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Summary

Indications and ongoing research on
breath test are rewiewed. H,- and 13C-
breath test are both increasingly used in
paediatric gastroenterology. In current cli-
nical practice the main indication for H, -BT
is lactose intolerance, while 13C-BT is cur-
rently used only for diagnosis of Helicobac-
ter pylori infection. Available evidence on
new indications (small bowel bacterial
overgrowth and research in clinical nutri-
tion) are also presented and discussed.
Breth test technology is relatively simple,
non-invasive, safe and accurate. Therefore
their use schould be encouraged.
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1 utilizzo dell’aria espirata a scopo
diagnostico & noto per branche me-
diche come la broncopneumologia e la
tossicologia, mentre meno noti sono gli
utilizzi che il gastroenterologo fa di que-
sto fluido biologico. | breath test, analisi
del respiro, sono infatti diventati parte
integrante ed importante degli studi ga-
strointestinali e nutrizionali, soprattutto
dopo la recente introduzione dei breath
test con carbonio 13 (13C-BT).
| breath test con idrogeno (H,-BT)
sono utilizzati da oltre vent’anni® per
diagnosticare il malassorbimento di car-
boidrati, la contaminazione batterica
dell’intestino tenue e per la misurazione
del transito intestinale. Il principio su
cui si basano &€ molto semplice (Figura
1), le cellule di mammifero non posso-
no produrre H,, solo la fermentazione
batterica lo puo fare e solitamente il
substrato é rappresentato dai carboidra-

ti indigeriti presenti nel grosso intesti-
no. L'H, prodotto nel lume colonico vie-
ne eliminato con il flato e una quota co-
stante, circa il 20%, viene assorbita e vei-
colata ai polmoni attraverso il circolo
ematico. La quantita di H, presente nel-
I'espirio puod essere misurata con sem-
plici apparecchiature elettrochimiche o
gas-cromatografiche, e segnalare I'avve-
nuta fermentazione nel tratto gastroin-
testinale.

Il best seller e prototipo di H, -BT ¢ il
BT con lattosio. L'indicazione principale
al test € la sospetta intolleranza al latto-
sio. Il test risultera positivo quando po-
tremo osservare una variazione nella
concentrazione di idrogeno, espressa in
parti per milione (ppm), di 10 rispetto
alla linea di base (Figura 2), mentre
sara negativo se comparira una flutta-
zione intorno ai bassi valori basali. 1l lat-
tosio H, -BT puo essere impiegato nell’i-
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Figura 1. H, puo essere prodotto dalla fermentazione di carboidrati non assorbiti (es. lattosio)
0 non assorbibili (es. lattulosio), nel colon o in tratti prossimali in presenza di contaminazione

batterica dell’intestino tenue.
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Curve tipiche di Hy breath test
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Rappresentazione di curve tipiche di H, breath test: il grafico schematicamente mostra la
concentrazione di H, (ppm - parti per milione) durante I’esecuzione del test.

a) Risultato negativo tipico di un soggetto sano: la concentrazione di H, resta bassa e
oscilla intorno alla linea di base, non supera mai le 10 ppm.

b) Risultato positivo in paziente con maldigestione lattosio dopo ingestione dello zucchero
al tempo zero. La concentrazione basale, solitamente vicina a zero, si innalza sopra il
valore di 10 ppm entro quattro ore dall’inizio del test.

c) Risultato positivo per colonizzazione alta del tenue. | valori di concentrazione basale
sono alti e, dopo ingestione di glucosio, si innalzano rapidamente a livelli molto piu alti di
quelli osservati nella curva b.

Figura 2

H,-BREATH TEST CON GLUCOSIO PER LA CONTAMINAZIONE
BATTERICA DELL’INTESTINO TENUE

O bambini con dolori addominali o diarrea (eta: 2 mesi - 12 anni)
O carico orale di glucosio: 1g/kg peso corporeo

O campioni di espirato raccolti a 20, 40, 60, 90 minuti

O test positivo se H, supera di 10 ppm il valore basale

H,BT+ dopo H,BT - Controlli SBBO
O terapia
antibiotica
Picco H, 104+92 21+18 12+7 10+5 96+48
(ppm)
ZH, 41+30 246 0+6 1+3 37+25
(ppm)

Il lavoro pubblicato recentemente da de Boissieu® mostra come sia possibile diagnosticare
una contaminazione batterica dell’intestino tenue in 90 minuti. | vantaggi nell’uso del
glucosio, rispetto al lattulosio, sono infatti la necessita di campionamento limitato e la
possibilita di evitare eventuali falsi positivi legati all’accelerato transito.

La tabella adattata dal lavoro originale illustra i principali risultati. | soggetti con H,BT+
presentano valori di picco e di innalzamento della concentrazione di H, simili a quelli di
pazienti con contaminazione intestinale (SBBO) accertata con colture da sondaggio
duodenale. | soggetti positivi al test sono stati trattati poi con terapia antibiotica (colistina e
metronidazolo) ottenendo la negativizzazione del test e valori vicini a quelli dei controlli
sani.

Adattato da: de Boissieu et al: J Pediatr 1996; 128:230-7

Tabella |
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ter diagnostico dei dolori addominali ri-
correnti 0 in presenza di diarrea croni-
ca, qualora si sospetti una intolleranza
al lattosio. Nei soggetti positivi sara
quindi possibile passare da una sospetta
intolleranza ad una diagnosi di maldige-
stione di lattosio®. Un'altra applicazione
dell'H,-BT & la misurazione del tempo
di transito intestinale col lattulosio. Il
lattulosio, un disaccaride non assorbibi-
le, produrra infatti H, solo al suo ingres-
so nel colon: il segnale rilevato rappre-
senta quindi il tempo impiegato a transi-
tare dalla bocca al cieco. Gli stessi pro-
cessi possono avvenire precocemente
nel piccolo intestino quando esistano
condizioni di colonizzazione batterica: il
picco di H, sara tanto piu anticipato
quanto piu prossimale ¢ l'infezione bat-
terica. Questo test viene generalmente
impiegato per studi clinici di fisiopatolo-
gia gastrointestinale.

Recentemente un lavoro realizzato
utilizzando glucosio come substrato fer-
mentescibile ha suscitato interesse per
la diagnosi di contaminazione batterica
dellintestino tenue®. Il vantaggio della
metodica impiegata da questi autori
consiste nella minor durata del test: 90
minuti per il glucosio, contro un cam-
pionamento protratto per quattro ore
nel caso del lattulosio. | dati presentati
hanno evidenziato un’alta prevalenza
della colonizzazione batterica dell'inte-
stino tenue, soprattutto nei bambini al
di sotto dei due anni, con dolore addo-
minale e/o diarrea cronica. | breath test
si sono negativizzati in questi bambini
con terapia antibiotica (Tabella I).

| vantaggi dell’'H,-BT sono la non-in-
vasivita, il basso costo e la semplicita di
esecuzione. La sensibilita di questa pro-
cedura diagnostica € tuttavia spesso ri-
dotta da una quota variabile di flora bat-
terica non produttrice di H,. Per ovviare
a questo inconveniente si puo determi-
nare il contenuto di metano, secondo
gas prodotto dalla fermentazione batte-
rica, nell’espirio dei soggetti con flora
non produttrice di H,. Inoltre non sem-
pre i risultati sono facilmente interpreta-
bili, spesso nei bambini molto piccoli,
per I'influenza di fattori extraintestinali,
come l'iperventilazione.

| 13C-BT sono una metodica nata ne-
gli ultimi anni, sulla scorta dell’espe-
rienza fatta in ricerca con gli isotopi sta-
bili. Cosa sono gli isotopi stabili? Tutti
gli elementi esistono in forma isotopica,
presentando un numero costante di pro-
toni, ma un numero variabile di neutro-
ni, quindi possono essere letteralmente
“pesati” con uno spettrometro. Il carbo-
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3C UREA BREATH TEST

Helicobacter pylori +
ureasi

“C urea + H,O ¥—4 NH; + *CO,

| pazienti infettati da H. pylori presentano
abbondanti quantitd di ureasi all’interno
della cavitd gastrica. Nell’esecuzione del
3C urea breath test viene sfruttata la rea-
zione di idrolisi sull’urea marcata con *C
somministrata per via orale. Nei soggetti
H. pylori-positivi si assiste alla formazione
di ione ammonio e anidride carbonica.
Quest’ultima diffonde rapidamente nel
circolo ematico, e quindi nei polmoni. Un
arricchimento in *CO, nel respiro, a 30
minuti dalla ingestione di urea, indica
pertanto infezione in atto.

Figura 3

ANALISI DEL **C BREATH TEST
CON SPETTROMETRO DI MASSA
PER LA MISURAZIONE
DEL RAPPORTO ISOTOPICO

O Il rapporto 45/44 (*CO,/**CO,) viene
espresso in §%o

46 *0=2C="0

45 15Q=13C=%0Q

44 15Q=22C=%0

BCO,

nio esiste in natura al 99% come carbo-
nio 12 e solo all’1% come carbonio 13,
I'isotopo stabile, al contrario del carbo-
nio 14 che e radioattivo e presente in
natura a concentrazioni minimali.

Dopo aver identificato la funzione fi-
siologica o patologica da indagare, si
prepara un opportuno substrato marca-
to con 13C da impiegare nella reazione
biochimica interessata.

Durante I'esecuzione di un 13C-BT si
segue attivamente il destino del substra-
to marcato, durante le fasi a cui sono
sottoposti tutti i nutrienti ingeriti, come
digestione, assorbimento e metaboli-
smo. L’assimilazione del substrato ter-
minera con l'ossidazione fino ai prodotti
terminali del metabolismo, tra cui la
CO,, che essendo marcata con 13C & mi-
surabile nell’aria espirata.

E utile illustrare il principio della me-
todica con il prototipo dei 3C-BT, 'urea
breath test per la diagnosi di infezione
di Helicobacter pylori. H. pylori €& il prin-
cipale agente eziologico della patologia
ulcerosa e dispeptica della prima parte
del tratto gastrointestinale. La reazione
sfruttata in questo caso ¢ l'idrolisi dell'u-
rea da parte dell’H. pylori nella cavita
gastrica di soggetti infettati, che dara

luogo a ione ammonio e anidride carbo-
nica; quest'ultima viene assorbita nello
stomaco e rapidamente diffonde tramite
il circolo ematico al polmone per essere
eliminata con il respiro (Figura 3). Il
substrato utilizzato consiste in 100 mg
di urea marcata con 13C al 99% di 13C,
verso una naturale presenza dell’1%. A
questo punto siamo in grado di poter
seguire il marcatore (13C) che compa-
rira nell’anidride carbonica prelevata
nel respiro dopo 30 minuti dalla som-
minstrazione di urea marcata con 13C.

| campioni d’aria vengono raccolti
prima della somministrazione del sub-
strato e poi a determinati intervalli,
chiedendo al paziente di soffiare con
una cannuccia in una provetta da 10 ml,
oppure utilizzando, per i pazienti piu
piccoli, un semplice sistema collegato
ad una mascherina.

I campioni possono essere conserva-
ti a lungo e spediti a distanza per I'anali-
si, essendo materiale biologicamente
inerte.

L'analisi si esegue con “spettrometri
di massa per la determinazione del rap-
porto isotopico”, che riescono a discri-
minare la CO2 contenente 12C, con peso
44, dalla CO2 contenente 13C, con peso

APPLICAZIONI DIAGNOSTICHE ATTUALMENTE DISPONIBILI

Substrato Indicazione
H,-breath test
lattosio intolleranza al lattosio
glucosio sindrome da contaminazione dell’intestino tenue
*C-breath test
urea infezione da Helicobacter pylori
Tabella Il

Rappresentazione schematica del funzio-
namento di uno spettrometro di massa
per la misurazione del rapporto isotopico.
Il campione di aria respirata viene inietta-
to nello strumento dove un piccolo gas-
cromatografo seleziona I'anidride carbo-
nica presente. Gli ioni **CO, vengono
quindi focalizzati e accelerati da una fon-
te elettrica all’interno di un campo ma-
gnetico. La deflessione del fascio di ioni
sara proporzionale alla massa, essendo
gli ioni piu leggeri deviati maggiormente
di quelli piu pesanti. Un sistema rilevatore
permette di quantificare con precisione il
rapporto tra la massa 45 e la massa 44
(**C/**C), che costituisce I'arricchimento in
*C del campione in esame. L'unita di mi-
sura piu utilizzata ¢ il 8%eo.

PRINCIPALI TEST UTILIZZATI PER LA RICERCA CLINICA
IN GASTROENTEROLOGIA E NUTRIZIONE

Funzione indagata

Enzima testato

Substrato marcato con *°C

Svuotamento gastrico

Funzionalita epatica cP450

Digestione lipidi lipasi
esterasi

Digestione carboidrati amilasi
lattasi
saccarasi

acido ottanoico

aminopirina
fenilalanina

triottanoina (MCT)
trioleina (LCT)
trigliceride misto
colesteril-ottanoato

amido
lattosio
saccarosio

Figura 4
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45 (Figura 4). Il rapporto tra questi due
pesi fornira I'arricchimento nell’aria
espirata (espresso in d%) e permettera
di diagnosticare infezione da H. pylori
quando la differenza tra il valore a0 e
30 minuti sara superiore a 5. L'urea
breath test cosi eseguito presenta sensi-
bilita e specificita dell'ordine del 98-99%
e rappresenta il miglior mezzo diagno-
stico per l'infezione, pur non fornendo
dati sul tipo di lesione causata dall'H.
pylori.

Le metodiche attualmente disponibili
per una pratica clinica quotidiana sono
illustrate nella Tabella I1.

La Tabella Il riporta altre principali
indicazioni di 13C-BT per la gastroente-
rologia, I'epatologia e la nutrizione clini-
ca, descritte in letteratura per adulti e
bambini. Con queste metodiche € possi-
bile studiare la motilita gastrica e inte-
stinale, ed esplorare la funzionalita epa-
tica nei vari domini dell’epatocita. In tut-
ti questi test il principio applicato € si-
mile all’'urea breath test, I'unica ma im-
portante differenza consiste nella mag-
giore complicazione.

I lavori di nutrizione clinica pubblica-

ti si sono focalizzati soprattutto sullo
studio della funzionalita pancreatica, in
particolare sulla lipolisi utilizzando sva-
riate molecole di trigliceridi, a lunga e a
media catena, per monitorizzare e svela-
re maldigestione.

Grande interesse, tuttavia limitato
dagli altissimi costi del substrato, esiste
per il 3C-BT per il lattosio.

L'utilizzo di 13C permetterebbe infatti
I'impiego di concentrazioni di lattosio
piu basse di quelle impiegate per I'H,
BT, e piu vicine alla quantita normal-
mente consumata dai bambini.

In conclusione, si puo affermare che
il gastroenterologo pediatra ha oggi a
disposizione una batteria di breath test
(H, e 13C) che pud essere utilizzata in
malattie e condizioni cliniche ad alta
prevalenza nei bambini, come I'intolle-
ranza al lattosio e la patologia gastro-
duodenale da H. pylori.

| BT sono semplici da eseguire, non
invasivi, possono essere ripetuti piu vol-
te poiché non contengono radiazioni, e
infine consentono un’accurata capacita
diagnostica, superiore spesso a mano-
vre invasive.
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