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Penicillin ar forstahandsval vid behandling av méanga infektioner hos hast. Det enda alternativet for
intramuskuléar (IM) penicillinbehandling ar idag bensylpenicillinprokain (pc-prok). Hastar kan drabbas

av allvarliga biverkningar orsakade av prokain, vilket gor det onskvart att hitta ett behandlingsalternativ
utan prokaindelen. | denna studie har kinetiken efter IM administration av pc-prok respektive bensylpeni-

cillin med lidokain och adrenalin (pc-lido) studerats

behandling mot ménga vanliga patogener hos hast.

Det finns ett behov av ett antibiotikaalternativ med smalt
antimikrobiellt spektrum till hiast, med lag risk for bi-
verkningar och som kan administreras av djurigaren. Pc-
prok uppfyller kriterierna med undantag for risken for sa
kallad "penicillinchock”, vilket beskrivs mer utforligt i
del 1. I del 1 redovisas dven att IM injektioner av bensyl-
penicillinnatrium (pc-Na) ger tillrickligt hoga bensylpe-
nicillinkoncentrationer i plasma for god antimikrobiell
effekt. Dock uppvisar histarna starka smértreaktioner
av injektionerna. Syftet med del 2 av studien var att
undersdka om IM injektion av pc-lido kan vara ett alter-
nativ, med antagandet att lidokain minskar sméirtan och
att adrenalin bidrar till vasokonstriktion och didrmed en
viss depaeffekt. Vi har dven studerat kinetiken efter IM
injektion av pc-prok, eftersom tillginglig litteratur ar av
ildre datum med stor variation i angiven halveringstid
(4,5, 6,10, 11, 20). Behandlingarna har utvirderats med
analyser av bensylpenicillinkoncentration i plasma som
relaterats till MIC (Minimum Inhibitory Concentration,
ligsta inhiberande koncentration av bensylpenicillin, in
vitro) for hos hiisten vanliga patogena bakterier. Peni-
cilliner dr tidsberoende antibiotika vilket innebir att
det som avgor om de har god effekt dr hur lang tid den
fria plasmakoncentrationen (korrigerat fér proteinbind-
ningsgrad) overstiger MIC under dosintervallet (tiden 6ver
MIC, T > MIC, vanligen uttryckt som en procentandel

av dosintervallet) (3). For att bedoma sméirtpéverkan och
stress av behandlingarna har beteendeobservationer och
kliniska undersokningar gjorts. Aven stabiliteten hos den
fardigberedda losningen av pc-lido undersoktes.

.Resultatet visar att bada ger adekvat antimikrobiell

Atta friska vuxna varmblodiga travare (sju ston och en
valack, 13-23 &r) anviindes i forsoket. Histarna tillhorde Insti-
tutionen for kliniska vetenskaper, SLU, Uppsala. Forsoket ar
godkiint av Djurforsoksetiska nimnden i Uppsala (C173/14).

Forsoket var en randomiserad crossover-studie, dir varje
hiist behandlades en omgang med vardera likemedel (pc-li-
do och pc-prok). Forsoksomgangarna omfattade fyra dagars
behandling och skiljdes it av en washout-period pa 8 veckor.

Pc-prok (Penovet vet., Boehringer Ingelheim Vetmedica,
Malmo, Sverige, 300 mg/ml) gavs i den av tillverkaren re-
kommenderade dosen (21 mg/kg, 7 ml/100 kg) IM en ging
dagligen (dosintervall (q) 24 h) i 4 dagar. Pc-lido gavs tva
ganger per dygn (q 12 h) vid sju tillfiillen i en dos om 6,25
mg pce-Na/kg, 0,1 mg lidokain/kg och 0,05 pg adrenalin/kg
(2,5 ml/100 kg).

Pc-lido bereddes i direkt anslutning till injektionerna ge-
nom att 3 gram pc-Na (Bensylpenicillin® Meda, Meda, Solna,
Sverige) lostes i 5 ml sterilt vatten (Sterilt vatten Fresenius
Kabi, Fresenius Kabi, Uppsala, Sverige) och 5 ml lidokain med
adrenalin (Xylokain adrenalin (10 mg/ml + 5 pg/ml), Astra-
Zeneca, Sodertilje, Sverige), vilket gav 12 ml firdig l6sning.

Volymen likemedelslosning avrundades till hela ml. Tre
olika injektionsplatser (markerade med rakning) pa var
sida av halsmuskulaturen anviindes, och injektionerna gavs
omviixlande pa hoger och viinster sida.
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Blodprover togs innan forsta injektionen och déirefter var
12:e h (alltid fore ny injektion for att méta ligsta koncen-
tration under dosintervallet, C, ). Efter forsokets sista
injektion togs mer frekventa prover via permanentkanyl
(0,25,0,5,1,2,3,5,8,12, 24, 36 och 48 h efter injektionen).
Proverna togs i heparinror och hanterades sterilt och kylt.
Efter centrifugering (1500 g, 10 min, 4°C) frystes plasman
ned till -80°C i viintan pa analys. Analys av bensylpenicill-
inkoncentration utfordes pad SVA med validerad metod, li-
quid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/
MS) (16). Ligsta miitbara koncentration av bensylpenicillin
var 0,0064 pg/ml.

Med hjiilp av Microsoft Office Excel (for Mac, version
15.11.2) utléstes C . hogsta koncentrationen (C ) och
tiden nar hogsta koncentration i blodet uppnéaddes (T ).
Halveringstiden (T, ,) beriknades efter den sista injektionen
och T > MIC beriiknades utifran detta. Den fria plasmakon-
centrationen beriknades med proteinbindningsgraden 63 %

(16). For detaljer kring beriikningarna, se (8) och (9).

Monte Carlo-simulering anviindes for att simulera tidfor-
loppet av penicillinkoncentrationen i plasma hos en storre
population (200 héstar), beriknad utifrin variationen i
studiepopulationen (1). Simuleringen ger ett antal mojliga
utfall som ér till hjilp for ett beslut angaende doseringsre-
kommendation for en storre population.

Den fria penicillinkoncentrationen i plasma jimfoérdes med
MIC av penicillin for tre vanliga patogena bakterier hos
hiist: Actinobacillus equuli (A equuli), Staphylococcus aureus
(S aureus) och betahemolyserande streptokocker (exem-
pelvis Streptococcus equi subsp zooepidemicus (S zooepide-
micus) och Streptococcus equi subsp equi (S equi)). MIC for
vildtypen (isolat utan forviirvad resistens) av A equuli iir
1,0 pg/ml, for S aureus 0,125 pg/ml och fér betahemolyse-
rande streptokocker 0,03 pg/ml (18).

Tva flaskor pc-lido bereddes enligt ovan, samt en flas-

ka med 3 g pc-Nai 10 ml sterilt vatten (vilket ger 11 ml
16sning). En flaska pe-lido férvarades i rumstemperatur
(19-20°C), den andra pc-lido samt pc-Na i kylskap (4-5°C).
Prover for analys av bensylpenicillinkoncentration togs fran
flaskorna direkt efter beredning samt efter 0,5, 1, 2, 3,12, 24,
48 och 72 h. Proverna férvarades i -80°C tills de analyserades.

Histarnas beteende observerades under 6 minuter fore och
efter varje morgoninjektion. Var 20:e sekund markerades
vad histen gjorde just da (om den stod eller gick, om den
strickte eller vilade halsen, tittade ut ur boxen eller ¢j, samt
om den at eller utférde munrorelser). Frekvens av ovriga

beteenden noterades (till exempel sucka/frusta, halsskak-
ningar och skrap med framben) under hela observationsti-
den. Klinisk undersokning av injektionsplatserna gjordes fore
och 12 h efter forsta injektionen, samt diirefter varje morgon
(efter injektionerna) och till och med 48 h efter sista injektio-
nen. Svullnader, palpationsémhet och ovilja att boja halsen for
att na en godbit noterades. De som utforde beteendeobserva-
tionerna och de kliniska undersokningarna hade ej kinnedom
om vilka hiistar som fatt vilken behandling.

Tvasidigt parat t-test har anviints for att beriikna p-virde
med hjilp av Microsoft Office Excel. I ett fall har oparat
t-test anviints (angivet i samband med p-virdet). P < 0,05
har betraktats som statistiskt signifikant.

Plasmakoncentrationen av bensylpenicillin 6ver tid efter
IM injektion av pc-lido respektive pc-prok presenteras i figur
1. Tabell 1 visar farmakokinetiska parametrar och tabell 2
visar f'T > MIC. I figur 2 visas Monte Carlo-simuleringar av
penicillinkoncentrationen i plasma hos 200 fiktiva histar,
slumpade utifran variationen i studiepopulationen.

Figur 3 visar stabiliteten av bensylpenicillin i firdigblan-
dad likemedelslosning av pc-lido respektive pc-Na lost i
sterilt vatten. Omedelbart efter blandning var pe-lido-16s-
ningen grumlig och det tog cirka 10 minuter innan den bli-
vit helt klar, medan pc-Na var helt klar efter 90 sekunder.

Beteendestudierna kunde inte visa nagon signifikant skill-
nad mellan be bada behandlingarna. Déremot var frekven-
sen av ovriga beteenden (sdsom sucka/frusta, munroérelser
och skaka pa halsen) hogre efter injektion én fore, vid be-
handling bdde med pc-lido och pe-prok (p = 0,012 respekti-
ve p = 0,0001). Skillnaden mellan beteendet fore och efter
injektion var sé liten att den subjektivt inte uppfattades av
observatorerna, utan forst kunde ses vid statistisk analys
av resultaten.

Resultatet av det kliniska undersokningarna (svullnad,
Omhet och stelhet vid injektionsplatserna) redovisas i figur
4. Inga histar visade tecken pa andra biverkningar.

For god behandlingseffekt av bensylpenicillin bor T > MIC
vara minst 30-50 procent av dosintervallet (13, 14, 15). 1
Monte-Carlo-simuleringarna gjorda utifran vara resultat
blir fT > MIC (MIC = 0,125 pg/ml) éver 50 procent for alla
histar vid behandling med bade pe-prok (21 mg/kg, q 24 h)
och pe-lido (6,25 mg/kg, q 12 h). Goda behandlingsresultat
mot S aureus och beta-hemolyserande streptokocker ér
alltsd att forviinta av bada behandlingarna. For behandling
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FIGUR 1. Totala plasmakoncentrationen (medelvarde + SD) av bensylpe-
nicillin i plasma efter administrering av tva olika former av bensylpeni-
cillin. Atta hastar gavs bensylpenicillinnatrium med lidokain och adrena-
lin (pc-lido) IM (bla cirkel, 6,25 mg/kg) var 12:e timme (vid tiden 0, 12,
24,36, 48,60 och 72 h) och bensylpenicillinprokain (pc-prok) IM (orange
cirkel, 21 mg/kg) var 24:e timme (vid tiden 0, 24, 48, och 72 h). Blodpro-
ven fran 12-72 h togs omedelbart fére nasta giva av lakemedlet.
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FIGUR 2. Monte Carlo-simulering av fri plasmakoncentration under ett
dosintervall fér 200 fiktiva hastar slumpade utifran studiepopulatio-
nens variation. | figuren ar MIC = 1 pg/ml (A equuli, rod linje), 0,125 pg/
ml (S aureus, bla linje) och 0,03 pg/ml (betahemolyserande strepto-
kocker, grén linje) markerade. a) Bensylpenicillin efter IM administre-
ring av bensylpenicillinnatrium med lidokain och adrenalin (pc-lido)
(6,25 mg/kg, med variation i clearance 16 %, distributionsvolym 32 %
och absorption 35 %). b) Bensylpenicillin efter IM administrering av
bensylpenicillinprokain (pc-prok) (21 mg/kg, med variation i clearance
20 %, distributionsvolym 60 % och absorption 30 %).

FIGUR 3. Bensylpenicillinkoncentration i fardigblandad lakemedelslés-
ning vid férvaring i rumstemperatur respektive kylskap. 100 % repre-
senterar det maximala vardet som uppmaéttes (252 mg/ml). Pc-lido: 3 g
bensylpenicillinnatrium blandat med 5 ml sterilt vatten och 5 ml lidokain
med adrenalin (10 mg/ml + 5 O0g/ml). Pc-Na: 3 g bensylpenicillinnatrium
blandat med 10 ml sterilt vatten.
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FIGUR 4. Klinisk undersdkning av injektionsplatserna i halsmuskulatu-
ren efter injektion av tva olika former av bensylpenicillin. Atta hastar
gavs bensylpenicillinnatrium med lidokain och adrenalin IM (bl& cirkel,
6,25 mg/kg) var 12:e timme (vid tiden 0, 12, 24, 36, 48, 60 och 72 h) och ben-
sylpenicillinprokain IM (orange cirkel, 21 mg/kg) var 24:e timme (vid tiden
0, 24,48, 0och 72 h). Svullnad (a) graderades som 0 cm3 = grad 0,0 - 1 cm3
=grad 1, 1-10cm3 = grad 2, 10-100 cm3 eller en diffus, bucklig svullnad
= grad 3. Stelhet (b) och 6mhet (c) graderades som lindrig (1), méattlig

(2) eller kraftig (3). Maxgraderingen 6 innebér grad 3 pa bade héger och
vanster sida. Ingen skillnad mellan behandlingarna sags avseende stelhet
(p = 0,50) eller svullnad (p = 0,18) men héastarna var ndgot mer 6mma vid
behandling med pc-lido &n med pc-prok (p = 0,02).

FORTSATTER PA NASTA SIDA »
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av A equuli (MIC 1 pug/ml) ér dock fT > MIC allt for lag vid
bada behandlingarna. Pc-lido ér ett viilkommet alternativ
till pc-prok, med tanke pa de allvarliga biverkningar som
prokainet i pc-prok kan ge. En annan konsekvens av att
ersitta pc-prok med pc-lido ér att karenstiden for tivling
efter behandling skulle forkortas, da den ér 96 h for lidoka-
in och bensylpenicillin och 14 dygn for prokain (7).

TV hos pc-prok ligger i linje med de flesta tidigare
publicerade studier diir T varit i genomsnitt 8-14 h (4, 5,
0, 10). Ett par forsok har dock visat betydligt liingre TV:
19,7 respektive 24,7 h (11, 20). En orsak till att T% avviker
betydligt i de sistnimnda kan vara variation i berednings-
formen, till exempel olika hjilpidmnen.

Som viintat dr T% i plasma for bensylpenicillin betydligt
kortare efter IM-administration av pc-lido éin pe-prok. Pro-
kain bildar tillsammans med bensylpenicillin ett svarlosligt
salt som langsamt dissocierar i muskeln vilket ger en langsam
absorption av bensylpenicillin vilket kraftigt forlanger T%.

Tillsatsen av lidokain och adrenalin minskar absorp-
tionshastigheten, da Tmax var lingre for pc-lido an for
pc-Nai del 1. Vasokonstriktion till foljd av adrenalintill-
satsen ér en forklaring till lingsammare upptag. Det ir
dven mojligt att de smértrektioner histarna uppvisade vid
behandling med pc-Na (bland annat frekventa halsskak-
ningar) okar blodgenomstromningen i halsmuskulaturen
och dirmed upptagshastigheten. Adrenalinets effekt ér
troligtvis kortvarig eftersom nedbrytningen ar snabb och
dosen lag. Tillsatsen av lidokain och adrenalin paverkar inte
T%ndmnvirt, da ingen signifikant skillnad i T ses mellan
pc-lido (2,5 +1,0 h) och pe-Na (1,9 + 0,2 h) (p = 0,14, oparat
t-test). Doseringen av pe-lido (6,25 mg/kg) var liigre éin dosen
avpc-Na (15 mg/kg) i del 1. Del 1 visade att dosen var onddigt
hog med tanke pa att T > MIC ned till 30 procent ér accepta-
belt och det anségs motiverat att forsoka minska injektionsvo-
lymen. Eftersom TV ir kort éir dosens paverkan pa f'T > MIC
begriinsad. Trots minskad dos var f'T > MIC inte kortare for
pe-lido (80 % + 23, MIC = 0,125 pg/ml) jaimfort med pe-Na
(63 % +12) (16).

DA T > MIC (MIC = 0,125 pg/ml) efter behandling med
pe-prok dr hog kan man troligen sinka dosen och édnda
bibehalla god effekt vid manga infektioner. Nir injektion av
pe-prok leder till prokaintoxicitet beror det troligen oftast
pa att hela eller delar av dosen oavsiktligt injiceras intra-
venost, eller att en ovanligt stor del av prokainet i like-
medlet dr 16st och dirmed tillgéingligt for snabb absorption
(2,17). Pc-prok 21 mg/kg motsvarar 8,4 mg prokain/kg
och hiistar visar symptom pé prokaintoxicitet redan vid
intravendos injektion av 1,7 mg prokain/kg (2). Prokaintox-
icitet &r dosberoende och symptomen blir kraftigare vid
dosen 4,25 mg/kg och dnnu kraftigare vid 8,5 mg/kg (2,

19). Det dr déarfor rimligt att anta att risken for, och /eller
allvarlighetsgraden av, prokaintoxicitet skulle minska vid
en minskad dos av pc-prok, men inte elimineras.

En oro infor en sinkning av doseringsrekommendationen
kan vara att risken for terapisvikt skulle 6ka. Behandling
siitts ibland in i viintan pa provsvar eller utan provtag-
ning, det vill siga utan kinnedom om vilken bakterie man
behandlar. Om det ror sig om en bakterie med hogre MIC
in 0,125 pg/ml men lidgre dn 1,0 pg/ml, exempelvis en
Actinobacillus spp. med MIC 0,25 eller 0,5 png/ml, kanske
dosen 21 mg/kg hade haft tillricklig effekt, medan en liigre
dos inte har det. Vid férekomst av bolder kan distributionen
av penicillin till infektionsomradet férsimras. Tyvirr saknas
kliniska data som visar vilka preparat och doseringar som ér
lampliga vid bolder med stafylokocker och streptokocker, men
eventuellt krivs intravenss behandling for effektiv terapi (12).
Om pe-prok trots det viljs som behandling vid bolder ér det
inte uteslutet att en ligre dos ger storre risk for terapisvikt.

Sammantaget kan man konstatera att beteende och klinisk
undersokning tyder pa att bada behandlingarna ar for-
enade med risk for lindrigt obehag hos hiisten. Ingen hiist

var sa smiirtpaverkad att den blev svar att behandla, vilket
var fallet vid behandling med pe-Nai del 1. Lidokain verkar
alltsa fylla sin uppgift som smértlindrande vid injektionen.
Biverkningarna kan anses vara acceptabla med tanke pa att
antibiotikabehandling dr nagot som bara ska genomféras niir
det verkligen behovs.

Stabilitetsstudien visar att firdigblandad pc-lido och pe-Na
har acceptabel hallbarhet i kyl i atminstone 4 dygn, men
hallbarheten i rumstemperatur ar mycket kort och like-
medlet bor dirfor kylforvaras och inte tas ut i rumstempe-
ratur mer dn nodvindigt. Koncentrationen av bensylpeni-
cillin édr ligre direkt efter beredning én efter 30 minuter i
pc-lido, medan ingen storre skillnad ses i pc-Na-losningen.
Troligen beror detta pa att det tar lingre tid for penicillinet
att Iosa sig i pc-lido, da det tog liingre tid for grumlingen att
forsvinna i pe-lido.

Studien visar att IM behandling med pe-lido (6,25 mg/kg,
q 12 h) eller pe-prok (21 mg/kg, q 24 h) ger adekvat anti-
mikrobiell behandling mot flera vanliga patogener hos hist
(MIC 170,125 pg/ml), men att behandlingen ér otillricklig
vid infektion med A equuli. Bada behandlingarna ér forena-
de med viss risk for smérta och svullnad vid injektionsplat-
sen, men reaktionerna dr generellt lindriga och kan anses
acceptabla i sammanhanget. Fordelen med pc-lido framfor
pec-prok ér att risken for prokaintoxicitet elimineras.
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Intramuscular administration of benzylpenicillin in horses, part 2.
Effect and kinetics of procaine benzylpenicillin and ben-
zylpenicillin with addition of lidocain with adrenaline.

Benzylpenicillin is the most commonly used antibiotic
in veterinary medicine in Sweden. Only procaine benzylpeni-
cillin (pc-prok) is approved for intramuscular administration
in horses. Procaine is associated with the sometimes severe
adverse effect “penicillin shock”. The main aim of part 2 was
to investigate if sodium benzylpenicillin with addition of
lidocaine with adrenaline (pc-lido) could be an alternative.
The study was randomized, blinded and a two treatment
crossover design. Eight horses were given sodium benzyl-
penicillin (6,25 mg/kg) with addition of lidocaine (0,1 mg/
kg) with adrenaline (0,05 pug/kg) twice daily or pe-prok
(21 mg/kg) once daily intramuscularly for four days. Blood
samples were analysed for plasma benzylpenicillin. Using the
variation from the studied population, the plasma concentra-
tions of benzylpenicillin was simulated (Monte Carlo simula-
tion) in 200 horses, and compared to MIC (Minimum Inhibi-
tory Concentration) for common pathogens in the horse. The
pe-lido solution was analysed for stability of benzylpenicillin
when stored in room temperature (19-20°C) or in refrigerator
(4-5°C). The behaviour of the horses was recorded before and
after each morning injection. The injection sites in the neck
musculature were clinically examined.

The mean (+SD) half-life of benzylpenicillin after intra-
muscular administration of pc-lido and pc-prok was 2.6 +
1.0 hand 11.4 + 3.6 h, respectively. Following pc-lido and
pc-prok administration the f'T > MIC for Staphylococcus
aureus (MIC = 0.125 pg/mL) was 80 % + 23 and 133 % +
21, respectively. The Monte Carlo simulations show that in
all simulated horses treated with pc-prok or pe-lido, the T
> MIC (MIC [ 0.125 pg/mL) exceeds 50 % of the dosing
interval. A fT > MIC of 30-50 % or more is considered app-
ropriate for antimicrobial treatment with penicillin.

There was no significant difference in the behaviour
of the horses receiving the two different therapies. Some
swelling and pain at the injection sites was noted, but in
most cases the reactions were mild. The soreness was
slightly stronger following pc-lido-treatment, but no
difference between treatments could be seen in swelling
or stiffness. The reactions could be considered acceptable
when antibiotic treatment is necessary. The pc-lido solu-
tion had acceptable stability for at least 4 days when stored
in 4-5°C, but the stability was short in room temperature.
In conclusion, the treatment with pc-lido (6,25 mg/kg)
twice daily or pe-prok (21 mg/kg) once daily both appears
to be adequate antimicrobial therapy to treat many com-
mon infections in the horse. The advantage of using pc-lido
would be eliminating the risk of procaine reactions.

TABELL 1. Farmakokinetiska parametrar (medel + SD)
for bensylpenicillinprokain (pe-prok) (21 mg/kg, q 24 h)
och bensylpenicillinnatrium med lidokain och adrenalin
(pc-lido) (0,25 mg/kg, q 12 h) efter IM injektion under 4
dygn till hist (n = 8).

Pc-prok Pc-lido

Tmax (h) a 4+1,1 1,4 +0,9

T1/2 (h) b 11,4 £ 3,6 25+1,0

Cmax (ug/ml) 2,7 £ 0,50 3,4 +£0,88
Cmin adm 1 (ug/ml) | 0,38 + 0,06 0,26 £ 0,12
Cmin adm 2 (ug/ml) | 0,49 + 0,16 0,32+ 0,16
Cmin adm 3 (ug/ml) | 0,48 + 0,12 0,27 £+ 0,18
Cmin adm 4 (ug/ml) | 0,47 £ 0,13 0,23 £0,19
Cmin adm 5 (ug/ml) 0,17 + 0,09
Cmin adm 6 (ug/ml) 0,25 + 0,21
Cmin adm 7 (ug/ml) 0,12 £ 0,12

Tmax - Tiden for maximal plasmakoncentration; T1/2 -
halveringstid; Cmax — maximal plasmakoncentration; Cmin
- ldgsta plasmakoncentrationen under ett dosintervall (24
respektive 12 h); adm — administration. a p = 0,004; b p =
0,0003.

TABELL 2. Tiden éver MIC (fT > MIC) efter sista IM in-

jektionen bensylpenicillinprokain (pc-prok, dos 21 mg/kg,

q 24 h) respektive bensylpenicillinnatrium med lidokain
och adrenalin (pc-lido, dos 6,25 mg/kg, q 12 h) efter 4
dygns behandling till hiist (n = 8), uttryckt som en procen-
tandel av doseringsintervallet (medel (%) + SD).

MIC Pc-prok Pc-lido
0,03 pg/ml 4+1,1 1,4 +£0,9
Betahemolyseran- | 231 % * 49 123 % + 40
de streptokocker

0,125 pg /ml 2,7 £0,50 3,4+0,88
S aureus 133 % + 21 80 % + 23
1pg/ml

A equuli 6%+9 8% +6
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