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SAMMANFATTNING

Ekvint metabolt syndrom &r ett relativt nytt begrepp dar drabbade héstar kan karaktériseras av
okad generell och regional fettanséttning, rubbningar 1 glukos- och fettmetabolismen,
insulinresistens samt ibland klinisk eller subklinisk fang. Just insulinresistens dr av intresse da
det i flera studier visats att fing kan framkallas ensamt av hdga insulinnivaer. Mojligheterna
att diagnosticera insulinresistens i fdlt — och ddrmed kunna forebygga fang eller folja
behandlingen av en redan drabbad hist — har varit begriansade dé fasteglukos och -insulin ej ar
tillforlitliga metoder och dvriga tester kriiver en mer avancerad utrustning. Ar 2013
presenterades en ny variant av oralt glukostoleranstest (OGT) dér djurdgaren ger hédsten
sockersirap 1 munnen varpa ett blodprov tas efter 60-90 minuter av en veterinér.
Plasmainsulin och -glukos analyseras och hésten klassificeras direfter som insulinkénslig,
intermediért insulinresistent eller insulinresistent. OGT har validerats mot euglykemisk
hyperinsulinemisk clamp (EHC, gold standard for att kvantifiera insulinresistens) och
korrelerade vil. Veterindrer i Sverige har redan bdrjat anvédnda testen i praktiken, med mycket
positivt gensvar. Syftet med denna studie var att undersdka reproducerbarheten hos OGT hos
kliniskt friska héastar.

I forsoket ingick 15 stycken kliniskt friska hdstar av raserna islandshést, shetlandsponny och
minishetlandsponny. Héstarna gavs glykossirap oralt (Dansukker, Nordic Sugar), doserat till
0,2 ml/kg kroppsvikt, efter tolv timmars fasta. Innan sockergivan togs ett nollprov for analys
av plasmaglukos och -insulin. Glukos- och insulinresponsen f6ljdes med blodprovtagning
varje halvtimme under tre timmar via permanentkateter i jugularvenen. Samma forsok
upprepades efter atta dagar, utan att utfodring, miljo eller traning dndrades, for att undersoka
testets reproducerbarhet. De resultat som utviarderades var AUC och maxvérde for insulin-
och glukoskoncentrationerna, samt insulinnivierna vid 60 och 90 minuter. Skillnaden mellan
OGT 1 och OGT 2 for de respektive variablerna undersdktes med variationskoefficient
(CV%) och parat t-test.

Det orala glukostoleranstestet hade en god reproducerbarhet bdde avseende insulin- och
glukosrespons nir resultatet frdn de tva testerna jimfordes. P-vérdet varierade fran 0,216 till
0,866 (o= 0,05) ndar OGT1 och OGT2 jamfordes i ett parat t-test. Det fanns inte heller ndgon
signifikant skillnad mellan medelvirdena for plasmaglukos respektive plasmainsulin mellan
OGT 1 och OGT 2 vid négon provtagningstidpunkt. Medelvérdet for CV% for de olika
undersokta variablerna var 7-31%.

Studien visar att resultat av ett OGT Ar tillforlitligt sa till vida att upprepade OGT verkar ge en
snarlik bild av insulinkdnslighet hos kliniskt friska héstar. Detta gor att OGT kan anvindas till
exempel for att f6lja en insulinresistent individ som genomgar fordndringar 1 utfodring och
traning med mal att forbédttra insulinkdnsligheten. Vidare bor ytterligare studier med fler
héstar och forsok med kliniskt insulinresistenta héstar utforas for att fortsatt utvérdera och
eventuellt justera gransvéirdena for insulin for att ge testet dn storre tillforlitlighet.



SUMMARY

Equine Metabolic Syndrome is a relatively new concept where affected horses are characterized by
generalized and/or regional obesity, disturbance in the glucose metabolism, dyslipidemia, insulin
resistance and an increased risk of laminitis. The insulin resistance seem to have a big impact on
whether laminitis will develop, with several studies demonstrating how laminitis can occur by induced
hyperinsulinemi. The possibilities to diagnose insulin resistance in the field setting — and thereby
prevent laminitis or monitor the treatment of a patient — have been limited and include basal blood
glucose and basal blood insulin which have low reliability and repeatability. Other diagnostic tests
require more advanced equipment. In the year 2013 a new kind of oral glucose tolerance test (OGT)
was presented. In the new OGT the horse owner gives the horse sugar syrup and the veterinarian can
arrive after 60-90 minutes to take blood samples. Blood insulin and blood glucose are analyzed and
the horse can then be classified as insulin sensitive, intermediate insulin resistant or insulin resistant.
The OGT has been compared with the euglycemic hyperinsulinemic clamp (EHC, gold standard for
quantifying insulin sensitivity) and found to have good correlation for assessment of insulin
sensitivity. Veterinarians in Sweden are already using the OGT in practice, with positive feedback.
The aim of this study was to examine the repeatability of the OGT using clinically healthy horses.

Fifteen clinically healthy horses; 8 Icelandic horses, 4 Shetland ponies and 3 mini Shetland ponies
were used in the study. The horses were given 0,2 mL/kg sugar syrup (Dan Sukker Glykossirap) after
12 hours of starvation. The glucose and insulin responses were monitored with a blood sample from a
permanent jugular catheter every 30 minutes during 3 hours. The same procedure was repeated 8 days
later, without changing feed, environment or exercise, to study the repeatability.

The OGT had a good repeatability regarding both the insulin response and glucose response when the
results from the two OGT were compared. The p-value varied between 0,216 and 0,866 (0=0,05) when
OGT 1 and OGT 2 were compared with a paired t-test. There were no significant differences of the
mean values of plasma glucose or plasma insulin at any sampling time between OGT 1 and OGT 2.
The coefficient of variation, a mean value from the coefficient of variation of each individual between
OGT 1 and OGT 2, varied between 7,2 and 31 % among the studied variables.

This study shows that the result from an OGT is reliable in the sense that a repeated OGT shows
similar image of insulin sensitivity in clinically healthy horses. This makes the OGT suitable to
monitor the treatment of insulin resistant horses. Furthermore, studies with insulin resistant horses are
required to continue to evaluate and adjust the OGT.
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INLEDNING

Vilfardssjukdomar som fetma och insulinresistens &r, precis som hos ménniskor, ett 6kande problem i
héstpopulationen. Manga héstar &r drabbade av insulinresistens, vilket kan leda till fang som ar mycket
smartsamt for hidstarna och i vissa fall i forlangningen leder till avlivning. M6jligheterna att
diagnostisera insulinresistens 1 falt har varit begransade da tidigare tester med fasteglukos och -insulin
har 1ag tillforlitlighet och 6vriga tester kraver klinikvistelse.

SYFTE

Att pé ett tillforlitligt och smidigt sétt kunna diagnostisera insulinresistens ute i falt &r av stor vikt da
bade forbyggande atgirder kan vidtas och terapeutiska resultat kan foljas, vilket medfor ett minskat
lidande for histarna. Ar 2013 presenterade Schuver ef al. en ny variant av oralt glukostoleranstest
(OGT) att anvénda i félt, som dérefter applicerats till svenska forhallanden efter byte av sockerkalla.
Testet har korrelerat vdl mot métningar av héstars insulinkénslighet med euglykemisk
hyperinsulinemisk clamp (EHC), som réknas som gold standard metod for att kvantifiera
insulinresistens (Berggren, 2014). I ett pagéende forsok valideras OGT mot EHC pa hédstar som &r
insulinresistenta. Syftet med denna studie &r att undersoka reproducerbarheten av insulin- och
glukosresponsen vid ett OGT. En god reproducerbarhet av ett diagnostiskt test 6kar dess
tillforlitlighet.



LITTERATUROVERSIKT
Ekvint metabolt syndrom

Ekvint metabolt syndrom (EMS) &r ett relativt nytt begrepp som togs upp ar 2002 av Philip Johnson
och kopplar samman fetma, insulinresistens och fang hos héastar. Metabolt syndrom &r sedan en langre
tid ként pa humansidan dir det beskriver endokrina och metabola férdndringar som leder till 6kad risk
for hjart- och kérlsjukdomar samt diabetes typ 2 (Reaven 1988).

Haéstar som lider av EMS karaktériseras av 6kad generell och/eller regional fettanséttning, rubbningar i
glukos- och fettmetabolismen, insulinresistens samt en dkad risk for fing. De flesta hidstar som
drabbas dr mellan 5-15 ar gamla och raser som arabiska fullblod, quarter- och morganhéstar samt
diverse ponnyraser dr dverrepresenterade. Observationen att EMS ar vanligare inom vissa raser tyder
pa att dven en genetisk faktor spelar roll, utéver hédstens miljo och utfodring. (Johnson 2002)

Behandlingen av EMS bestar framfor allt av fordndringar i utfodring och aktivitet (Carter et al. 2009b;
Geor 2008). Andelen energi och méngden l4ttlosliga kolhydrater bor minskas i fodret och den fysiska
aktiviteten bor 6kas. Senare studier har visat att den generella fetman ar sekundér och kan utvecklas
samtidigt som — eller till foljd av — insulinresistensen, snarare &n att det dr fetman i sig som orsakar
insulinresistens (Geor 2008). Bete under sommaren innebér ett foderintag av stora miangder energi och
lattlosliga kolhydrater och ska dérfor reduceras eller helt undvikas. Om hésten redan drabbats av akut
klinisk fang blir hanteringen givetvis en annan da fanganfallet forst och framst ska avhjélpas.

Farmakologisk behandling av EMS med levothyroxin inducerar viktnedgang och ger en 6kad
insulinkénslighet pa saval kort som lang sikt (Frank ez al. 2005; Frank et al. 2008). Levothyroxin
anvénds ej 1 ndgon storre utstrackning till hést i praktiken da det &r forhéllandevis dyrt. Metformin ar
ett annat 1dkemedel som anvinds pa humansidan for att kontrollera hyperglykemi och 6ka
insulinkénsligheten vid diabetes mellitus. Forskning pa hastar har dock pavisat en 1ag oral
biotillgénglighet (Tinworth ef al. 2010). Metformin har visat sig ge en dkad insulinkénslighet pa kort
sikt, men har ej givit signifikant 6kad insulinkdnslighet vid langtidsbehandling (Vick et al. 2006;
Tinworth ef al. 2012; Durham ef al. 2008).

Insulinresistens och fang

Insulin &r ett peptidhormon som produceras och frisétts fran betacellerna i de Langerhanska 6arna i
pankreas. Sekretionen stimuleras frimst av hyperglykemi och en 6kad koncentration aminosyror i
blodet, till exempel efter en maltid. Insulin &r ett anabolt hormon som 6kar glukos- och
aminosyraupptaget till celler, stimulerar glykogen-, triglycerid- och proteinsyntesen samtidigt som det
minskar glukoneogenesen. Insulin stimulerar glukosupptaget i insulinkénslig vdvnad, genom att
aktivera glukostransportmolekyler (GLUT-4) som faciliterar upptaget. (Sjaastad et al. 2003)

Insulinresistens innebar att insulinkénslig vavnad (skelettmuskulatur och fettvdv) har en nedsatt
formaga att svara pa normala insulinnivéer. Detta leder till att pankreas 6kar sin insulininséndring
vilket ger en hyperinsulinemi. Till skillnad frdn ménniskor kan héstar i de flesta fall under en lang tid
kompensera sin insulinresistens genom en 0kad insulinkoncentration sa att hyperglykemi inte uppstér.
Insulinresistens &r en viktig del i sjukdomskomplexet EMS.

Den kliniska bilden vid EMS inkluderar ofta betesrelaterad fang. Fanganfallen uppstar inte sillan efter
en period med véderlek som givit niringsrikt gras. Hastar med bendgenhet att utveckla EMS har, vid
utfodring med stor andel léttlosliga kolhydrater, hogre insulinniva i blodet jaimfort med friska héstar pa



samma diet. Héstar med EMS har tio génger hdgre risk att drabbas av fing jamfort med friska héstar
(Trieber et al., 2006).

Patofysiologin kring hur insulinresistens orsakar fang ar ej helt klarlagd. I en studie av Asplin et al.
(2007) visas det hur friska ponnyer drabbas av klinisk fang efter 72 h av experimentellt inducerad
hyperinsulinemi. Detta forsok bevisar séledes att fang kan framkallas ensamt av hoga insulinnivéer.
Det finns flera hypoteser om vilka mekanismer som gor att insulinresistens orsakar fang. Mobasheri et
al. (2004) hittade GLUT-4 proteiner i keratinocyter fran hést, vilket skulle kunna indikera att det sker
ett insulinberoende upptag av glukos éven i héstens hovar och att dessa ddrmed skulle kunna drabbas
vid insulinresistens. Senare forskning visar dock pa att glukosupptaget i hoven framfor allt sker via
GLUT]1, och dérmed inte &r beroende av insulin (Asplin ef al. 2011).

En annan teori gar ut pa att insulinresistensen predisponerar for fing genom stérningar i cirkulationen
som forsorjer lamellagret i hoven, som ddrmed skulle kunna bli mer mottagligt for skador. Tidigare
studier p4 minniskor och andra arter har visat att vaskulért endotel ar kénsligt for insulin och kan
svara med bade vasokonstriktion och vasodilatation (Kim et al. 2006). Insulin stimulerar kvaveoxid
som ér vasodilaterande men stimulerar dven frisdttningen av endothelin-1 som &r en potent
vasokonstriktor. Vid insulinresistens himmas stimuleringen av kvaveoxid medan endothelin-1
fortsétter att friséttas ibland till och med i1 hogre utstrackning 4n hos friska individer. Om detta dven
sker i1 det vaskuldra endotelet i lamellagret skulle vasokonstriktionen kunna orsaka ischemi och
dérmed orsaka ett fanganfall. Hos ménniskor med metabolt syndrom ses ofta hypertension, vilket tros
vara kopplat just till dysfunktion i det vaskuléra endotelet (Hansen et a/. 2003 & Kim et al. 2006). En
studie pé insulinresistenta ponnyer med fang-historik tar upp att rubbningar i det vaskulédra endotelet
dven kan vara en komponent i sjukdomskomplexet EMS (Bailey et al. 2008). En senare studie pa detta
(Winqvist, 2013) undersokte bland annat blodtryck, plasmaendotelin och insulinresistens hos hastar
innan, under och efter en betesperiod med viktuppgéng. Dar sags en 6kning av histarnas
medelblodtryck som tycktes vara kopplad till viktuppgangen snarare &n till insulinresistens och
forhojda plasmaendotelinnivaer. Till skillnad fran studien av Bailey et a/.(2008), som anvinde
ponnyer som haft aterkommande betesrelaterad fang, anvéndes i studien av Winqvist (2014) svenska
varmblodstravare — en ras som inte r predisponerad for att utveckla metabola rubbningar. Detta kan
vara en orsak till varfor kopplingen mellan insulinresistens och dkat medelartarblodtryck inte kunde
ses 1 den senare studien.

En tredje hypotes kring varfor insulinresistens ger upphov till fing handlar om ett underliggande
kronsikt, pro-inflammatoriskt tillstind hos de drabbade héstarna. Studier paA manniskor och andra arter
har visat att behandling med hogdos aspirin (acetylsalicylsyra) gav en forbéttrad insulinkanslighet
(Dandona et al. 2004), vilket talar for att inflammation spelar en stor roll vid insulinresistens. Vidare
har det visats att det pro-inflammatoriska tillstdndet hos insulinresistenta individer utgér fran fettviven
som producerar adipokiner (leptin, TNF-a, IL-1p, IL-6 och IL-8) varav manga ar pro-inflammatoriska
(Dandona et al. 2004). Vid fetma sker progressiv dysreglering i fettviven som gor att
adipokinproduktionen okar, vilket leder till stérningar i insulinsignaleringen och utveckling eller
forvérrad insulinresistens samt dysreglering av kirlendotel. I studier pé hést finns evidens for att TNF-
o, och IL-1p mRNA-uttryck var hogre hos feta histar och kunde identifieras som en risk for
insulinresistens (Treiber et al. 2009 & Vick et al. 2007).



Diagnostik av insulinresistens

Det finns flera varianter av dynamiska tester som utfors pé klinik och kan diagnostisera
insulinresistens. Vid intravendst glukostoleranstest (IVGT) ges hastar glukos intravenost efter fasta
Over natten. Dérefter méts glukos- och insulinkoncentrationen i blodet dver ett bestamt tidsforlopp.

Frequently sampling intravenous glucose tolerance test (FSIGT) dr en variant av IVGT och anvénds
for att kvantifiera insulinresistens. Glukos tillfors intravendst och efter 20 minuter ges en insulinbolus.
Insulin- och glukoskoncentrationen i blodet méts vid upprepad provtagning under tre timmar. Virdena
sdtts in 1 en matematisk modell (minimal model) for att standardisera och utvirdera pankreasfunktion
och insulinkénslighet. FSIGT har anvénts som diagnostik av insulinresistens sedan mitten av 2000-
talet. Problematiken med FSIGT 4&r att den matematiska modellen gor manga antaganden kring
insulin- och glukoskinetik som inte alltid Gverensstimmer med verkligheten (Pratt et al. 2005). Testet
kréver dock en mindre avancerad utrustning &n till exempel euglykemisk hyperinsulinemisk clamp
(EHC) varfor FSIGT ibland foredras om storre populationer ska undersdkas. FSIGT har dock en lagre
reproducerbarhet jaimfort med EHC (Pratt ef al. 2005).

Kombinerat glukos- och insulintoleranstest (CGIT) &r ytterligare en variant av de dynamiska testerna
och beskrevs forsta gangen ar 2005 av Eiler et al. Glukos eller dextros tillfors intravendst under en
minut varpé en insulininjektion ges sex sekunder efter avslutad glukostillférsel. Hos friska héstar
atergar insulin- och glukosnivaerna till det normala inom 45 minuter, medan de hos insulinresistenta
héstar kvarstar over det normala ldangre dn 45 minuter.

Euglykemisk hyperinsulinemisk clamp (DeFronzo et al., 1979) anvinds dven den for att kvantifiera
insulinresistens och anses av manga vara en gold standard metod. Genom att uppratthélla
hyperinsulinemi via exogen tillférsel av insulin himmas bade den endogena insulinfrisittningen fran
pankreas samt kroppens glukoneogenes. Den tillférda glukosinfusionshastigheten for att upprétthélla
ett euglykemiskt steady state blir da ekvivalent med glukosupptaget i insulinkénslig vdvnad, och
diarmed ett matt pa vivnadskénslighet for exogent insulin. Testet kraver speciell utrustning och
anvinds dérfor framfor allt i forskningssammanhang.

For att pa ett enklare sétt méta insulinresistens under faltméssiga forhallanden har fasteglukos och
fasteinsulin anvénts. Detta &r en icke-dynamisk test och korrelationen mellan fastevdrdena av insulin
och kvantitativa metoder for métning av insulinkénslighet ar lag (Kronfeld et al. 2005; Trieber et al.
2005; Firshman & Valberg 2007). Ett annat problem med denna diagnostik ar att den endogena
variationen dr okdnd och virdena ddarmed létt kan feltolkas som patologiska. Det gar inte heller att
uttala sig om ifall en hyperglykemi beror pa nedsatt insulinutsondring fran pankreas eller
insulinresistens i malorganen.

Orala glukostoleranstester (OGT) har anvénts under flera artionden inom héstmedicinen, initialt for att
diagnostisera malabsorption (Robert & Hill 1973). Testet har dérefter utvecklats till att kunna
uppskatta insulinresistens genom att dven analysera insulin. Precis som vid de tidigare beskrivna
dynamiska testerna fastas histen over natten, dérefter tillfors glukoslosning via nassvalgsond. Glukos-
och insulin mits vid upprepad blodprovstagning.

En ny variant av OGT utformades 2013 av Schuver et al och gar ut pa att glukosldsningen ges peroralt
med spruta. Detta gor att djurdgaren sjilv, efter noggranna instruktioner, kan ge hésten
glukosldsningen och att veterindren kan komma ut senare och ta blodprov 60-90 minuter efter
sockergivan. Som glukoskélla i studien av Schuver et a/ (2013) anvdnds Karo Corn Syrup®, en
produkt som ej gér att fa tag pa i Sverige. For att kunna applicera denna variant av OGT pé svenska
forhéllanden har dirfor testets tillforlitlighet studerats med DanSukker glykossirap fran Nordic Sugar



som glukoskalla. Resultatet av OGT jamfordes med resultatet frain EHC (gold standard) fran samma
héstar och visade pa god korrelation (Berggren 2014).

MATERIAL OCH METODER
Hastarna

Av de 17 hdstar som anvéndes i forsoket var atta stycken islandshéstar, fem stycken shetlandsponnyer
och fyra stycken minishetlandsponnyer. Héstarna var i dldrarna x till x ar, med ett medelvirde pa x + x
ar dar sex var valacker, sju ston och fyra hingstar. Samtliga héstar var privatdgda och uppgavs av sina
respektive dgare vara friska. De vistades i hage dygnet runt med tillgang till ligghall. Islandshéstarna
fodrades med hosilage tva gdnger per dygn och hade 6vrig tid fri tillgang pa halm.
Shetlandsponnyerna och minishetlandsponnyerna hade fri tillgang till hosilage.

Kvillen fore forsoken stallades histarna in pa box med torv eller span, vigdes och genomgick en
allmén klinisk undersokning. Histarna var kliniskt friska, islandshéstarnas medelvikt var 342 + 20kg
och shetlandsponnyerna och minishetlandsponnyernas medelvikt var x + x kg. Hullet uppskattades
enligt hullbedémningsskalorna body condition score (BCS) och cresty neck score (CNS) (Henneke et
al. 1983; Carter et al. 2009b). Inklusionskriterierna for studien innefattade att hastarna skulle vara
kliniskt friska samt ha en BCS <7 och CNS <3.

Forsoket ar godként av Uppsala Djurforsoksetiska ndmnd (diarienummer). Samtliga héstar tolererade
forsoket vil — inga tecken pa komplikationer av kanylldggningen, fasta, glukostillforsel eller
provtagning kunde noteras.

Studiedesign

Studien var prospektivt utformad och bestod, for varje hist, av tva forsokstillfallen med samma
forsoksuppldgg mellan vilka reproducerbarheten undersoktes. Det var atta dagar mellan de tva
forsokstillfallena, under vilka utfodring, miljé och trianing var fortsatt de samma. Forsoken utfordes i
histarnas hemmiljo.

Kvillen innan forsoken anlades en intravends jugular permanentkateter'* efter rakning,
lokalbed6vning med EMLA® samt steriltviitt. Histarna stod inne pa box dver natten med fri tillgdng pa
vatten och salt. Tolv timmar innan forsoket togs fodret ut ur boxarna och héstarna stod pa svilt 6ver
natten. Efter forsoket avlagsnades permanentkatetrarna och héstarna fick ga ut i hagen och éta.

Samtliga blodprover aspirerades via permanentkatetern efter att 5 ml blod dragits ut. Efter varje
blodprovstagning spolades katetern med 10 ml natriumklorid. Nollprov togs fem minuter fore den
orala glykosgivan. Dérefter togs prover 30, 60, 90, 120, 150 och 180 minuter efter glykosgivan.
Blodproverna samlades i lithium-heparinrér och centrifugerades i 906g under 10 min i omedelbar
anslutning till provtagningen och forvarades dérefter pd is tills dess att plasma pipetterades av till
eppendorfrér inom 5 minuter. Proverna transporterades i frys in till laboratoriet, dir de sedan
forvarade i -80°C fram till analys.

Som glukoskélla anvdandes Dansukker glykossirap fran Nordic Sugar. Glykossirapen doserades till 0,2
ml/kg kroppsvikt och administrerades via 60- eller 20-ml sprutor direkt i munnen.

! Intranule, Vygon, Ecouen, Frankrike ’Intraflon 2,1x80 * AstraZeneca, vit krim, aktiva substanser lidokain 25mg/g,
prilokain 25mg/g



Blodanalyser

Insulin analyserades i1 dubbelprov med Mercodia Equine Insulin ELISA (artikelnr 10-1205-01) och
berdknades i ng/L. Alla prover fran samma hést analyserades pa samma platta forutom hést C, F, L
och P. Som kontroll anviandes prov fran en insulinkénslig hist samt, till ELISA-plattorna medfdljande,
kit-kontroll. Plasmaglukos analyseras i dubbelprov med en membranbunden enzym-elektrodmetodik,
YSI 2300 STAT Plus Glucose & Lactate Analyzer "™ (Yellow Springs, Ohio, USA).

Statistiska analyser och berdkningar

For att berdkna reproducerbarheten av det orala glukostoleranstestet avseende bade insulin- och
glukosresponsen anvandes arean under kurvan (AUC), peakvarden samt insulinkoncentrationen vid 60
respektive 90 minuter. AUC utgick fran baseline-vérdet hos respektive hést och berdknades med
trapezoidmetoden. Resultaten redovisas som medelvirde + standardavvikelse. AUCinsuin, AUCgiukos,
Peakinsuiin, PeaKgiukos, [Insulin]-60 och [Insulin]-90 frén de tvd OGT-omgéngarna jimfordes med
variationskoefficient (CV) och parat t-test. Gransvirde for statistisk signifikans sattes till p < 0,05.

Variationskoefficienten (CV%) for respektive variabel (AUCiysuiin, AUCglukos, PeaKinsutin, P€aKgtukos,
[Insulin]-60 och [Insulin]-90) raknades ut genom att forst dividera standardavvikelsen med
medelvardet for OGT 1 och OGT 2 for respektive hist och variabel. Variationskoefficienten for hela
variabeln dr medelvirdet av de individuella héstarnas variationskoefficienter i. Medelvirdet av insulin-
respektive glukoskoncentrationen i varje provtagningstidpunkt jamfordes dven via analys av varians
(ANOVA for upprepade métningar) mellan OGT 1 och OGT 2.

RESULTAT

Tvé av hastarna (hdst K och N) uppfyllde ej inklusionskriterierna vad giallde BCS och CNS och
utesldts didrmed fran studien. Ovriga 15 histar uppfyllde inklusionskriterierna. BCS uppskattades till
5,8+ 0,5 och CNS till 2,6 £ 0,3. Samtliga héstar tolererade forsdket val — inga tecken pa
komplikationer av kanylldggningen, fasta, glukostillforsel eller provtagning kunde noteras.

Det fanns ingen signifikant skillnad mellan de tvd OGT-fors6ken dd AUC;usuiin, AUCgiukoss P€aKinsulin,
Peakgikos, [Insulin]-60 och [Insulin]-90 analyserades i ett parat t-test (p-virden frén 0,216 till 0,866).
Medelvariationskoefficienten for dessa variabler 14g mellan 7,2 till 31,0 %. (CV% tabell 1.)



Variabler OGT 1 OGT 2 P-virde CV %

AUCinuin (x10° ng/L/min) 23,9+ 11,9 24,9+ 14,0 0,665 20,0
AUC yiuk0s (mmol/L/min) 202,2 + 94,8 233,6 + 94,0 0,216 31,0
Peakiysuin (ng/L) 306,8 + 184,4 312,54+ 152,2 0,866 16,2
Peakiyos (Mmol/L) 7,7+0,9 8,0+ 0,8 0,224 7.2
[Insulin]-60 (ng/L) 263,8 + 159,6 277,6 + 154.9 0,580 14,3
[Insulin]-90 (ng/L) 214,2 + 88,5 2384+ 157.6 0,395 25,5

Tabell 1. AUC; 11, arean under insulin/tid-kurvan; AUCygy,s arean under glukos/tid-kurvan; Peakus;,, den
maximala plasmainsulinkoncentration; Peakg,,, den maximala plasmaglukoskoncentrationen; [Insulin]-60,
plasmainsulinkoncentrationen 60 minuter efter sockergiva, [Insulin]-90, plasmainsulinkoncentrationen 90
minuter efter sockergiva. Variablerna uttryckt som medelvirde + standardavvikelse.

Det fanns inte heller nagon signifikant skillnad mellan medelvardena for plasmaglukos respektive
plasmainsulin i ndgon provtagningstidpunkt, men insulinnivaerna varierade mycket mellan histarna
(fig. 1 och 2).
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Figur 1. Medelvirdet med standardavvikelser av alla héstars plasmainsulinkoncentrationer vid varje
provtagning vid OGT 1 respektive OGT 2. *Plasmainsulinkoncentrationen skiljer sig signifikant fran nollprovet.



Reproducerbarhet: Glukos
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Figur 2. Medelvirdet med standardavvikelser av plasmaglukoskoncentrationer vid varje provtagning vid OGT 1
respektive OGT 2.*Plasmaglukoskoncentrationen skiljer sig signifikant fran nollprovet.

Av de 30 orala glukostoleranstesterna som utfordes i studien upptradde insulinpeaken 30 minuter efter
sockergivan i sju tester, efter 60 minuter i tolv tester, efter 90 minuter i atta tester, efter 120 minuter i
tva tester och vid ett test upptradde insulinpeaken 150 minuter efter sockergivan. Detta innebar atti 19
av 30 utforda OGT observerades insulinpeaken 60 minuter efter sockergivan eller tidigare. I 20 av 30
tester upptradde insulinpeaken i intervallet 60-90 minuter.

I denna studie visade totalt sex stycken OGT pé intermediért insulinresistenta individer och ett test pa
insulinresistens med utgdngspunkt fran tidigare satta grainsvéarden for insulinpeak (Schuver ef al. 2013;
Berggren 2014). Av 15 héstar hade 11 stycken samma kliniska beddmning vid bada provtillfallena.
(tabell 2)

Insulinpeak OGT 1 OGT 2

<400 ng/L hist A,B,C,D,E,F,H,J,L, M, hist A,B,C,D, E, H, M,
Insulinkdnsliga P,S, T,U P,S, T

400-700 ng/L. . .

Intermediért insulinresistent hast G hastF, G, J, L, U
>700 ng/L héist L

Insulinresistent

Tabell 2. Den kliniska bedomningen av héstarna i studien i OGTI respektive OGT2.



DISKUSSION

Resultaten fran de kliniska forsdken visar att OGT har god reproducerbarhet bade avseende
insulinrespons och glukosrespons. AUCk,s hade ett ndgot hogre CV-virde (31 %) och nagot lagre p-
varde (0,216) dn Gvriga parametrar, men har fortfarande ingen signifikant skillnad mellan OGT 1 och
OGT 2. AUC réknades ut fran baseline-vardet vid nollprovtagningen. I slutet av provtagningen gick
glukoskurvan ner under baseline-vérdet hos vissa héstar och da drogs den negativa arean av frén den
positiva arean. Det gar dock inte att utldsa nagon signifikant skillnad mellan OGT 1 och OGT 2 (fig.
2) vad géller detta, varfor det inte bor ha bidragit till ett hogre CV-virde. Glukosvirdet vid ett OGT
framfOr allt till for att bedoma om hésten har dekompenserad insulinresistens alternativt typ 2 diabetes,
eftersom insulinnivéerna i dessa tillstind kan vara inom normala gransviarden medan blodglukoset &r
onormalt hogt. I en tidigare studie (Berggren 2014) uppskattades tillforlitligheten av OGT genom att
mata korrelationen mellan OGT och EHC. I denna studie gjordes observationen att glukoskurvan hade
en sdmre korrelation jamfort med insulinkurvan. Detta resultat, tillsammans med resultatet i denna
studie, talar for att glukosresponsen hos friska héstar helt enkelt kan variera nagot ”fran dag till dag”,
men antagandet gors att om héstar med faktiskt patologiska glukosnivaer undersoks kommer
glukosmaétningarna dndock vara av nytta. En ndgot simre reproducerbarhet av glukoskurvan bor dérfor
inte géra OGT mindre 1ampligt att anvénda for diagnostisering av insulinresistens 1 falt.

De genomsnittliga CV-vérdena (7,2-31,0 %) for de olika uppmatta variablerna som beréknades i
studien far anses som acceptabla med tanke pa testets oprecisa utformning; histarna ges socker direkt i
munnen, och dven om de flesta accepterar sockret som smakar gott, s finns en risk for spill, 4ven
variationer i magsackstomning och upptag frén tarmen fér ses som komponenter som mdjliggor
variation i testresultatet. I fabell 2 som visar den kliniska beddmningen av héstarna vid OGT 1 och
OGT 2 var det fyra histar som bedomdes annorlunda mellan de tvé testerna. Dessa héstar 1ag dock
relativt nira gransvirdena vid OGT 1, sé det kridvdes inte sa stor variation i insulinpeak for att de
skulle hamna i en ny klinisk kategori vid OGT 2.

En observation som gjordes i denna studie var att vid 19 av 30 utférda OGT kunde insulinpeaken
uppmidtas vid 60 min eller tidigare efter sockergivan. Tidigare studier paA OGT (Schuver ef al. 2013;
Berggren, 2014) har indikerat att insulinpeaken sker vid 60-90 minuter, och det &r dven instruktionerna
for provtagning i praktiken. I denna studie var det nistan lika manga som uppvisade insulinpeak vid
30 minuter (sju stycken) som vid 90 minuter (tta stycken).

Nér plasmainsulin och -glukos analyseras varje halvtimme under tre timmar, jimfort med det enda
prov som tas vid OGT i praktiken, visas vilken stor inverkan tidpunkten for provet har. Det vill sdga;
insulinkurvorna kan variera mycket mellan individer. Tva av histarna (hist F och J) kunde identifieras
som intermediért insulinresistenta om prov togs 90 minuter efter sockergivan i OGT 2, men skulle ha
klassats som insulinkdnsliga om provet tagits efter 60 minuter. Hést L klassades som insulinresistent
om provet togs efter 30 minuter i OGT 1, men hade bedomts som insulinkénslig om provet tagits 90
minuter efter sockergivan. Ovanstaende information indikerar att det kan vara problematiskt med cut-
off nivaer da hastarna ligger precis kring dessa gransvirden. Det styrker ocksa tidigare iakttagelser att
OGT har en ldgre sensitivitet (Berggren 2014). Ytterligare studier bor utforas pé kliniskt
insulinresistenta histar for att undersoka deras insulinkurvor och sékerstilla en hog specificitet.

Trots att héstarna i vér studie inte visade kliniska tecken pd EMS eller insulinresistens kunde alltsa
flera individer identifieras som intermedidrt insulinresistenta. Detta kan vara i enlighet med andra
studier som indikerat att insulinresistens hos hést framfor allt mé6jliggors pd grund av en genetisk
predisposition snarare &n pa grund av fetma (Geor, 2008 & Trieber ef al. 2006). Om dessa héstar
hanteras utifran detta provresultat vad géller utfodring och traning kommer de troligen inte behdva
drabbas av konsekvenserna av insulinresistens sdsom fang. Detta understryker nyttan av att pa ett



enkelt sitt kunna screena dven kliniskt friska héstar pa ett tillforlitligt satt, vilket mojliggdrs av det
orala glukostoleranstestet.

Flera studier har indikerat att det finns en viss sdsongsvariation vad géller
plasmainsulinkoncentrationer och insulinkénslighet (Jeffcott et al., 1986; Bailey et al. 2008; Frank et
al. 2010). Detta skulle potentiellt kunna paverka OGT sétillvida att referensvirdena for
normalvariation av insulinkdnslighet skiljer nagot dver aret i histpopulationen. Det verkar dock som
att den fluktuation i insulinkénslighet som sker Over ett ar endast d4r marginell, och att det inte kommer
vara nagon risk att felaktigt diagnosticera en insulinkénslig individ som resistent, eller tvért om, endast
pa grund av sdsongsvariation (Bailey et al. 2008). I denna studie provtogs islandshdstarna (2/8
intermediért insulinresistenta) under maj ménad och shetlandsponnyerna (3/7 hade nedsatt
insulinkdnslighet) i manadsskiftet oktober-november. For att kunna dra négra slutsatser angaende
sdsongsvariation i insulinké@nslighet, och hur det orala glukostoleranstestet paverkas av en eventuell
sadan, skulle dock samma héstar behdva provtas vid flera tidpunkter under ett &r. Pa grund av testets
oprecisa utformning, som diskuterades ovan, kommer det dock troligen vara svart att uppticka dessa
smé sdsongsvariationer.

Det ér sedan tidigare ként att ponnyraser ar predisponerade for EMS och insulinresistens i storre
utstrdckning &n varmblodiga héstar (Johnson 2002). I denna studie hade 33 % av ponnyerna nedsatt
insulinkédnslighet. Givetvis &r det av intresse att undersoka vilka skillnader som finns i
insulinkénslighet hos olika raser, inte minst for att vidare undersoka den genetiska faktorn som hittills
kunnat definieras som en eller flera dominanta gener med reducerad penetrans (Trieber et al. 2006).
Troligen ar skillnaden i normalvariation av insulinkénslighet mellan raser storre, jamfort med en
eventuell sdsongsvariation, och ddrmed dven av storre intresse att vidare undersdka. Ponnyer drabbas
dock av betesrelaterad fang i storre utstrackning dn varmblodiga héstar. Detta indikerar att
insulinresistens predisponerar for fang, oavsett histras. Det vill sdga, en insulinresistent ponny har lika
stor risk att drabbas av fang som en insulinresistent hist, &ven om det finns en predisposition for
insulinresistens hos ponnyraser.

I denna studie har endast kliniskt friska héstar undersokts som inte varit predisponerade for EMS vad
géller BCS eller CNS. For att bedoma reproducerbarheten av OGT hos kliniskt sjuka individer kravs
att en studie gors pa sddana hastar. Nér studier pa diagnostiska tester gér fran att utfoéras pa en
normalvariation till sjuka individer tenderar CV-virdena att oka, vilket darfor ar ett rimligt antagande
att dven CV for OGT kommer gora.

Felkallor

Héstarna som anvindes i studien gick i vanliga fall pa 16sdrift och brukade séaledes inte std inne over
natten. Det fanns dédrmed en risk att installningen utgjorde en extra stressfaktor som skulle kunna
paverka resultatet, samt att en viss tillvinjning skulle kunnat ske mellan OGT 1 och OGT 2. Tre av
histarna i studien var unghingstar som ej var hanterade i storre utstrackning; dven detta skulle kunna
paverka resultatet da kanylildggning och 6vrig hantering kan ha orsakat viss stress. Sett till studiens
resultat verkar dock inte detta skett. Det gar ¢j att se till exempel signifikant 6kade
plasmaglukoskoncentrationer vid det forsta testet jimfort med vid det andra testet, nagot som
identifierats i en studie av Brojer ef al. (2013) dér det undersoktes huruvida stress inverkade vid
diagnostik av insulinresistens.

Provtagningen p4 islandshéstarna skedde i maj ménad innan betesslidpp. Aven om histarna gick i sin
vinterhage dir det ej fanns ndgon direkt tillging till grés s& skedde provtagningen precis vid



tidpunkten dé det borjade véxa gris. Detta kan ddrmed ha inneburit en viss édndring i foderstat mellan
OGT 1 och OGT 2 vilket potentiellt skulle kunna péaverka resultatet. Om detta har skett verkar det
endast vara en marginell, ¢j métbar, felkilla med tanke pa den goda reproducerbarhet som testet fick i
forsoken.

Analysen av plasmainsulinet skedde for fem héstar pé olika ELISA-plattor. Detta bor dock inte
paverkat resultatet nimnvart da plattorna upprétthaller en mycket jimn kvalitet enligt tidigare klinisk
erfarenhet samt enligt tillverkaren (Mercodia, Uppsala, Sverige).

KONKLUSION

OGT visar pa god reproducerbarhet bade avseende insulin- och glukosrespons niar samma kliniskt
friska héstar provtas vid tva upprepade tillfillen utan att yttre omsténdigheter dndras. Detta styrker
testets tillforlitlighet och gor det 1ampat att anvénda for att folja behandlingsresultatet hos hastar
drabbade av EMS. Vidare bor ytterligare studier med kliniskt insulinresistenta héstar utforas for att
utvirdera samt eventuellt justera testets gransvirden. Insulinresponsen dr viktig for om héisten
utvecklar fang eller inte. Problemet idag &r att det ¢j ar helt utrett vid vilken niva som fangrisken blir
betydande. Det dr dven intressant att undersoka insulinkurvornas form hos insulinresistenta histar; om
de till exempel ar forskjutna at hoger jamfort med friska héstar kanske provtagningen vid OGT bor ske
120 minuter efter sockergivan, trots att de friska och intermediért insulinresistenta héstarna nar sin
insulinpeak vid 60-90 minuter. For att 6ka sékerheten av OGT skulle det ocksé kunna bli aktuellt att
provta vid fler 4n ett tillfélle efter sockergivan.
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