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SAMMANFATTNING

Hastar riskerar att drabbas av endotoxinemi framforallt vid olika typer av kolik men
dven vid andra sjukdomstillstdnd. Stressen och inflammationen som uppstir vid
endotoxinemi, liksom vid vissa andra typer av akuta skador eller allvarliga
sjukdomstillstand, kan leda till utvecklandet av insulinresistens, glukosintolerans och
hyperglykemi. Dessa metaboliska rubbningar &r 1 sig skadliga och inom humanvérden
behandlas intensivvardspatienter vid behov med insulin for att forbéttra tillfrisknande
och dverlevnad.

For att inhdmta mer kunskap om de metaboliska rubbningarna, som sker hos héstar
med endotoxinemi gjorde vi en prospektiv experimentell forsoksstudie av héstar som
infunderades med endotoxin och provtogs for analys av serumglukos och
plasmainsulin.

De 8 hdstarna som anvéndes i forsoket infunderades med Escherichia coli endotoxin
(SigmaAlderich L5418, O55:B5) i en total dos pd 500 ng/kg kroppsvikt under 6
timmar. Provtagning och analys av glukos och insulin skedde fran och med ett dygn
innan endotoxininfusionen och upp till 36 timmar efter dess start.

Héastarna undersoktes kliniskt under och efter endotoxininfusionen och samtliga
uppvisade symtom pa endotoxinemi. Okad andnings- och hjirtfrekvens, minskade
bukljud, forhojd kroppstemperatur, nedsatt aptit och tecken pa smérta var symtom
som noterades hos samtliga histar. Aven firgforindringar i munslemhinnan
utvecklades hos alla histar frdn och med cirka en timme efter endotoxininfusionens
start.

Resultaten visar att hdstarna under infusionen drabbades av hyperglykemi och
hyperinsulinemi vid provtagningen 2 timmar efter endotoxininfusionens start.
Insulinvirdet var signifikant forhdjt dven vid tiden 16 till 24 timmar efter
endotoxinfusionens start och nedsatt insulinkdnslighet kunde ses under hela
provtagningsperioden efter endotoxininfusionens slut. Insulinkénsligheten
utvirderades med hjdlp av berdkning av proxies (QUICKI, RISQI) och genom
berdkning av MIRG beddmdes den uppkomna insulinresistensen som icke-
kompenserad.



SUMMARY

Horses are at risk of developing endotoxemia, particularly when suffering from
different types of colic. The stress and inflammation initiated by endotoxins or other
types of acute injuries or serious pathologic conditions can lead to development of
insulin resistance, glucose intolerance and hyperglycemia. These metabolic disorders
are harmful and human intensive care patients are treated with insulin to improve
recovery and survival.

To obtain more knowledge about the metabolic disorders that occur in horses with
endotoxemia we conducted a prospective experimental trial in which horses were
infused with endotoxin and repeated blood samples were taken for analyses of serum
glucose and plasma insulin.

The eight horses included in the experiment were infused with Escherichia coli
endotoxin (SigmaAlderich L5418, O55: B5) comprising a total dose of 500 ng/kg bw
for 6 hours. Blood samples for analyses of glucose and insulin were obtained during
the day before the endotoxin infusion and over 36 hours after the start of the
endotoxin infusion.

Clinical examination of the horses during and after the endotoxin infusion revealed
clinical signs of endotoxemia. Increased respiration and heart rate, decreased
abdominal sounds, elevated body temperature, loss of appetite and signs of pain were
noted in all horses. Color changes in the oral mucosa developed in all horses
approximately one hour after the start of the endotoxin infusion.

The results show that the horses developed hyperglycemia and hyperinsulinemia 2
hours after the start of the endotoxin infusion. The plasma insulin concentrations were
also significantly elevated at 16 to 24 hours after the endotoxin infusion. Reduced
insulin sensitivity could be seen throughout the sampling period after the end of the
endotoxin infusion. Insulin sensitivity was evaluated using estimates of proxies
(QUICKI, RISQI). By calculating MIRG we assessed the insulin resistance as non-
compensated.



INLEDNING

Histar riskerar att drabbas av endotoxinemi, det vill séiga endotoxinforekomst i
blodet, framforallt vid olika typer av kolik men dven vid andra sjukdomstillstand
(Reed et al. 2010). Stressen och inflammationen som uppstar vid endotoxinemi,
liksom vid vissa andra typer av akuta skador eller allvarliga sjukdomstillstdnd, kan
leda till utvecklandet av insulinresistens, glukosintolerans och hyperglykemi
(Langouche & Van den Berghe 2006). Endotoxiner har anvénts i forsok bade pa
ménniskor och djur for att framkalla och studera akut insulinresistens och
hyperglykemi (Agwunobi et al. 2000, To6th et al. 2009).

Inom humanvérden ar det sedan ldnge kant att kritiskt sjuka patienter riskerar att
drabbas av akut insulinresistens och hyperglykemi (Van den Berghe et al. 2001).
Traditionellt har akut hyperglykemi setts som ett sétt for kroppen att tillgingliggora
energi for vdvnader och organ utan insulinberoende glukosupptag, och en méttlig
hyperglykemi har tolkats fordelaktig for patienten (Langouche & Van den Berghe
2006). Under senare ar har studier tvirtemot tidigare uppfattning visat att patienter
som insulinbehandlades dven vid lindrig hyperglykemi hade ett béttre tillfrisknande
an patienter som behandlades enligt konventionellt sitt (Van den Berghe et al. 2001).

Inom veterindrmedicinen &r akutsjukvdrden inte lika utvecklad som inom
humanvarden och kunskap om insulinresistens hos héstar bygger framforallt pa
studier kring utvecklandet av fang. Histar kan dock &dven drabbas av akut
insulinresistens och hyperglykemi vid akut sjukdom, vilket setts bade i
forsokssammanhang och i kliniska studier (Hollis et al. 2007, T6th et al. 2008). Om
histar, liksom minniskor, skulle gynnas av att insulinbehandlas vid akut
insulinresistens och hyperglykemi &r okédnt i dagslaget.

Den hir studien utfoérdes for att studera dynamiken i plasmainsulin och serumglukos
vid akut sjukdom, i detta fall endotoxinemi hos histar. Malet med studien &r att bidra
med kunskap, som kan forbéttra intensivvirden av sjuka histar.

BAKGRUND

Endotoxinemi

Endotoxin &r en strukturell cellkomponent hos gramnegativa bakterier bestaende av
virmestabila lipopolysackarider. Vid bakterietillvixt och framfor allt vid bakteriedod
frisétts endotoxiner i stora mangder (Quinn et al. 2002).

Endotoxinemi kan uppkomma vid bakteriemi, vid lokala infektioner och vid
tarmstorningar dd endotoxiner frdn tarmflorans bakterier ldacker ut 1 blodet.
Endotoxinemi &r vanligt vid sepsis, bakteriell pneumoni och pleuropneumoni,
endometrit, peritonit samt vid en rad gastrointestinala sjukdomar hos héstar. Eftersom
alla histar har en normalflora av bakterier i grovtarmen, som till stor del bestar av
gramnegativa anaeroba bakterier, finns dédr en konstant produktion av endotoxiner.
Intakt tarmvdgg sldpper normalt igenom sma méngder av endotoxiner och dessa tas
omhand av fagocyterande monocyter i levern och leder endast till en lokal aktivering
av immunsystemet. I héndelse av att tarmens slemhinnebarridr skadas kan stora



mingder endotoxiner lidcka ut 1 blodomloppet och om leverns formaga att ta hand om
dessa Overskrids hamnar hésten i ett kritiskt tillstand (Reed et al. 2010).

Endotoxiner har negativ effekt pa tarmmotiliteten och passage av ingestan forsdmras
(Clark & Moore 1989). Den stora faran med endotoxinemi dr dock att endotoxiner
stimulerar stora delar av immunforsvaret och leder till en méngd forandringar och
storningar av kroppsfunktioner (Quinn et al. 2002). Cytokiner fran en rad olika celler
leder till att kroppen forsétts i ett katabolt tillstind med kraftigt stresspéslag, som
bland annat kan leda till insulinresistens (Reed et al. 2010).

Glukosmetabolism och insulineffekt

Glukosupptag till celler styrs hormonellt av insulin och glukagon. Upptaget sker med
hjélp av membranbundna glukostransportdrer (GLUT). De tre viktigaste &r GLUT-1
som finns i en médngd organ och védvnader och stir for basalupptag, GLUT-2 for
upptag och frisittning fran levern och GLUT-4 for insulinberoende glukosupptag i
skelett- och hjartmuskel samt fettvdvnad (Saltiel & Pessin 2000, Gould 1997).

Det insulinberoende glukosupptaget regleras genom att insulin stimulerar till okat
antal glukostransportorer 1 plasmamembranet och ddrmed oOkat glukosupptag till
cellerna. Intracelluldra vesikler med GLUT-4 fogas till plasmamembranet genom
exocytos da cellen stimuleras av insulin (Saltiel & Pessin 2000, Gould 1997).

Niér insulin binder till sin receptor sker en kaskad av fosforylering, som leder till
bildandet av signalmolekylen PI-3-kinas. PI-3-kinas stimulerar translokationen av
GLUT-4 till plasmamembranet men péverkar dven cellens metabolism i1 anabol
riktning genom aktivering av glykogensyntes, proteinsyntes, lipogenes samt himning
av enzymer som stimulerar glukoneogenes (Langouche & Van den Berghe 2006).

Akut insulinresistens och hyperglykemi

Stressen och inflammationen, som uppstar vid akuta skador eller sjukdom, leder till
utvecklandet av insulinresistens, glukosintolerans och hypergykemi. Hepatisk
produktion av glukos uppregleras trots hoga glukosnivéer i1 blodet och férekomst av
frisatt insulin. Forhdjda nivder av cytokiner, tillvixthormon, glukagon och kortisol
kan spela roll i den okade glukoneogenesen och stimulerar lipolys och proteolys,
vilket bidrar till substrat for glukoneogenes. (Langouche & Van den Berghe 2006)

Det insulinberoende upptaget av glukos forsdmras av flera anledningar. P4 grund av
minskad fysisk rorelse vid sjukdom avstannar det normalt aktivitetsstimulerade
glukosupptaget till skelettmuskelceller. Vid endotoxinemi sker ingen aktivering av PI-
3-kinas, vilket leder till utebliven translokation av GLUT-4 och diarmed utvecklad
insulinresistens. Den insulinberoende transporten av glukos till skelettmuskel,
hjartmuskel och fettvivnad minskar och ddrmed finns risk for utveckling av
hyperglykemi (Marik & Raghavan 2004).



Diagnostik av insulinresistens

En vanlig metod for att utvérdera insulinresistens hos hist i forskningssammanhang ar
den frekvent provtagna intravendsa glukostoleranstesten (frequent sampling
intravenous glucose tolerance test, FSIGT). Metoden gar ut pa att man tillfor
glukoslésning intravendst som en bolus, provtar histarna kontinuerligt under 20
minuter och sedantillfér insulin vid tidpunkten 20 minuter. Provtagningen fortsétter
darefter under tre timmar och proverna analyseras med avseende pa glukos och
insulin. Genom att sedan gora berékningar i datorprogram enligt “minimal model” gar
det att fa ut vdrden for bland annat insulinkdnslighet och pancreas betacellsfunktion
(Toth et al. 2008).

Nackdelen med toleranstester dr att man paverkar kroppen med exogent tillfort glukos
och insulin och dérigenom troligen interfererar med den endogena produktionen. |
och med detta kan man heller inte folja hastarnas glukos- och insulinkurvor och
toleranstesterna blir en typ av punktkontroller vid vissa tidpunkter istéllet for
kontinuerliga grafer.

For att diagnosticera insulinresistens hos hdst utan att utfora toleranstester kan man
istillet anvidnda sig av enkla provtagningar av glukos och insulin och genom formler
sedan rakna ut approximerade véirden for insulinresistens (eng. proxies). Genom dessa
proxies kan man forutspa insulinkanslighet och pancreas betacellsfunktion och pa sa
satt fa en bild av histens glukosmetabolism (Treiber et al. 2005). Vid anvidndandet av
proxies istillet for toleranstester kan man dven f6lja hidstarnas glukos och
insulinvirden di inget exogent tillfort insulin eller glukos interfererar med
provtagningarna.

Enligt Treiber et al. (2005), som utvecklade anvdndandet av proxies hos hist, ar
berdkning av kombinationen reciprocal of the square root of insulin (RISQI) och
modified insulin-to-glucose ratio (MIRG) fordelaktig dd man genom dessa
utrdkningar kan {Orutspd insulinresistens men &dven fa en bild av pancreas
betacellsfunktion. Insulinkénsligheten representeras av RISQI, som ar korrelerat till
insulin sensitivity index (SI) vid minimal model, och &r ett viarde pa hur effektivt
insulin stimulerar till upptag av glukos fran blodet. Virdet for MIRG gar att jamfora
med acute insulin response to glucose (AIRg), som fis vid utrdkning av minimal
model. Detta virde visar hur pancreas betaceller reagerar pa exogent tillfort glukos
och en hojning av vérdet tyder pé att betacellerna utsondrar onormalt mycket insulin
vid glukosstimulering och tyder alltsa pa kompensatorisk insulinresistens (Téth et al.,
2008, Treiber et al. 2005).



MATERIAL OCH METODER

Forsoksupplagg

Studien gjordes som en prospektiv experimentell forsoksstudie under perioden
september 2009 till mars 2010. Studien gick ut pa att en grupp hédstar infunderades
med endotoxin och sedan provtogs med avseende pa serumglukos och plasmainsulin.
Etiskt tillstdnd hade sokts innan forsdkets borjan (diarienummer C171/9).

Hastar

Atta kliniskt friska varmblodiga travhistar, som fgdes av Institutionen for kliniska
vetenskaper, Sveriges lantbruksuniversitet, ingick i1 studien. Hastarna bestod av fem
ston och tre valacker 1 aldrarna 3 till 14 ar med kroppsvikt fran 403 till 570 kg. Under
forsokets ging holls héstarna uppstallade i boxar men fick daglig utevistelse i
sandpaddock forutom dagen for endotoxingivan och nistpaféljande dag. Histarna
utfodrades med ho tre ganger dagligen och de hade hela tiden fri tillgang till vatten.

For att sidkerstilla att endast friska hastar ingick i forsoket inkluderades endast héstar
utan signifikanta avvikelser vid foljande undersokningar:

- blodprov for hematologi maximalt tre dagar innan forsoket

- endoskopering av ovre luftvigarna tre dagar innan forsoket

- klinisk undersokning dagen innan forsoket

Instrumentering och forberedelser

Dagen innan forsoket viagdes histarna och utrustades med permanentkatetrar i bada
sidors jugularvener for endotoxininfusion (Intranule, 2,0 x 105 mm, Vygon, Ecouen,
France) respektive blodprovstagning (Milacatch, 1,3 x 13cm, 14 gauge x 5.25 inch,
Mila International, Inc, Erlanger, KY, USA). Kateteriseringen skedde efter att huden
rakats, steriltvittats och lokalbeddvats (Lidocain 2 %, AstraZenicaAB, Sodertalje,
Sweden). Forlangningsslangar med trevagskranar kopplades till permanentkatetrarna
och bade permanentkatetrar och forlingningsslangar suturerades fast i huden.

Endotoxin

Hastarna gavs Escherichia coli endotoxin (Sigma Alderich L5418, O55:B5) i en total
dos pd 500 ng/kg kroppsvikt. Endotoxinet gavs som en jimn intravends infusion i
jugularvenen under sex timmar med start mellan klockan 08.00 och 09.00 pa
morgonen under fOrsokets dag ett. Den enligt vikten utridknade méngden
endotoxinldsning spaddes med sterilt koksalt till en volym pa 840 ml som
infunderades med hastigheten 140 ml/timme under sex timmar, vilket motsvarar en
endotoxingiva pa 83,3 ng/kg/timme.



Provtagning

Blodprov for analys av glukos och insulin togs bade fore och efter endotoxingivan
(figur 1). Hastarna fungerade som sina egna kontroller genom provtagning for
baseline-virden klockan 08.00, 11.00, 14.00, 17.00 och 20.00 dagen innan
endotoxingivan samt genom provtagning direkt innan endotoxininfusionens start.
Fran och med endotoxininfusionens start (klockan 08.00-09.00) provtogs héstarna
under 36 timmar enligt foljande schema; initialt en gang i timmen under tio timmar,
dérefter varannan timme under atta timmar och sedan var tredje timme i1 femton
timmar. Provtagningsschemat inkluderade totalt 26 blodprover inklusive baseline-
provtagningen.
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Figur 1. Tidsaxel dver provtagningsschema., varje pil motsvarar ett provtagningstillfalle.



Blodproven togs frén jugularvenen genom aspiration ur permanentkatetern och blodet
fordes genast Over till sterila 10 ml blodprovsrér. Efter provtagning spolades
permanentkatetern med steril 0,9 % NaCl-16sning. For insulinproverna anvéindes ror
preparerade med littumheparin och till glukosproverna glasror utan tillsats. Provroren
med litiumheparin centrifugerades inom fem minuter efter provtagning (4°C, 906 G,
10 minuter) medan serumrdren centrifugerades efter att blodet koagulerat (inom 30
minuter). Efter centrifugeringen avskildes serum respektive plasma, som sedan frystes
1-80°C.

Analys

Infor analysen tinades proverna upp i rumstemperatur. Provréren centrifugerades
ytterligare en gang och serum fordes over till glasrér som forvarades pa is tills
analysen skedde. Glukos analyserades vid Kliniska Kemiska avdelningen vid
Akademiska Sjukhuset i en Architect c8000 fran Abbott. Insulinproverna
analyserades med hjélp av en djurslagsspecifik ELISA (Equine Insulin ELISA,
Mercodia AB, Uppsala Sweden).

Utvardering av glukosmetabolism med hjalp av proxies

Genom berdkning av RISQI och QUICKI utvirderades om hédstarna efter
endotoxininfusionen utvecklade insulinresistens. Berdkning av MIRG anvéndes {or att
bedéma pancreas betacellsrespons. RISQI kalkylerades enligt formeln: 1/\insulin,
QUICKI kalkylerades enligt formeln: (log(glukos x insulin)) " och MIRG
kalkylerades enligt formeln: (800-0,3 x (insulin-50)*)/(glukos-30) (Treiber et al.
2005).

Statistik

Hantering av analysresultat och statistiska berdkningar skedde i1 programvaran
Sigmaplot 11.0. Medelvirdet av RISQI, QUICKI och MIRG kalkylerades for fem
olika tidsperioder: baseline (5 provtagningstillfillen), 1 - 6 timmar (5
provtagningstillfillen), 8 — 12 timmar (3 provtagningstillfdllen), 15 — 21 timmar (3
provtagningstillfallen) samt 24 — 30 timmar (3 provtagningstillfallen) -efter
endotoxininfusionens slut. Skillnader i koncentrationen av glukos, insulin och
medelvdrden av RISQI, QUICKI och MIRG analyserades med one way repeated
measures analysis of variance (ANOVA). Da variansanalysen visade ett signifikant
resultat utfordes ett post hoc test (Holm-Sidak) for att pédvisa skillnader 1
koncentration mellan enskilda tidsperioder. Vid ett P virde pa < 0,05 ansags statistiskt
signifikanta skillnader foreligga.

Kliniska symptom

Héstarna 6vervakades kontinuerligt genom undersdkning av fysiologiska parametrar
sasom allmintillstdnd, beteende, hjértfrekvens, andningsfrekvens, kroppstemperatur,
slemhinnefédrg, bukljud, avforing och urinering. Status kontrollerades en gang i1
halvtimmen under infusionen samt under fyra timmar efter infusionens slut. Darefter



kontrollerades status minst var tredje timme under det forsta dygnet efter infusionens
slut och efter detta minst tva ganger per dygn.

RESULTAT

Kliniska symptom

Okad andnings och hjirtfrekvens (figur 2), minskade bukljud, forhdjd
kroppstemperatur (figur 3), nedsatt aptit och tecken pd smarta noterades hos samtliga
héstar. Fargforandringar i munslemhinnan utvecklades hos samtliga histar frdn och
med cirka en timme efter endotoxininfusionens start.

Ileus utvecklades hos alla héstar, vilket pavisades genom kraftigt minskade tarmljud
frén och med cirka en timme efter infusionens start. Tarmljuden aterkom gradvis fran
och med nagra timmar efter infusionens slut hos alla forutom en hist dar tarmljuden
aterkom forst vid 2,5 dygn efter infusionens slut.

Alla histar visade nagot tecken pa smaérta eller obehag under forsta delen av
infusionen. Tecken som noterades var att histarna gispade, tuggade eller skakade
med huvudet, skrapade med hovarna, lyfte bakbenen mot buken och drog upp buken.
Av héstarna hade 5/8 onormalt 16s avforing under endotoxininfusionen.

Avsaknad av aptit och torst sags hos samtliga héstar frdn och med infusionens start.
Aptiten aterkom hos en hést redan under slutet av infusionen, hos fyra héstar 0,5 — 4
timmar efter infusionens slut, hos tva histar ett dygn efter infusionens slut och hos en
hést vid 40 timmar efter infusionens slut.
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Figur 2. Graf Over hastarnas hjartfrekvens (medelvarde och standardfel for medelvarde)
under 78 timmar med bérjan vid endotoxininfusionens start (=tid 0).
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Figur 3. Graf dver hastarnas rektaltemperatur (medelvéarde och standardfel for medelvérde)
under 78 timmar med bérjan vid endotoxininfusionens start (=tid 0).

Glukos och insulin

Héstarna utvecklade en snabbt Overgdende hyperglykemi (figur 4) och
hyperinsulinemi (figur 5) under endotoxininfusionen. Vid provtagningen tvd timmar
efter endotoxininfusionens start skiljde sig vérdet for béde plasmainsulin och
serumglukos signifikant fran alla baseline-védrden. Ytterligare en signifikant, mer
langvarig men lindrig insulinstegring skedde vid 16 till 24 timmar efter
endotoxininfusionens start.
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Figur 4. Graf Over serumglukoskoncentrationerna (medelvarde och standardfel for

medelvarde) under tiden fére (baseline) och efter endotoxininfusionens start (tiden 0). Réd
stjarna markerar signifikant skillnad mot baseline-prover (P<0,001).
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Figur 5. Graf over plasmainsulinkoncentrationerna (medelvarde och standardfel for

medelvarde) under tiden fore (baseline) och efter endotoxininfusionens start (tiden 0). Réd
stjarna markerar signifikant skillnad mot baseline-prover (P<0,001).
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Insulinkanslighet

Berdkning av RISQI (figur 6) och QUICKI (figur 7) utférdes for att utvérdera
insulinkinsligheten. Medelviardet for baseline-provtagningarna jamfordes med
medelvirdet for prover tagna under fyra andra tidsintervall. Berdkningar av proxies
for perioden d& endotoxininfusionen skedde gjordes inte da svingningarna i glukos
och insulin under denna period var véldigt stora men kortvariga och inte representerar
kroppens insulinkinslighet utan mer &r en akut, 6vergaende stressreaktion.

Héstarnas insulinkdnslighet sjonk fran och med endotoxininfusionens slut och de
drabbades av insulinresistens som var mest uttalad under tidsperioden 8-21 timmar
efter endotoxininfusionens slut. Dérefter steg insulinkdnsligheten, men
normaliserades inte under provtagningsperioden som pégick upp till 30 timmar efter
endotoxininfusionens slut.

Statistiskt fanns inga signifikanta fordndringar i MIRG over tid, vilket tyder pa att
histarna inte kompenserade for den nedsatta insulinkdnsligheten. Se bilaga 1 for
grafer over RISQI, QUICKI och MIRG.

0,35

0,30 - Ta

0,25 4

0,20 -
-C 7€

RISQI

0,15 4

0,10 4

0,05 A

0,00 T T T T T
BL 1-6 h 8-12h 15-21h 24-30 h
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Figur 6. RISQI under baseline och vid fyra andra provtagningsintervall efter
endotoxininfusionens slut. Provtagningsintervall med olika bokstéver ar signifikant
skilda fran varandra, (P <0,05).

13



0,35

0,30 4 b "'b

0,25 4

0,20 +

QUICKI

0,15 4

0,10 A

0,05 4

0,00 T T T T T
BL 1-6h 8-12 h 15-21 h 24-30 h
Tidsperiod
Figur 7. QUICKI under baseline och vid fyra andra provtagningsintervall efter
endotoxininfusionens slut. Provtagningsintervall med olika bokstéver ar signifikant
skilda fran varandra, (P <0,05).

DISKUSSION

Genom en 6 timmar lang intravends infusion med E. coli endotoxin (O55:B5) med
dosen 500 ng/kg gjordes 1 denna studie ett forsok att simulera en verklig klinisk
endotoxinemi. De é&tta héstarna som ingick i studien uppvisade symtom som
hypertermi, takykardi, takypné, kolik, inappetens, diarré och toxiskt fargfordndrade
slemhinnor. Genom blodprovstagning och analys av serumglukos och plasmainsulin
kunde fordndringar i dessa virden ses. Proxies for insulinkédnslighet och pancreas
betacellsrespons berdknas. Histarna drabbades av hyperglykemi och hyperinsulinemi
under endotoxininfusionen, och drabbades efter infusionen av insulinresistens 1 upp
till 30 timmar efter endotoxininfusionens slut. Ingen o6kad betacellsrespons fran
pancreas sdgs och insulinresistensen tolkades dirmed som okompenserad.

De kliniska symtom som utvecklades hos histarna stimmer vil 6verens med resultat i
studier pa bade hdstar och ménniskor (Agwunobi et al. 2000, Clark & Moore 1989,
Toth et al. 2008, Toth et al. 2009). Hastar med olika typer av gastrointestinala besvir
och symtom pé kolik drabbas ofta av endotoxinemi, men endotoxinemin kan i sig ge
koliksymtom. I en studie (Clark & Moore 1989) dir man fokuserade pa
tarmkontraktilitet och blodflode till tarmen gavs sju hdstar endotoxin i en dos pd 30
ng/kg under 60 minuter. Héistarna drabbades av takykardi, takypné, hypertermi,
nedsatt allméntillstind, muskelfascikulationer, fargfordndringar i slemhinnorna och
milda tecken pé kolik. Genom att instrumentellt médta kontraktilitet i bdde duodenum,
colon och cecum kunde man se nedsatt kontraktilitet i delar av colon och cecum under
de 6 timmarna som man foljde héstarna efter endotoxingivan. Man kunde dven se
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minskat arteriellt blodfléde och 6kat blodtryck 1 artdrer till cecum och colon (Clark &
Moore 1989). Aven i vér studie kunde man kliniskt se tecken pa minskad tarmmotorik
genom minskning och 1 vissa fall totalt bortfall av tarmljud efter endotoxingivan.
Risken med ileus hos hést ér att tarmen skadas och endotoxinemin forvérras, vilket
skulle kunna forklara den andra temperaturstegringen och forhdjningen av
hjértfrekvensen som sags hos héstarna i vir studie vid tiden runt 24 timmar efter
endotoxininfusionens start. D& ingen analys av endotoxinmingden i blodet hos
héstarna gjordes kan inte detta resonemang styrkas och troligen finns &ven andra
forklaringar till denna reaktion.

Att héstar utvecklar insulinresistens efter endotoxingiva dr ként da det setts 1 andra
studier. Toth et al. (2008) studerade dynamiken av insulin och glukos vid
endotoxinemi 1 ett forsok dédr 16 hdstar gavs en endotoxindos pd 20 ng/kg under 30
minuter. Av histarna visade 13/16 koliksymtom och de drabbades &dven av
hypertermi, takykardi och takypné. Insulinkdnsligheten utviarderades genom FSIGT
och minimal model-berdkningar vid 24 och 48 timmar efter infusionen. Man kunde
pavisa minskad insulinkdnslighet vid 24 timmar efter endotoxingivan, vilket stimmer
vél overens med vad vi sdg 1 var studie. Vid 48 timmar kunde inte nagon statistiskt
signifikant fordndrad insulinkdnslighet langre ses. Eftersom vi 1 var studie anvénde en
annan metod for att utvdrdera insulinkénsligheten gér graden av insulinresistens inte
att jamfora, ddremot durationen. For att klargora hur lang tid hdstarna i1 var studie
hade fordndrad insulinké@nslighet hade det krévts provtagning under en lidngre tid efter
endotoxininfusionen. Vid det sista provtagningsintervallet 24-30 timmar -efter
infusionen var insulinkénsligheten fortfarande sénkt, men vérdet hade hojts jamfort
med perioden innan. Detta kan tyda pad insulinkédnsligheten boérjade normaliseras,
vilket den hade gjort vid 48 timmar i studien av T6th et al. (2008).

Vid mer langvariga tillstdind av insulinresistens kan pancreas betaceller anpassa sig
och kompensatoriskt utsondra mer insulin &n normalt vid glukosstimulering, vilket d&
betecknas kompensatorisk insulinresistens. Detta kompensatoriska tillstdnd har setts i
en tidigare studie (Toth et al 2008) men kunde inte ses 1 var studie. Orsaker till
skillnaden mellan studierna &r svér att forklara, men i jimforelse var endotoxingivan i
ovan ndmnda studie (To6th et al 2008) endast 4 % av vad hidstarna 1 presenterat
material utsattes for. Skillnaden i resultat skulle kunna ténkas bero pa de olika
metoderna for berdkning av betacellsresponsen, men dven péd faktiska skillnader 1
héstarnas svar pa olika hdga endotoxigivor och under hur lang tid endotoxinerna gavs.
Tidsfaktorn borde gynna en kompensation i var studie dir endotoxininfusionen pagick
under en betydligt langre tid. Den uteblivna forédndringen 1 betacellsresponsen beror
darfor sannolikt inte pd tiden. Om endotoxinerna ddremot har en direkt
funktionsnedsittande effekt pa pancreas betaceller dr det ddremot logiskt att en hogre
endotoxingiva gav sdmre betacellsrespons.

Exakt vad som orsakar insulinresistens vid akut sjukdom och i detta fall, vid
endotoxinemi, &r fortfarande inte klarlagt. P& vidvnadsnivd ger kontinuerlig
endotoxingiva farre insulinreceptorer, och uteblivet svar pé receptorbindning pd grund
av fordandringar i den intracelluldra fosforyleringskaskaden (Téth et al. 2008). Vid
experimentellt inducerad endotoxinemi hos minniska har man visat att hormonerna
kortisol, glukagon och tillvixthormon stiger inom nagra timmar efter endotoxingivan
(Agwunobi et al. 2000). Endotoxiner har dven visats hdja kortisolnivderna hos
ponnyer och i in vitro studier har man sett att insulinmedierat glukosupptag himmas i
adipocyter vid forbehandling med glukokortikoider (Toth et al. 2008).
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Tillvaxthormon forvdrrar insulinresistens och hyperglykemi och foérdubblar
mortaliteten hos kritiskt sjuka genom stdrre risk for sepsis och multiorgansvikt (Van
den Berghe et al. 2001). Svarigheter ligger dock i att utesluta eller bekrifta att ett eller
ett annat &mne bidrar eller orsakar insulinresistensen. I en humanstudie dir man f6ljde
patienter som genomgick abdominell kirurgi kunde man pavisa insulinresistens under
minst fem dagar efter operationen. Hos dessa patienter sidgs forhdjning av glukos,
noradrenalin och glukagon dagen efter operationen men of6rédndrade nivaer av
insulin, tillvixthormon, kortisol och adrenalin, vilket tyder pd att den utvecklade
insulinresistensen inte berodde pa dessa hormoner (Thorell et al. 1994). Detta talar
egentligen inte emot att insulinresistens utvecklas vid hormonell pdverkan fran till
exempel kortisol, adrenalin och tillvixthormon utan tyder pé att det 4ven kan finnas
andra orsaker till akut insulinresistens.

Effekten av katekolaminer vid endotoxinemi studerades i ett forsok ddr man genom
anvindning av adrenerga receptorantagonister kunde blockera den adrenerga effekten
(Virkaméki & Yki-Jarvinen 1994). Man kom fram till att katekolaminer inte &r direkt
kopplat till utvecklingen av insulinresistens. Ddremot sdgs vid blockad av adrenerga
receptorer bortfall av hyperglykemin, som annars ses akut vid endotoxinemi. Da man
vid af-blockad samtidigt sdg en signifikant forhojning av glukosatgangen drogs
slutsatsen att bortfallet av hyperglykemin berodde pa oOkad glukosanvindning.
Katekolaminer har en viktig skyddsmekanism mot hypoglykemi vid endotoxinemi
och sepsis genom att katekolaminer inducerar sdnkning av glukosanvindningen
(Virkamédki & Yki-Jarvinen 1994). 1 en humanstudie dir man experimentellt
inducerade endotoxinemi sags heller ingen forhdjning av adrenalin och noradrenalin
efter endotoxingiva, trots utvecklandet av insulinresistens (Agwunobi et al. 2000).
Studiemetoden att blockera ett visst hormon for att undersoka effekten jamfort med en
kontrollgrupp dr sannolikt en bra véig att g for att komma vidare i att identifiera
orsakerna till utvecklandet av insulinresistens, men d& det krdvs ménga studier och
stora studiematerial kommer det troligen att drdja lange innan fragan ar uppklarad.

Vid endotoxinemi sker forutom hormonellt stresspédslag dven en massiv frisittning av
olika cytokiner och proinflammatoriska mediatorer. Vid human endotoxinemi har
man pdvisat forhdjningar av cytokinerna TNF och IL-6 (Agwunobi et al. 2000).
Inflammationsfaktorerna IL-1, TNFo och TNFp undersoktes 1 en studie av héstar med
insulinresistens och fetma. I studien visades att TNFo var den inflammationsfaktor
som gav mest paverkan pa insulinkénsligheten, vilket stoder flera andra studier pa
andra arter dir man sett att TNFo dr kopplat till fetma och leder till insulinresistens
(Vick et al. 2007). TNFa hos héstar har dven setts vid experimentell induktion av
endotoxinemi (Barton et al. 2004, Vick et al. 2008).

Hos gnagare har man sett att TNF inhiberar insulinstimulerad aktivering av den
intracelluldra kaskaden vid receptorbindning och dérmed translokationen av GLUT-4
(T6th et al. 2008). Det ér troligt att TNFou dr en av orsakerna till insulinresistens vid
endotoxinemi, men fler studier behdvs for att klargdra om det finns fler bidragande
faktorer. Troligt ar att akut insulinresistens orsakas av kombinationen av
inflammationsfaktorer, cytokiner och stresshormoner, vilket gor det svart att
identifiera riskfaktorer och mojlighet att behandla 1 forebyggande syfte.

Utvecklandet av akut insulinresistens hinger ofta ihop med utveckling av

hyperglykemi dé& kroppens celler inte formar att svara pa insulin. Hyperglykemi pé
grund av nedsatt insulinkdnslighet vid akuta sjukdomstillstand 4r en risk bade vad
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giller overlevnad och komplikationer. Tidigare har man ansett att en viss grad av
hyperglykemi gynnade intensivvardspatienter for att kroppen d& hade energi
tillgédnglig, men detta har man inom humanvarden dndrat uppfattning om. Risken med
hyperglykemi &r bade att cellerna med insulinberoende glukosupptag far sénkt
energitillgdng, men framforallt att celler med insulinoberoende upptag med GLUT-1
drabbas av glukostoxicitet (Marik & Raghavan 2004).

Hepatocyter, gastrointestinala mukosaceller, pancreas betaceller, renala tubuliceller,
endotelceller, immunceller och neuroner dr oberoende av insulin for glukostransport,
vilken sker konstant for att hdlla jimnvikt mellan glukosnivén i blodet och i cellerna
(Langouche & Van den Berghe 2006). Cellerna har dock en skyddsmekanism mot
hyperglykemi genom att nedreglera antalet glukostransportorer i plasmamembranet dd
blodglukoset hojs over det normala. Cytokiner, hypoxi och andra stress-inducerade
faktorer som frisétts vid akut sjukdom uppreglerar uttryck och membranlokalisering
av dessa glukostransportorer i flera celltyper. Denna uppreglering kan Gverstiga den
normala nedreglering som sker vid hyperglykemi for att skydda cellerna mot
glukostoxicitet. Glukosnivan i cellerna stiger till samma nivd som glukosnivan i
blodet om glukostransportdrer finns i tillrdcklig méngd och hyperglykemin i cellerna
leder till 6kad oxidativ stress. Den 6kade oxidativa stressen skadar mitokondrier och
dessa typer av skador kan ge upphov till organsvikt, en vanlig orsak till dodsfall hos
intensivvardspatienter. Risken med hyperglykemi ar dven att glukos hidmmar
immunforsvaret genom glykosylering av globuliner och gor ddrmed patienten mer
infektionskinslig (Langouche & Van den Berghe 2006). Trots att orsaken till
hyperglykemin &r insulinresistens &r tillstindet behandlingsbart med just insulin.
Patienterna lider av bade hepatisk och muskulér insulinresistens och mekanismen hur
insulinbehandling sdnker blodglukos é&r inte helt klarlagd. Vid lever och
muskelbiopsier har man sett att insulinbehandling sinker blodglukoset framfor allt
genom Okat insulinberoende upptag i muskelcellerna. Insulinbehandlingen hojer
GLUT-4 och hexokinas-1I, det hastighetsbestimmande enzymet i intracellulér
insulinmedierad glukosmetabolism i skelettmuskulatur. Daremot ses ingen fordndring
i leverns uttryck av de hastighetsbestimmande enzymerna for glukosmetabolism,
vilket tyder pa att insulinresistensen i levern &r total (Langouche & Van den Berghe
20006).

Inom humanvarden dr hyperglykemi hos intensivvardspatienter relativt vanligt och
tillstindet  krdver inte  sédllan  insulinbehandling. Den  konventionella
behandlingsstrategin har varit att tilldta en viss grad av hyperglykemi, men pa senare
ar har flera studier visat att en mer strikt glukoskontroll gynnar patienterna (Van den
Berghe et al. 2001). I en review dér Derde et al. (2009) jamforde kliniska studier med
olika grader av glukoskontroll fann man att férdelarna med intensiv insulinbehandling
och strikt glukoskontroll var minskad mortalitet, farre infektioner samt mindre risk for
njursvikt, leverdysfunktion och behov av mekanisk ventilering. Man sdg dven att
patienterna krivde kortare tid pa intensivvardsavdelningarna och dirmed minskades
kostnaderna. Risken med insulinbehandling var ingen alls 1 vissa studier medan man i
andra fall hade framkallat hypoglykemi hos patienterna.

I véar studie drabbades héstarna endast av en mycket kortvarig hyperglykemi vid tvé
timmar efter endotoxininfusionens start. Att inleda insulinbehandling for att motverka
hyperglykemin r ju givetvis inte nddvéindig vid en s& kortvarig blodglukosstegring
men behovet av insulinbehandling av hédstar med allvarliga sjukdomstillstaind kanske
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trots detta finns. Héstarna 1 var studie visade alla kliniska symtom pé kolik, men ingen
av hdstarna fick kraftigt nedsatt allméntillstdnd eller visade kraftiga symtom vilket
tyder pd att endotoxingivan var relativt lag 1 forhallande till kliniska fall av
endotoxinemi. Att utfora forsok med hogre doser endotoxin dr tveksamt ur etisk
synvinkel, ddiremot finns alltid mojligheten att studera hastar med verklig sjukdom. 1
en studie ddr man undersokte blodglukos hos histar som ankom till djursjukhus med
kolik hade ungefér hilften hyperglykemi varav cirka 20 % hade extrem hyperglykemi
(Hollis et al. 2007). Blodglukoskoncentrationen var kopplad till takykardi och
takypné men ej till rektaltemperatur. Det man kom fram till 1 studien var att
hyperglykemi vid ankomst eller upp till 48 timmar efter ankomst gav sdmre
overlevnad, vilket stoder anvdndandet av blodglukos som en prognostisk parameter.
Dessutom indikerar studien att behov av glukoskontroll dven finns hos akut sjuka
héstar (Hollis et al.2007).

Sammanfattningsvis fann vi som vintat att histarna drabbades av insulinresistens
efter en infusion av endotoxiner. Insulinresistensen kvarstod i minst 30 timmar, men
histarna drabbades inte av ndgon ihéllande hyperglykemi.
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