152 37,3 0,001
odling Mattlig vixt 10 252 4,1 223 35,6
Lindrig véxt 11 27,4 3,3 234 335
Overlevnad Overlevde 45 23,8 5,1 15,6 373 0,12
Dog 7 214 7,8 152 37,1
Antibiotikaresistens

Samtliga isolat av E. coli var kinsliga for enrofloxacin.
Diskussion

Resultaten i denna studie tyder inte pa att behandling med enrofloxacin ar livraddande vid
kolimastit, sérskilt inte i det akuta skedet. Detta &r i linje med en finsk filtstudie dér hélften av
korna fick enrofloxacin i kombination med NSAID (ketoprofen) och den andra hélften fick
enbart NSAID [7]. I var studie var det ingen skillnad i korttidséverlevnad mellan kor som fick
enrofloxacin eller kor som fick placebo. Numerért var det till och med fler kor som fick
enrofloxacin av de kor som dog inom en vecka efter behandling. Den totala 6verlevnaden upp
till 180 dagar skiljde sig inte heller at statistiskt &ven om det fanns en tendens till battre
langtidsoverlevnad i den grupp som fick enrofloxacin. Bakterievixten paverkade inte
overlevnaden i var studie. Detta skiljer sig fran en tidigare dansk studie som visade att kor
med riklig vixt overlevde i mindre utstrackning dn kor med lindrig och mattlig vixt av E. coli
[9]. Orsaken till denna skillnad &r inte helt klarlagd. Kor som dog i var studie hade i storre
utstrackning pares dn de som overlevde.

Ser man till kliniska symtom, celltal (CMT) och bakteriologisk véxt fanns det en tendens till
att antibiotikabehandlade kor aterhdmtar sig nagot snabbare, men det fanns ingen signifikant
skillnad mellan grupperna pa kort sikt. I en finsk experimentell studie dir enrofloxacin
jamfordes med laktoferrin sags ocksa en tendens till snabbare bakteriologisk aterhimtning hos
kor som behandlats med enrofloxacin [10]. I en annan experimentell studie sags ocksa en
himning av bakteriologisk véxt i mjolk hos de kor som behandlats med enrofloxacin jaimfort
med dem som inte behandlats alls [11]. Pa lang sikt hade gruppen som fick enrofloxacin ett
signifikant ldgre celltal.

Det var ingen skillnad i mjolkavkastning mellan kor behandlade med enrofloxacin eller
placebo, varken pa kort eller pa lang sikt. Detta stimmer verens med en finsk studie dér inga
skillnader i mjolkproduktion sags vid dag 21 [7]. Resultatet skiljer sig dock at fran tva
experimentella studier med enbart korttidsuppfoljning [5, 8]. Vad vi vet finns inga studier
med langtidseffekter pa mjolkavkastning vid kolimastit behandlad med enrofloxacin.

Ct-virdet for PCR-analysen foljde som vintat odlingsresultaten dir ett lagt Ct-varde var
signifikant korrelerat med riklig vixt. Dock sags ingen skillnad i Ct-vidrde mellan kor som dog
inom en vecka eller kor som dverlevde forsta veckan.



Samtliga isolat av E. coli var som vintat kinsliga for kinoloner. Detta har @ven visats i
tidigare studier pa kolibakterier vid klinisk och subklinisk mastit i Sverige [1, 2].

Vidare kan det vara virt att notera att diagnosen kolimastit var svar att stélla kliniskt for de
medverkande veterindrerna 1 forsoket. Nastan hélften av misstiankta kolimastiter 1 denna
studie hade salunda vixt av annan bakterie dn E. coli.

Slutsatser

I denna studie sags ingen livraddande effekt av allvarligt sjuka kor med kolimastit da de
behandlades med enrofloxacin. Eftersom kinoloner é&r ett kritiskt viktigt antibiotika for
manniskor bor de anvindas mycket mattfullt till djur. Till djur bor kinoloner darfor bara
anvindas for att hidva ett allvarligt sjukdomstillstand och dér man tror att kinolonen kommer
att ha en avgorande effekt for djurets tillfrisknande. Resultaten i denna studie visar visserligen
pa nagra positiva effekter av behandling med kinolonen enrofloxacin sasom ldgre celltal och
en tendens till snabbare aterhamtning. Enligt oss &r detta dock inte tillrdckliga skl for att
behandla akut klinisk mastit orsakad av Escherichia coli med kinolon. Ytterligare stod for
detta stillningstagande aterfinns dessutom i nagra nordiska publikationer som utvirderat
behandling av kolimastit med antibiotika [7, 12].
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