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SAMMANFATTNING

Insulinresistens hos hastar har i senare tids forskning visat sig ha stor betydelse for hur
bendgen en hast ar att utveckla sjukdomen fang. Fang &r en mycket smartsam sjukdom for
hasten och den skordar ett stort antal dodsoffer varje ar. Insulinresistens ar en komponent i
Ekvint Metaboliskt Syndrom (EMS), som &r en relativt nyupptackt sjukdom (introducerades
inom veterindrmedicinen 2002). Forutom insulinresistens kannetecknas hastar med ekvint
metaboliskt syndrom av fetma (generell eller lokal) och att de har lattare for att utveckla fang
an andra hastar. FOr att kunna stélla diagnosen insulinresistens och EMS finns ett flertal
metoder. Den idag mest betrodda metoden &r ett kombinerat glukos- och insulintoleranstest
(CGIT). | denna studie har en utvérdering av detta test utforts, dels med fokus pa testets
reproducerbarhet och dels for att underséka om det finns nagon betydande rasvariation.

| forsoket ingick 18 Kliniskt friska héstar (nio svenska varmblodstravare och nio
islandshastar). Samtliga individer fick genomga ett CGIT tva ganger vardera, med 3 veckors
intervall. Samtliga individer genomgick forsoket i sin hemmiljo som efterstravades att hallas
sa konstant som mojligt, vilket dven gjordes vad galler foder och hastarnas hull.

Studien visar att reproducerbarheten hos ett CGIT vid avlasningen av glukoskurvan
(koncentrationen av plasmaglukos) ar for dalig for att helt kunna lita pa slutresultatet.
Reproducerbarheten visade sig vara samst vid de tidpunkter da glukoskurvan lases av for att
stélla diagnosen insulinresistent eller inte (tidpunkter omkring 45 minuter efter glukos- och
insulininfusion). Reproducerbarheten for avlasning av koncentration plasmainsulin i blodet
hos ett CGIT (avlasning for vilken tidpunkt som hastens insulinkurva nar en koncentration av
100 mU/I, DIKqp), visade sig vara mycket god vid de kliniskt relevanta tidpunkterna. Vid
undersokning av eventuell skillnad i hur olika raser svarade pa CGIT visade det sig att
islandshastarna signifikant skiljer sig fran varmbloden i glukoskurvan. Det tar betydligt langre
tid for islandshéstarna att skéra sin baslinje &n vad det gor for varmblodstravarna. Det
forekom ingen skillnad mellan de bada raserna vad galler insulinkurvans utseende i ett CGIT.

Slutsatsen blir att det inte ar en godtagbar och sédker metod att anvdnda 45 minuter efter
glukos- och insulininfusion som parameter vid avlasning av glukoskurvan hos ett CGIT. Detta
eftersom reproducerbarheten hos testen vid denna tidpunkt &r for stor. Att anvanda
insulinkoncentrationen vid avlasningen av ett CGIT tycks, enligt denna studie, vara mer
lovande da reproducerbarheten i de kliniskt relevanta tidpunkterna (DIK1g0) ar mycket goda.
Dock kravs storre studier (bade pa friska och pa insulinresistenta hastar) for att sakerhetsstalla
detta. Studien har ocksa visat pa en betydande rasvariation vad géller glukoskurvan i ett
CGIT, varfor det ar felaktigt att tolka en glukoskurva i ett CGIT hos en islandshést pa samma
satt som for en varmblodstravare. For att testet skall kunna vara tillforlitligt maste en
parameter med béttre reproducerbarhet faststéllas, rasvariationen maste utvarderas djupare
och avlasningen av testet maste rasanpassas for att kunna ge rattvisande resultat.



ABSTRACT

Insulin resistance (IR) has in recent studies been shown to be associated with laminitis in
horses. Laminitis is a very painful condition and reaps a large number of victims every year.
Insulin resistance is one component of the Equine Metabolic Syndrome (EMS), a relatively
newly discovered disease (introduced in veterinary medicine in 2002). Apart from insulin
resistance horses with Equine Metabolic Syndrome are characterized by obesity (general or
localized) and develop laminitis easier than other horses. There are several methods to
diagnose IR and EMS. The most trusted method today is a combined glucose and insulin
tolerance test (CGIT). The object of the study was to evaluate the inter day variation and
breed differences of calculated variables derived from the CGIT glucose and insulin curves in
horses.

In the study, 18 clinically healthy horses (nine Swedish Standardbreds and nine Icelandic
horses) participated. All horses underwent the CGIT on two occasions, with three weeks
between the tests. All horses underwent the study in their home environment, which was kept
as constant as possible. The study shows that the inter day variation of the CGIT glucose
curve and the calculated values obtained from the curve such as the positive phase duration
(PFDgu), are not sufficient to yield reliable results for a diagnosis of IR. On the other hand,
the inter day variation of the CGIT plasma insulin curve and the time point when the horse’s
insulin curve reached a concentration of 100 mU/l (DIKi), gave results with high
reproducibility.

There was an effect of breed on the CGIT glucose curve but not on the insulin curve.. It took
significantly longer time for the Icelandic horses’ glucose curve to cross the base line of
resting glucose concentrations compared tothe Standardbreds.

In conclusion, when the CGIT is used as a diagnostic test to evaluate insulin resistance, the
patient is considered to be insulin resistant when the PFDg, > 45 min or the insulin
concentration > 100 mU/L at 45 min. However, the large CV for PFDy, in the present study
suggests that normal or impaired insulin sensitivity should not be defined solely on this
parameter.

The study has also demonstrated a considerable variation between results obtained from the

CGIT glucose curve for different breeds (Standardbreds vs Icelandic horses) suggesting the
importance of different reference values for different breeds.



INLEDNING

Benamningen ekvint metaboliskt syndrom (EMS) introducerades till veterindrmedicinen ar
2002 av Johnson. Johnson ansag att fetma, insulinresistens och fang var gemensamma
komponenter hos ett kliniskt syndrom bland hastar och ponnyer. Dessa héstar beskrivs ofta
vara “1attfodda” av sina dgare och kan klara sig pa ett ldgre antal kalorier utan att tappa i vikt.
Ponnyraser, Morganhastar och Paso Finos dr exempel pa raser som har lattare att utveckla
EMS. Halls hastarna pa ett korrekt satt och med en korrekt diet kan sjukdomens intradande i
stor utstrickning forhindras. Overutfodring, riklig tillgang till grés (bete) och bristande motion
ar tre faktorer som har stor betydelse for om en hést utvecklar EMS eller inte. Hastar med
insulinresistens l6per en storre risk att utveckla fang (Frank, 2009; Frank, et al., 2010;
Raymond, 2008; Harris et al., 2006).

Majoriteten av hastar med EMS inkluderar féljande fenotyper:

o Fettdepaer lokaliserade till sarskilda omraden (till exempel omkring nackligamentet,
ovanfor svansfastet, bakom skuldrorna och i juverregionen hos ston) eller generell
fetma

e Insulinresistens

e Predisponering att utveckla fang som kan vara bade av klinisk eller subklinisk form

Diagnosen EMS kan stallas genom en kombination av en for syndromet typisk historia (ofta
en bakgrund involverande fang), en klinisk undersékning (som inkluderar att man underséker
om regionala fettdepaer eller generell fetma forekommer) och att man kan detektera
insulinresistens hos hasten (Frank et al., 2010).

Tester

For att kunna stalla diagnosen EMS bor man saledes kunna pavisa insulinresistens hos
individen. Nedan visas exempel pa vilka tekniker som idag anvands kliniskt for att
diagnosticera insulinresistens hos hastar (Firshman et al., 2007; Frank, 2009).

Fasteprovinsulin och fasteprovglukos

Genom att méata plasmakoncentrationen av glukos och insulin i blodet pa fastande héast kan en
indikation erhallas om hasten faller inom ramen for vad som ar normalt eller om misstanke for
insulinresistens foreligger. Metoden ar enkel och Gverlagset snabbast, men har inte sa hog
sakerhet (Firshman et al., 2007., Frank et al., 2010). Det ar relativt fa insulinresistenta hastar
som lider av hyperglykemi. Konstant hyperglykemi uppstar framforallt nar insulinresistensen
har pagatt under en langre period (och eventuell pankreasinsufficiens har utvecklats).
Hyperinsulinemi &r dock relativt vanligt hos en insulinresistent hast eftersom bukspottkortelns
insulinsekretion okar for att kompensera den minskade kéansligheten mot insulin som rader ute
i hé&stens vavnader. Det finns tre situationer dér detta test inte ger oss korrekt information; (1)
hastar som ar stressade och/eller upplever smarta (till exempel om den har pagaende fang), (2)
vid tillfallen dar insulinresistensen ar mild och insulinkoncentrationerna da hamnar inom
referensmarginalen, och (3) nar en insulinresistens har pagatt sa lange att en
pankreasinsufficiens har utvecklats. Hos hastar med en fasteglukoskoncentration > 6,1 mmol/I



och/eller fasteinsulinkoncentration > 20 mU/Il kan insulinresistens misstankas (Firshman et
al., 2007; Frank, 2009; Frank et al., 2010).

Dynamiska tester

Dynamiska tester anses vara sékrare pa att detektera insulinresistens da den nedsatta
vavnadskansligheten for insulin eventuellt endast blir uppenbar da hésten ar hyperglykemisk
(Frank et al., 2010). Om en hast med stark insulinresistensmisstanke har normala fastevarden
pa plasmainsulin och glukos bor hasten genomga ett dynamiskt test for att fa mer information
(Firshman et al., 2007; Frank, 2009; Frank et al., 2010). Nedan beskrivs de i praktiken
vanligaste dynamiska testerna for att detektera insulinresistens:

Oralt glukostoleranstest (OGTT)

Det orala glukostoleranstestet (OGTT) gar ut pa att hasten som skall provtas fastar Gver
natten. Foljande morgon tas blodprover for analys av glukos vid 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240,
300, och 360 minuter efter tillférsel av glukos (1 g/kg kroppsvikt) via en nassvalgsond. Hos
en frisk hast bor en topp i glukoskoncentration i blodet ses vid 90-120 min efter glukosgiva
och blodglukosvardet skall vara nere pa basniva efter 4-6 timmar (Kaneko, 1989; Ralston,
2002; Firshman et al., 2007). En minskad glukosrespons kan tyda pa fdrsenad
magsackstomning, reducerad tarmabsorption eller ©kad insulinkdnslighet. En stOrre
glukosrespons an normalt kan tyda pa en reducerad pankreasfunktion eller insulinresistens
(Ralston, 2002).

Intravendst glukostoleranstest (IVGTT)

| ett intravenost glukostoleranstest (IVGTT) ges glukos intravenést varfor ingen hansyn
behover tas till variation gallande mag-tarmsystemet (Kronfeld et al., 2005). Hasten som skall
genomga forsoket skall héllas fastande i 12-24 timmar innan glukosinjektionen samt under
sjélva forsoket. Via en intravends kateter ges 0,5 g glukos/kg kroppsvikt. Prover for analys av
glukoskoncentration i blodet tas vid 0, 5, 15, 30, 60, 90 minuter samt darefter en gang varje
timme under 5-6 timmar efter injektion. En frisk h&st skall omedelbart 6ka i blodglukos och
na en topp i blodglukoskoncentration vid 15 minuter efter injektion och darefter ga ned till sitt
individuella basalvarde inom en timme (basalvérdet, nollprovet, tas innan glukosinfusionen
och pa fastande hast). En hast med insulinresistens far en topp i blodglukoskoncentration efter
cirka 30 minuter efter glukosinjektion (Garcia et al., 1986; Ralston, 2002; Firshman et al.,
2007). Med hjélp av detta test kan &ven en halveringstid for glukos berdknas (Kaneko, 1989).

Insulintoleranstest (ITT)

Ett insulintoleranstest (ITT) mater hur hastens blodglukoskoncentration svarar pa en
insulininjektion. Insulindosen som administreras varierar i olika studier mellan 0,2-0,6 iu/kg
kroppsvikt. Normalt (beroende pa insulindosen) skall glukosvéardena sjunka 50 % av
basvardet inom 20-30 minuter for att sedan aterga till basvardet vid 1,5-2 timmar efter
insulininjektionen (Firshman et al., 2007; Kaneko, 1989).



Kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT)

Det kombinerade glukos- och insulintoleranstestet (CGIT) ar det idag mest anvénda
dynamiska testet for att diagnosticera insulinresistens. CGIT ar i grunden en kombination av
IGTT och ITT. Detta test gor det mojligt att folja hur den tillforda méngden glukos och
insulin metaboliseras i kroppen. Infor testet skall hastarna vara fastade fran och med kvallen
fore, dock far de ha fri tillgang till vatten. Innan testet startas tas blodprover for att fa ett
nollvérde (ett basvarde) pa hastarnas glukosvarde. Nollvardet kommer sedan att utgora en sa
kallad baslinje, som ar av stor vikt vid avlasning av sjélva testet. Glukos i doseringen 150
mg/kg (50 % l6sning) injiceras intravendst varefter blodprover (for analys av glukos) tas efter
1,5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 och 150 minuter. Nar analyserna dr gjorda matas
resultaten in i ett grafprogram och man kan med hjélp av de kurvor som ritas se nar héstens
glukoskurva korsar sin baslinje. Om hasten skar sin baslinje inom 45 minuter anses héasten ha
normal insulinkanslighet (inte insulinresistent). Ett annat alternativ &r att &ven analysera
insulinkoncentrationen vid blodprovstagningarna och se om insulinkoncentrationen &r Gver
100 mU/I vid 45 minuter. Om hé&stens glukoskurva korsar sin baslinje efter 45 minuter eller
har en insulinkoncentration éver 100 mU/I vid 45 minuter klassas den som insulinresistent
(Frank, 2011; Frank et al., 2010; Frank, 2009).

Generellt anses de dynamiska testerna mer tillférlitliga, och CGIT ar den mest betrodda
metoden eftersom bade héstens glukos- och insulinsvar kan studeras i detta test (Frank et al.,
2010; Firshman et al., 2007; Eiler et al., 2005). Gemensamt for de dynamiska testerna &r att
det saknas tillforlitliga studier pa reproducerbarhet och sakra utvarderade
avlasningsparametrar. | en studie av Eiler och medarbetare (2005) utférdes CGIT pa sex
friska ston (utan tecken pa insulinresistens). Samtliga hastar i studien fick genomga testet tre
ganger med tva veckors intervall. Resultatet visade pa en bra reproducerbarhet hos fyra av de
sex kliniskt friska hastarna. Varfor de évriga tva hade en avvikande reproducerbarhet framgar
inte.

| den enda studie dar reproducerbarheten hos CGIT har studerats har det inte tagits hansyn till
reproducerbarheten i varje enskild provtagningstidpunkt (Eiler et al., 2005). Istallet har hela
glukoskurvans reproducerbarhet studerats. Att endast studera reproducerbarheten hos hela
glukos- eller insulinkurvan sager inte s mycket om testets reproducerbarhet da det i teorin
kan vara sa att spridningen vid upprepade tester hos samma individ (variationen mellan
testomgangar) ar mycket stor vid de provtagningstillfallen, som ar mest kliniskt relevanta
(tidpunkter runt 45 minuter). Om reproducerbarheten ar mycket lag vid vissa
provtagningstidpunkter (i sémsta fall de mest kliniskt relevanta) och mycket god vid andra
tidpunkter kan glukos- eller insulinkurvans sammantagna reproducerbarhet bli relativt bra.
Testet kan pa detta vis anses ha en god reproducerbarhet trots en l1ag reproducerbarhet kring
de kliniskt relevanta tidpunkterna. Om reproducerbarheten &r lag vid de kliniskt relevanta
tidpunkterna (tidpunkter runt 45 minuter) hos glukos- och insulinkurvan vid CGIT innebdr det
en stor risk for att en felaktig diagnos stélls.

Studien rorande reproducerbarheten hos CGIT har varit pa ett for 1agt antal individer for att
vara tillforlitlig. Det saknas ocksa studier pa om det finns rasvariationer som paverkar
tolkningen av CGIT, vilket ar av stor relevans da ponnyer har naturligt nedsatt
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insulinkanslighet jamfort med manga storre hastraser (Jeffcott et al., 1986). Da ponnyer i
grunden har en lagre insulinkénslighet finns misstankar om att de felaktigt skulle klassas som
insulinresistenta vid anvandandet av dynamiska tester.

SYFTE

Da insulinresistens ar en vanlig orsak till att hastar idag utvecklar fang &r det av stor vikt att
hitta ett tillforlitligt satt att kunna diagnosticera insulinresistens. Syftet med denna studie var
att studera reproducerbarheten av CGIT hos kliniskt friska héstar och jamfora resultaten av
CGIT mellan tva olika raser, kliniskt friska svenska varmblodstravare och kliniskt friska
islandshastar.

MATERIAL OCH METODER

Forsoket agde rum under varen 2011 och var godkand av centrala forsoksdjursnamnden,
diarienummer C27/11 Uppsala djurférsoksetiska namnd.

Experimentell design

For att undersoka och utvérdera rasvariationen hos CGIT utfordes forsoket pa tva olika
hastraser: islandshéstar och svenska varmblodstravare. Varje rasgrupp innehdll nio kliniskt
friska individer. Varje hast undersoktes kliniskt kvéllen innan forsokstillfallena. For att
ytterligare minimera risken att en icke frisk hast skulle genomga forsoket togs &ven
fasteglukos samt fasteinsulinvarden for varje hast i god tid innan forsoket dgde rum. Detta
skulle ge en mojlighet att kunna utesluta en hast om den visade sig ha avvikande varden. Da
syftet med studien bland annat var att undersoka reproducerbarheten hos CGIT fick samtliga
hastar genomga ett CGIT tva ganger var, med tre veckors intervall. Pa sa vis testades totalt 18
individer tva ganger vardera, vid tva olika tillfallen. Vid andra forsokstillfallet gjordes en
forlangning av forsoket (195 minuter istéallet for 150 minuter) for att pa ett battre satt kunna
utvardera eventuella rasskillnader da islandshastarnas glukoskurva inte atervande till baslinjen
inom testets standardiserade provtagningstid pa 150 minuter. Miljon och foérhallandena
runtikring hastarna efterstravades att vara sa identiska som mgjligt vid de bada
forsokstillfallena. Samtliga individer testades i sin hemmiljo.

Hastar
Varmblodstravarna

Forsoksgruppen utgjordes av nio svenska varmblodstravare (tva valacker och sju ston).
Medelaldern pa hastarna i forsoket var 13 ar (med en spridning pa 6-20 ar).

De varmblodiga travarna &gs av Institutionen for Kliniska Vetenskaper, Sveriges
Lantbruksuniversitet (SLU), dar de verkar som forsoksdjur inom institutionen. Detta innebér
att hastarna ar vana vid olika typer av provtagning. Hastarna utfér normalt ingen form av
motion annat an utevistelse i sma rasthagar under dagtid. De utfodras med ho tre ganger om



dagen och kraftfoder en gang per dag. Under forsoket stod varmblodstravarna uppstallade i
sina boxar, vilket de &r vana vid att gora.

Vid forsta forsokstillfallet var medelvikten hos varmblodstravarna 506 kg (429-586 kg) och
vid det andra forsokstillfallet var medelvikten 505 kg (425-586 kg). Vid bada
forsokstillfallena bedomdes aven alla hastar med avseende pa Body Condition Score, BCS,
(Henneke et al., 1983) och Cresty Neck Score, CNS, (Carter et al., 2008). Medelvérdet for
BCS pa de varmblodiga travarna var 5,2 (5-6) vid bada forsokstillfallena och medelvardet for
CNS var 1,9 (1-2) vid bada forsokstillfallena. Vid forsta forsokstillfallet hade
varmblodstravarna en medelplasmaglukoskoncentration (fastevarde) pa 4,4 mmol/l (3,4-5,0)
mmol/l) och vid det andra forsokstillfallet var medelvardet for plasmaglukoskoncentrationen
4,6 mmol/l (4,1-5,1 mmol/l). Medelplasmainsulinkoncentrationen i fasta var 8,4 mU/l (3,4-
15,6 mU/I) i forsta forsoksomgangen och 7,2 mU/I (4,7-10,0 mU/1) i andra forsoksomgangen
(tabell 1).

Islandshéastarna

Forsoksgruppen utgjordes av nio islandshastar (tva valacker och sju ston). Medelaldern pa
islandshastarna var 13,6 ar (10-18 ar).

Islandshastarna ags av ett foretag som bedriver turridning och ar saledes inte kopplat till SLU.
Hastarna halls normalt i l6sdrift och rids i genomsnitt 4 dagar i veckan (0-5 dagar). Varje
ridpass omfattar 1-1,5 timmar lattare ridning. Hastarna utfodras tre ganger om dagen med
hosilage. Efter harda ridpass far hastarna en extra fodergiva bestdende av havre och betfor.
Under forsoket var islandshéstarna uppstallade i sina boxar dar de normalt vistas fére och
efter turridning.

Vid forsta forsokstillfallet hade islandshastarna en medelvikt pd 379 kg (328-445 kg) och vid
andra forsokstillfallet 1dg medelvikten pa 381 kg (333-444 kg). Pa islandshastarna utfordes
bedémning av BCS och CNS pa motsvarande satt som for varmblodstravarna. Medelvérdet pa
islandshéstarna for BCS vid forsta forsokstillféallet var 5,9 (5-7) och vid andra forsokstillfallet
var medelvérdet for BCS 5,7 (5-7). Medelvardet for CNS var 2,7 vid forsta forsokstillfallet
och 2,8 (2-3) vid andra forsokstillfallet. Vid forsta forsokstillfallet var islandshéstarnas
medelvarde for plasmaglukoskoncentrationen (fastevarde) 4,3 mmol/l (3,8-5,0 mmol/l) och
vid det andra forsokstillfallet 4,4 mmol/l (3,9-5,2 mmol/l). Plasmainsulinkoncentrationen i
fasta var i medeltal 10,2 mU/I (4,7-16,2 mU/I) i forsta forsoksomgangen samt 12,9 mU/I (3-
37,9 mU/l) i andra férséksomgangen (se tabell 1).



Tabell 1. Grunddata for de 18 héastar (nio varmblodstravare och nio islandshastar) som deltog i ett
kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT) vid tva forsokstillfallen med tre veckors mellanrum.

Variabler Varmblodiga travare Islandshastar
(n=9) (n=9)

Testomgang 1 Testomgang 2 Testomgang 1 Testomgang 2
Medelalder (ar) 13,3+4,6 13,3+4,6 136+27 136+27
Vikt (kg) 506 + 46,3 505 + 47,7 379 + 36,7 381 +34,7
BCS (1-9) 52+ 0,4 52+0,4 59+0,8 57+0,7
CNS (1-5) 19+0.3 19+0,.3 2,7+05 28+04
Fasteglukos (mmol/l) 4,4 + 0,64 46 +0,29 4,3 +0,47 4,4 +0,47
Fasteinsulin (mU/I) 8,4 +4,45 7,2+2,03 10,2 £4,17 129+10,51

Medelvarde + standardavvikelse pa alla hastar som deltog i studien. Body Condition Score, BCS,
bedoms enligt en skala pa 1 (mager) — 9 (fet). Cresty Neck Score, CNS, bedoms enligt en skala pa 0
(ingen palperbar véavnad ovanfor nackbandet) — 5 (mankam sa stor att den faller éver pa den ena
sidan).

Utférande
Dagen fore forsoket

Dagen fore forsoket undersoktes hastarna kliniskt (med avseende pa kroppstemperatur,
cirkulation, respiration, tarmljud, digitalpuls och palperbara lymfknutor) fér att minimera
risken att en hast som inte var fullt frisk skulle inga i forsoket. Férutom klinisk undersokning
vagdes och rakades samtliga hastar 6ver varderas sidas jugularven. Detta gjordes dagen innan
forsoket &gde rum for att minimera alla tdnkbara stresskéllor, som skulle kunna ge
missvisande resultat. Hastarna fick sin sista ranson med mat klockan 17 dagen innan forsoket.
Darefter var de fastande hela natten, dock hade de fri tillgang till vatten.

Forsdksdagen

Samtliga hastar var fastande under hela forsokets gang, men de hade fri tillgang till vatten.

P& forsoksdagens morgon applicerades EMLA-kram' 6ver omradet dar de intravendsa
katetrarna skulle placeras pa samtliga hastar. Nar EMLA-kramen hade verkat i cirka 15
minuter paborjades instrumenteringen. Omradet 6ver jugularvenerna, som blivit rakat och fatt
EMLA-kram pastruket, tvattades med hibiscrub varefter omradet sprittvattades och fick
lufttorka. En kateter? placerades i vardera jugularvenen. Varje kateter fick en forlangning® for
att underlatta provtagning och infusioner. Katetrarna marktes tydligt upp (med fargkoder och
text) sa att provtagningskatetern inte skulle blandas ihop med infusionskatetern. Om dessa
skulle forvaxlas skulle vardena kunna bli mycket missvisande da det kan finnas spar av
glukos och insulin kvar i sjalva infusionskatetern. Efter instrumenteringen togs fyra
nollprover; vid 60, 40, 20 samt 2 minuter innan glukos- och insulininfusionen. Ett medelvérde
av dessa fyra nollprover beraknades for varje enskild hast for att fa en sa representativ baslinje
av plasmaglukos som mgjligt.

! 25 mg/g, AstraZeneca AB, Sodertalje, Sverige
? Intranule 2,0x105 mm, Viygon, Ecouen, Frankrike
® Discofix, B. Braun Medical AG, Schweiz



CGIT-testet

Glukoslosning* administrerades intravendst under 45 sekunder varefter katetern snabbt
skoljdes med fyra ml NaCl-lésning®. | samma kateter gavs darefter omedelbart
insulininfusionen®, som var utspadd med tre ml NaCl. Doseringen av glukos och insulin
kontrollréknades for varje individ av tre olika personer innan den administrerades. Dosen
beréknades genom foljande formler:

Héstens vikt (kg) x (150 mg/kg) / (500 mg/ml) = ml 50 % glukoslésning
Héstens vikt (kg) x (0,1 1E/kg) / (100 IE/ml) = ml Humulin Regular

Efter glukos- och insulininfusionerna togs upprepade blodprover for analys av insulin och
glukos vid 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, och 150 minuter. Vid forsokstillfalle
tva gjordes en forlangning av forsoket for att pa ett mer tillforlitligt satt kunna utvardera den
eventuella rasvariationen. Prover togs da vid 1, 5, 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135,
150, 165, 180 och 195 minuter. Samtliga blodprover togs genom provtagningskatetern. Innan
varje prov togs aspirerades cirka atta ml blod som sedan kastades. |1 mojligaste man undveks
turbulens i katetern. Efter varje provtagning spolades provtagningskatetern med 15 ml NaCl-
I6sning. Nér det sista blodprovet var taget avldgsnades katetrarna. Hastarna utfodrades och
atergick darefter till normal verksamhet.

Blodanalyser

Samtliga prover éverférdes omedelbart efter provtagningen till Litium-heparinrér’ och kyldes
snabbt ned med hjalp av isbad varefter de centrifugerades (906 g) inom fem minuter i kyla
(+4 °C) under 10 minuter. Plasman dverfordes till eppendorfrér och frystes ned till -80°C i
vantan pa analys av koncentration plasmaglukos samt plasmainsulin.

Vid de tidpunkter dar héastarna misstanktes ligga extra lagt i glukos (35, 45, 60, 75 minuter),
analyserades glukos pa helblod med hjélp av en portabel glukometer for att snabbt kunna sétta
in behandling vid behov.

For samtliga prover analyserades plasmaglukoskoncentrationen med automatisk analysator®.
Analyserna utfrdes inom en vecka pd Akademiska sjukhusets klinisk-kemiska laboratorium®.
Plasmainsulinkoncentrationen analyserades i duplikat med hjalp av ELISA,

* Glucose 500mg/ml, Fresenius Kabi AB, Uppsala, Sverige

>0,9 %, B. Braun Medical AB, Danderyd, Sverige

®0,1 1E/kg, HumulinRegular 100 IE/ml, Eli Lilly Sverige AB

’ BD Vacutainer, 10 ml, BD Plymouth PI 6, 78 P, Storbritannien

® Architect ci8200, Abbott Scandinavia AB Diagnostics, Solna Svergie
° Uppsala Akademiska sjukhus, Uppsala, Sverige

®Insulin ELISA, Mercodia AB, Uppsala, Sverige



Dataanalys

Alla data sammanstalldes och matades in i ett dataprogram®*. Kurvor for plasmaglukos- och
plasmainsulinkoncentrationerna over tid utfardades for samtliga individer. En baslinje for
glukos berdknades som medelvardet av de fyra nollproverna (60, 40, 20 och 2 min innan
CGIT utfordes). Med hjalp av glukos och insulinkurvorna berdknades durationen nar
insulinkurvan, i minuter, nar koncentrationen 100muU/l (DIK1q0) samt vid vilken tidpunkt, i
minuter, glukoskurvans positiva fas skéar baslinjens plasmaglukoskoncentration (PFDpin).
AUC;ys (area under kurvan for insulin) och AUCy, (area under kurvan for glukos) beraknades
med hjalp av trapetzoidmetoden genom kalkylering i ett dataprogram™*.

Skillnader i medelvérden for plasmaglukos och plasmainsulin mellan testtillfalle ett och tva
samt mellan raser (islandshast/varmblodig travare) analyserades med hjélp av ANOVA for
upprepade matningar med tva faktorer (tid och testtillfalle alternativt tid och ras)™. Skillnader
i medelvérde for AUCiys, AUCqy, DIK100, 0ch PFDmin mellan provtagningstillfallen eller raser
analyserades med hjélp av parad t-test respektive t-test. Reproducerbarheten hos CGIT-testet
(testomgang 1 och 2) utvarderades med hjalp av att variationskoefficienten (CV-véardet)
berdknades vid varje provtagningstidpunkt och for AUCins, AUCg1, DIK 10, 0Ch PFDpyin. FOr
att erhalla normalférdelade data for glukos- och insulinkoncentrationerna under CGIT testet
logtransformerades dessa vérden. For logtransformerade data redovisas det geometriska
medelvérdet + konfidensintervallet. FOor normalfordelade data redovisas medelvérdet +
standardavvikelsen (SD). Signifikansen (P-varde) sattes till < 0,05.

RESULTAT

Vid de kliniska undersokningarna hittades inga onormala fynd pa hastarna varfor alla fick
vara med i studien. Medelvardena for fasteinsulin och fasteglukos i blodplasma hos
varmblodstravarna var inom referensmarginalerna (Frank, 2011). Hos islandshastarna var
medelvardet for fasteglukos och fasteinsulin ocksa inom referensmarginalen (Frank, 2011).
En av islandshastarna hade vid forsokstillfalle tva, en insulinkoncentration pa > 20 mu/I (37,9
mUJ/1) i fasta, vilket skulle kunna tyda pa insulinresistens. Denna hast uteslots inte fran studien
eftersom; (1) den hade normal insulinkoncentration i fasta (16 muU/l) vid forsta
forsokstillfallet, (2) hasten korsade sin baslinje < 45 minuter vid forsokstillfalle tva (vilket en
insulinresistent hast inte forvantas att gora), och (3) ingen klinisk misstanke om
insulinresistens foreldag (med avseende pa bedémning av BCS och CNS samt ingen
bakgrundshistoria med fang). De allra flesta hastarna tolererade CGIT-testet mycket bra, med
undantag av en hast som i forsta forsoksomgangen blev sa hypoglykemisk att den fick avbryta
forsoket och behandlas med glukos intravendst.

Medelvérdena for glukos- och insulinkoncentrationerna i blodplasma hos alla 18 héstarna
under CGIT vid forsokstillfalle ett och tva redovisas i figur 1. Plasmaglukos- och
plasmainsulinkoncentrationerna skiljde sig inte at mellan de bada testerna vid nagon tidpunkt.

! Sigma Plot 11,0, Systat Software UK Limited, London, Storbritannien
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Figur 1. Tidskurvor for plasmaglukoskoncentrationer (A) och plasmainsulin koncentrationer (B) for
tva upprepade kombinerat glukos- och insulintolerans test (CGIT). Data ar baserat pa medelvardet +
konfidensintervall for 18 hastar (nio svenska varmblodstravare och nio islandshastar). Plasmaglukos-
och plasmainsulinkoncentrationerna skiljde sig inte at mellan de bada testerna vid nagon tidpunkt.
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Eventuell rasvariation undersoktes och beraknades i andra forsoksomgangen eftersom denna
testomgang var forlangd till 195 minuter (jamfort med CGIT standardduration pa 150
minuter). Islandshéstarnas plasmaglukoskurva var signifikant forskjuten till hoger jamfort
med varmblodstravarna (figur 2). Det betyder att det tar betydligt langre tid for en kliniskt
frisk islandshast att skéra sin baslinje &n vad det gor for en kliniskt frisk varmblodstravare
(tabell 1). Det forekom ingen skillnad i plasmainsulinkoncentrationerna mellan de bada
raserna vid nagon tidpunkt (se figur 2 och tabell 1).
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Figur 2. Plasmaglukoskoncentration (A) and plasmainsulinkoncentration (B) hos nio
varmblodstravare och nio islandshastar under ett kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT).
Data ar baserat pa medelvardet av samtliga hastar + konfidensintervall. De tidpunkter markerat med
en * visar de provtagningstidpunkter dar medelkoncentrationen av plasmaglukos hos travarna skiljer
sig signifikant (p<0,05) fran islandshastarna. Datapunkter for varmblodstravarna som ar lokaliserade
over den horisontella svarta linjen ar signifikant lagre (p<0,05) jamfért med deras baslinje (-60 — 0
min). Datapunkter for islandshéstarna lokaliserade dver den vita horisontella linjen &r signifikant
lagre (p<0,05) jamfért med deras baslinje (-60 — 0 min). Det var ingen skillnad i
plasmainsulinkoncentrationen vid nagon tidpunkt mellan de tva olika hastraserna.

Tabell 1. Medelvarde * standardavvikelse for beréknade variabler for det forlangda (195 minuter)
kombinerade glukos- och insulintoleranstestet (CGIT) hos nio varmblodstravare och nio
Islandshastar.

Variabel Varmblodstravare Islandshéstar
(n=9) (n=9)

PFDmin 268+7,3 53,6 +24,1*

AUCy,c (mmol/l - min) 592,5 +108,0 641,7+118,4

DIK 09 38,1+4,3 433+7,0

AUC;,s (mU/I - min) 24145 + 4217 26429 + 3703

PFDnin tidpunkt for nér glukoskurvans positiva fas skar baslinjen; AUC,, area under kurvan for
glukos vs. tid; AUC;,, area under kurvan for insulin vs. tid; DIK1q,, duration till insulinkurvan nar en
koncentration av 100 mU/I. * p <0,05.
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For att pa ett korrekt och tillforlitligt satt utvardera reproducerbarheten hos CGIT undersoktes
CV-vardet vid varje provtagningstidpunkt for bade glukos och insulinkurvan. |
plasmaglukoskoncentrationskurvan okar CV vardet fran < 14 % till narmare 30 % da
kurvorna skar baslinjen. Detta betyder att CV vardet for provtagningstidpunkterna blir som
hogst néar skarningspunkten skall avlasas. | plasmainsulinkurvan & CV vardet som lagst
mellan 1-45 minuter efter forsdket intradande (tabell 2).

Tabell 2. Matningar reproducerbarhet i plasmaglukos och plasmainsulin  vid olika
provtagningstidpunkter under ett kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT) utfort pa 18
friska héastar (nio varmblodstravare och nio islandshastar). Medelvardena av glukos och
insulinkoncentrationerna vid de olika tidpunkterna for CGIT utfort vid tva olika tillfallen ses i figur 1.

Plasmaglukos Plasmainsulin
Provtagnings- CV (%) CV (%)
tidpunkt
-60 min 9,1 50,2
-40 min 8,1 60,0
-20 min 11,7 37,0
0 min 10,8 46,0
1 min 13,0 18,8
5 min 8,1 7,0
15 min 14,0 10,0
25 min 171 16,4
35 min 24,7 19,6
45 min 29,7 22,6
60 min 31,9 32,1
75 min 31,9 43,1
90 min 26,0 54,0
105 min 20,1 69,5
120 min 18,5 58,9
135 min 16,8 50,6
150 min 12,0 72,0
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| tabell 3 ses en sammanstéllning av resultatet av medelvardet + standardavvikelsen samt CV-
varde i testomgang ett och tva for; AUCgy, AUCins DIKig0 0ch PFDmin. AUCqy, AUCis.
DIK 199 0ch PFDpin skiljde sig inte at mellan testomgangarna.

Tabell 3. Medelvarde * standardavvikelse for berédknade variabler samt berdkningar av
reproducerbarheten av ett kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT) hos 18 friska hastar (nio
varmblodstravare och nio islandshéstar).

Variabel Test1 Test 2 CV %
(n=18) (n=18)

PFDmin 33,9+147 40,2 +22,1 44,9

AUCy, (mmol/l - min) ~ 591,6 + 93,1 617,1+112,8 14,6

DIK 100 40,3+7,8 40,7 6,2 7,0

AUCis (mU/I - min) 25230 + 4193 25287 + 4025 7,7

PFDnin tidpunkt for nar glukoskurvans positiva fas skar baslinjen; AUC,, area under kurvan for
glukos vs. tid; AUC,, area under kurvan for insulin vs. tid; CV, variationskoeffecienten.

DISKUSSION

| denna studie undersoktes reproducerbarheten samt eventuell rasvariation inom ett
kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT) hos friska héstar. | studien ingick totalt 18
individer (nio svenska varmblodstravare och nio islandshastar) som fick genomga ett CGIT
tva ganger vardera med tre veckors intervall. Samtliga hastar testades i sin hemmiljo.

Hastarnas tolerans av testet

CGIT-testet tolererades mycket bra av majoriteten av hastarna. En av héstarna fick tydliga
symtom pa hypoglykemi i forsta forsoksomgangen, men klarade andra forsoksomgangen
besvarsfritt. Hasten fick symtom pa hypoglykemi 45 minuter efter att testet startades.
Eftersom hasten hade fullféljt 45 minuter innan den togs ur forsta forsoksomgangen kunde det
mesta av denna hésts data anvédndas i de statistiska berdkningarna. Hastens symtom bestod av
vinglighet, muskeldarrningar och svettningar. Dessa symtom avtog mycket snabbt efter
behandling med glukos intravendst. Vid andra forsokstillfallet klarade sig denna hast bra och
kunde genomga hela forsoket. Samtliga hastar 6vervakades med stor noggrannhet och extra
blodprover togs (snabb-glukos med hjélp av glukometer) nar de var i den negativa fasen av
kurvan (nér glukosvéardet var lagre &n nollprovet) for att snabbt upptdcka om fler héstar
riskerade att bli sa hypoglykemiska att behandling skulle kunna bli nodvandigt.
Glukoslosning for intravends injektion fanns hela tiden latt tillganglig ifall ndgon hast skulle
behéva behandlas. Ytterligare hastar fick mycket lindriga symtom pa hypoglykemi. De
borjade blinka oregelbundet och okontrollerat under en kort period (minuter), men symtomen
overgick aldrig till vinglighet eller muskeldarrningar likt den hast som fick avbryta forsoket.
Eftersom symtomen endast var lindriga fick dessa hastar genomga hela forsoket.

15



Fasteglukos och fasteinsulin

Medelvardena for fasteglukos- och fasteinsulinkoncentrationerna var inom normalvariationen
hos bade varmblodstravarna och islandshéstarna med undantag av en islandshést, som hade ett
fasteinsulinvarde pa 37,9 muU/I i ett nollprov. Varfor denna hast hade s& hoga insulinvarden
vid detta testtillfalle ar oklart, men den fick fullfolja studien trots detta eftersom ingen
misstanke om insulinresistens foreldg da; (1) hasten hade normal fasteinsulinkoncentration i
forsta forsoksomgangen, (2) hasten korsade sin baslinje vid 26 minuter i testomgang tva
(tydligt under 45 minuter, vilket inte forvantas av en insulinresistent hast) samt (3) ingen
klinisk misstanke om insulinresistens dd BSC och CNS var inom normalvariationen samt att
hasten enligt uppgift fran dgaren aldrig haft problem med fang.

Vid berékning av eventuell skillnad mellan forsokstillfalle ett och tva visade det sig att det
inte var nagon statistisk skillnad mellan forsoksomgangarna, varken vad galler
plasmaglukoskoncentration eller plasmainsulinkoncentration (se figur 1). Detta indikerar att
inget metodfel agde rum. Dock kan det anas en tendens till att plasmaglukoskoncentrationen
generellt ligger lite hogre vid forsokstillfalle tva, an vid forsokstillfalle ett. Det skulle kunna
forklaras av att hastarna var lite mer stressade vid andra forsoksomgangen eftersom de da kan
ha anat vad som vantade dem.

Rasvariation

Det forekom ingen skillnad mellan raserna vad galler plasmainsulinkoncentrationen, vilket
innebdr att varmblodstravarna och islandshéstarna metaboliserar det exogent tillférda insulinet
pa likvardigt satt. 1 plasmaglukoskoncentrationen skiljer sig islandshéstarna statistiskt fran
varmblodstravarna vid specifika tidpunkter (se figur 2). Resultatet visar att islandshéstarnas
kurva ar signifikant forskjuten till hdger eftersom det tar en betydligt langre tid for dem att
korsa sin baslinje jamfort med varmblodstravarna. Detta stodjer tidigare studier (Jeffcott et
al., 1986) dar en generellt lagre insulinkanslighet hos ponnyraser jamfoért med stdrre hastraser
har detekterats. Denna nagot lagre insulinkéanslighet finns naturligt (genetiskt) hos vissa raser,
utan att behdva innebéra att de &r sjuka (Jeffcott et al., 1986). Om ingen hansyn tas till denna
rasskillnad &r det stor risk att beddmningen av ett CGIT blir felaktig och att normala ponnyer
klassas som insulinresistenta trots att de for rasen har en normal insulinkénslighet.

Reproducerbarhet

Vid berédkning av testets reproducerbarhet ses att CV-vardet for plasmaglukoskoncentrationen
ar 6ver 20 % i tidpunkterna 35 minuter - 105 minuter (tabell 2). Detta innebér att spridningen
ar relativt stor (>20 %) i dessa tidpunkter. Ett CGIT avlases vanligen genom att undersoka vid
vilken tidpunkt (efter glukos- och insulininfusionen) hésten skar sin baslinje i en glukoskurva.
Sker detta inom 45 minuter beddms hdsten inte lida av insulinresistens. Tillforlitligheten av
denna parameter har i studien visat sig vara begrénsad, vilket avspeglas i ett hogt CV-varde
(45 %) for den Kliniskt viktiga parametern PFDp,. FoOrutom att undersoka hastens
glukoskoncentration vid 45 minuter kan tidpunkten for nar insulinkoncentrationen nar 100
mU/l (DIK,q) anvéndas som parameter for att undersoka insulinkansligheten. Om hasten har
en insulinkoncentration éver 100 mU/l vid 45 minuter klassas den som insulinresistent
(Frank, 2011). Variationskoefficienten for insulin vid tidpunkten 45 minuter &r 23 % och vid
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tidpunkterna 15-35 minuter ligger CV-véardet under 20 %, vilket talar for en relativt god
reproducerbarhet vid dessa tidpunkter. Den kliniska parametern DIK g har ett CV-varde pa 7
%, vilket maste anses vara mycket bra for den har typen av diagnostisk test. Den hér studien
visar att det ar en mycket mer tillforlitlig metod att anvénda sig av DIK,y, vid avl&sning av ett
CGIT én att lasa av tidpunkten for nar glukoskurvan skar sin baslinje (PFDmin).

Svalts inverkan pa forsoket

| denna studie valdes att lata hastarna svélta under forsokets gang. | en studie av Frank (2011)
rekommenderas det att hastarna skall svalta under forsokets gang, men att de far ett par kilo
ho omkring klockan 22:00 kvallen innan forsdket. Det skall beaktas att hdstar som svalter kan
bli stressade, vilket skulle kunna péaverka testets resultat. Det finns studier som
rekommenderar att inte ha héstarna fastande med hénsyn till detta (Geor, 2008). Vidare finns
en studie (utford pa asnor) dar misstanke uppstar om att sjalva utfodringstillfallet i sig kan ge
upphov till stressreaktioner, vilket ger upphov till 6kade halter av kortisol i blodet (Forhead et
al., 1995). Det forekom ingen uppenbar stressreaktion hos hastarna som deltog i denna studie.
De stod relativt lugnt hela tiden med undantag av ett par hastar som vid nagot tillfalle
skrapade lite med framhovarna nar de befann sig i den negativa fasen. Detta skulle kunna
tolkas som att dessa hastar var hungriga pa grund av sin hypoglykemi och déarav nagot
stressade.

Brunsts inverkan pa forsoket

Det utfordes ingen brunstkontroll pa hastarna i studien. | teorin kan tankas att ett brunstigt sto
ar mer stressad och att insulin- och glukosnivaerna darfor ligger lite hogt i fasta. Forsoket
agde rum i mars-april, vilket talar emot att hastarna skall ha befunnit sig i brunst.
Islandshastarna hade inga tecken pa att befinna sig i brunst (dock gjordes ingen undersékning
av aggstockarna per rektum). Universitetets varmblodstravare gar dock pa ljusprogram, vilket
betyder att de i praktiken kan vara brunstiga aret runt. Det var ett varmblodssto som visade
symtom pa brunst och hon brunstade bade i forsokstillfalle ett och i forsokstillfalle tva. Hon
fick dock vara med i studien eftersom; (1) hennes fastevarden i bade plasmaglukos och
plasmainsulin var inom referensmarginalen vid bada forsokstillfallena, (2) hennes kurvor
skiljde sig inte betydande fran de andra varmblodstravarnas kurvor.

KONKLUSION

e Att anvanda tiden for da hastens glukoskurva skar baslinjen &r ingen bra parameter
vid avlasning av plasmaglukoskoncentrationen i ett kombinerat glukos- och
insulintoleranstest &r ingen tillforlitlig metod.

e Det finns betydande rasskillnader som maste utvarderas mer och testet maste
rasanpassas om det skall kunna anvéndas pa ett tillforlitligt satt.

e Attanvanda DIK,, som en parameter vid avlasning av insulinkoncentrationen i ett
kombinerat glukos- och insulintoleranstest har en mycket bra reproducerbarhet. Dock
kravs ytterligare studier, bade pa friska och insulinresistenta hastar, innan detta med
sékerhet kan faststallas.
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