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Zusammenfassung:

Mit Hilfe von H,-Atemtests lassen sich wicht(ge gastrointestinale Funktionen bzw. ihre Stérungen (Kohlenhydratmal-
absorption, intestinale Motilitit, bakterielle Uberbesiedlung des Diinndarmes) messen. Apparative und methodische
Aspekte der Wasserstoff- (H,)-Exhalationsmessung als Grundlage der H,-Atemtests werden dargestellt.

Die gaschromatographische H,-Analyse liefert prézise MeBergebnisse; die Repraduzierbarkeit der diskontinuier-
lichen H,-Exhalationsmessung  (..Single-breath”-Technik)  entspricht mit einem Variationskoeffizienten von
6.2+1.2% (SEM) etablierten klinisch-diagnostischen Analysen. Lagerung von H,-Exhalationsproben in Plastik-
Perfusorspritzen fiihrt zeit- und temperaturabhéngig zur Verminderung der H,-Konzentration in den Proben; der

ProzeB [58t sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben und ist daher kalkulierbar.

Schliisselworter :

H,-Atemtest — gaschromatographische H,-Analyse — Lagerung von H,-Exhalationsproben

Summary:

Apparative and methodological aspects of breath hydrogen (H,) analysis tests as a newly developed diagnostic
parameteér of gastrointestinal function (carbohydrate malabsorption, small intestinal motility, bacterial overgrowth
syndrome) are evaluated. H,-analysis by gaschromatography gives a precise measure of breath H, concentration. The
reproducibility of the H, breath test with sequential H, analysis (single breath technique) is characterized by a
coefficient of variation of 6.2+1.2% (SEM). and thus equals other routine laboratory techniques.

Storage of breath H, samples in plastic syringes reveals an exponential decline of H, concentration within the probes

which is both time- and temperature-dependent.

Keywords:
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H,-Exhalationstests beruhen auf der Tatsache, daR die
Darmflora bei der Metabolisierung von Kohlenhydraten nas-
zierenden Wasserstoff (H,) freisetzt. Das Gas wird rasch
resorbiert und in die Alveolarluft abgegeben (2). Da im
Intermediirstoffwechsel des Menschen kein H, (als Gas)
gebildet werden kann und H, in atmospharischer Luft nur als
Spurengas (0,00005%) existiert (1 6), weist ein Anstieg der

H,-Exhalation die intestinale H,-Produktion als Folge bakte-
rieller Vergarung eines Substrates nach.

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dafl H,-Exhala-
tionstests eine wesentliche Bereicherung und Vereinfachung der
gastroenterologischen Diagnostik bei der Erfassung einer Kohlen-
hydratmalabsorption (4, 11,12, 13), der Bestimmung der Mund-
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Tab. 1

H,-Atemtests in der klinischen Diagnostik
Nachwais einer Kohlenhydraimalabsorption
-- Laktoseintoleranz
- Saccharosa-isomaltose-intoleranz
- Glukose-Galaktose-Malabsorption
~ Fruktosemalabsorption

Bestimmung der intestinalen Transitzeit
(Mund-Zokum-Transitzeit)
-~ Substrat: Laktulose

Hinweis auf bakterielle Uberbesiediung des Diinndarmes
~ Substrat: Glukose, Laktulose

H,-Exhalationsanalyse in der klinischen Forschung
Messung der intestinalen Gasproduktion
Beeinflussung der Kolonflora durch Antibiotika

gékum-Transitzeit (1. 4) und dem Nachweis einer bakteriellen
Uberbesiedlung des Diinndarmes (10, 14) darstellen (Tabelle 1).

Die vorliegende Untersuchung will daher, basierend auf den
seit 1978 an der Medizinischen Universitatsklinik Gottingen
mit der Methode gesammelten Erfahrungen, apparative und
methodische Aspekte von H,-Exhalationstests vermitteln.

Methodik

Gerate

Das prazisere der beiden von uns verwendeten Gerite ist ein
Pye-Unicam-series-204-Gaschromatograph mit Warmeleit-
fahigkeitsdetektor (Saulentemperatur 66°C, 10-FuB-Glas-
sdule, gefillt mit 5A Molekularsieb (Serva, Heidelberg),
PartikelgroRe 200—250pum); als Tragergas wird Argon ver-
wendet (FluRrate 26 ml/min).

Das Gerat der Firma Quintron (model S) ist werksseitig fiir H,-
Analysen adaptiert. Die Saulentemperatur ist vorgegeben, die
TrégergasfluBgeschwindigkeit (Argon) betragt 18 mi/min.

Durchfiihrung von H,-Exhalationsanalysen

Die H,-Exhalationstests wurden mit der von Metz (9) be-
schriebenen Technik mit diskontinuierlicher (,,single breath™)
Exhalation durch ein modifiziertes Haldane-Priestley-Rohr
und Entnahme endexspiratorischer (alveoldrer) Luftproben
mittels einer handelsiiblichen Perfusorspritze (Braun®, Plasti-
pak®) durchgefiihrt (Abb.1). Die Methode wurde anderen
Techniken fiir klinisch-diagnostische Fragesteliungen auf
Grund ihrer Praktikabilitat bei geringem materiellem Aufwand
und hoher Empfindlichkeit (9) vorgezogen.

Reproduzierbarkeit von H,-Exhalationsmessungen ‘

In die fir die klinische Praxis relevante Reproduzierbarkeit det
mit der ,,Single-breath”’-Technik ermittelten H,-Konzen-
tration geht neben der MeRgenauigkeit auch der systemati-
sche Fehler der Probengewinning ein. Daher wurde im
Rahmen der klinischen Routine die Reproduzierbarkeit der
Methode Gber mehrere Monate anhand von 31 Doppelbe-
stimmungen der Nichtern-H,-Exhalation. beim Vorliegen
einer H,-Konzentration der Proben von >10ppm (parts per
million) dberprift.

Abb. 1: Probengewinnung bei der diskontinuierlichen H,-
Exhalationsmessung: Exhalation durch ein modifiziertes Hal-
dane-Priestley-Atemrobhr.

Am Ende der Exspiration wird durch eine am oralen Schlauch-
ende eingesetzte Plastik-Perfusorspritze ein Aliquot (minde-
stens 20 ml) der Alveolarluft asserviert. Die Probe kann direki
in den Gaschromatographen eingegeben werden

Lage/féhigkeit der Proben

Zur Frage der Aufbewahrungsfahigkeit/Versandmoglichkei
von Atemluftproben in Plastik-Perfusorspritzen (50 mi), wie
sie bei der ,Single-breath”-Technik Verwendung finden,
wurden 50-ppm-Standardproben (50ml) bei 4°, 25° und
40°C gelagert (Braun®-Perfusorspritzen) und die Abnahme
der H,-Konzentration Gber 3 Wochen gemessen (Pye-Uni-
cam-Gaschromatograph).  Vergleichend wurde  dariibe:
hinaus die Lagerfihigkeit in Braun®- bzw. Plastipak®-
Perfusorspritzen tber einen Zeitraum von 10 Tagen unte
Standardbedingungen (25° und 40°C) untersucht.

Ergebnisse
Apparative Daten/MeBtechnik

Mit dem Pye-Unicam- (series 204)-Gerat waren H,-Analysen
bis zu einer unteren MefRgrenze von 0,0001 % (1 ppm) még-
lich, das Quintron-(model S)-Gerat war bis zu einer unteren
Nachweisgrenze von 5ppm einsetzbar.

Eichkurven beider Gerate sind in Abb. 2 dargestelit. Repetitive
H,-Analysen (53-ppm-Standard) mit dem Pye-Unicam-Gas-
chromatographen ergaben einen Variationskoeffszienten von
<1% (n=20) fiir den Betrieb an einem Tag und einen
Variationskoeffizienten von 1,1% (n = 47) fiir den Betrieb
wihrend eines Jahres. Der Tages-Variationskoeffizient des
Quintron model S®betrug 3,3% (n = 12) fiir Analysen des 53-
ppm-Standards.
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Abb. 2: Eichkurven der gaschromatographischen H,-Analyse
mit dem Pye-Unicam-series-204- (0——©) und dem Quin-
tron-model-S-Gerat (O 0).

Angegeben sind die Mittelwerte einer wechselnden Zahl
(3—10) von Einzelmessungen. Die Berechnung der H,-
Konzentration erfolgte liber die .,Peak”-Héhe. Die verschie-
denen H,-Konzentrationen wurden unter Verwendung
gasdichter Hamilton®-Spritzen (100 pl, 1000 ul) hergestellt,
nachdem bei kommerziellen Prifgasen erhebliche Abwei-
chungen von der deklarierten Konzentration festgestellt wur-
den

Reproduzierbarkeit

Bei 31 Doppelbestimmungen mit der ,,Single-breath”-

Technik ergab sich ein Variationskoeffizient von 6,2+1,2% -

(SEM) als MaB der Reproduzierbarkeit der Methode insge-
samt (H,-Konzentration der Proben >10ppm).

Lagerfahigkeit

Die. Abnahme der H,-Konzentration in Perfusorspritzen
(Braun®, Melsungen) bei Aufbewahrung unter verschiedenen
Temperaturbedingungen ist in Abb.3 dargestelit (Sprit-
zenverschluB durch Pharmaseal®-Dreiwegehahn). Es wird deut-
lich, daB eine Aufbewahrung der Plastikspritzen uber
den Untersuchungstag hinaus in Abhéngigkeit von der
Umgebungstemperatur zu erheblicher Verminderung der
H,-Konzentration in den Proben fihrt. '

Die vergleichende Untersuchung der Aufbewahrungsfahig-
keit in Braun®- bzw. Plastikpak®-Perfusorspritzen (10 Tage)
zeigt bei logarithmischer Auftragung (Abb.4), daB die Ab-
nahme der H,-Konzentration der Proben einer Exponential-
funktion mit der aligemeinen Gleichung ¢ = cox e~ gerecht

in2 .
wird. Die , Abklingkonstante” A wurde aus 2 = T nach graphi-
1/2

scher Ermittlung von t,,, fiir die in Abb.4 dargesteliten Graphen
errechnet; sie betragt fiir beide Spritzentypen 0,05 Tage™' (26°C)
baw. 0,10 Tage™* (40°C).
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Abb. 3: Zeit- und Temperaturabhingigkeit der H,-Konzen-
tration bei Aufbewahrung in Braun®-Perfusorspritzen.
(Angegeben sind die Mittelwerte einer wechselnden Zahl von
Einzelmessungen, die Standardabweichung dieser Messun-
gen lag unter 5%, so dal8 auf eine graphische Darstellung aus
Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet wurde)
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Abb. 4: Exponentielle Charakteristik der Abnahme der H,-
Konzentration in Braun®- bzw. Plastipak®-Perfusorspritzen
(logarithmische Auftragung). Relative Standardabweichung
der Messungen < 4% (n=3-10)
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Die zunehmende Bedeutung H,-atemanalytischer Unter-
suchungen im Rahmen der gastroenterologischen Funktions-
diagnostik war Veranlassung, in der vorliegenden Arbeit
apparative und meftechnische Erfahrungen der H,-Exhala-
tionsanalyse sowie Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit
der Methode und Lagerfahigkeit von H,-Exhalationsproben
mitzuteilen.

Fur klinisch-diagnostische Fragestellungen (Tabelle1) eig-
nen sich bereits relativ preisglinstige Gerate , deren MeRge-
nauigkeit und Reproduzierbarkeit der des Quintron model S
entsprechen (13, 15). Die Empfindlichkeit und Prazision des
Pye-Unicam-series-204-Gaschromatographen entsprechen
dariber hinaus den Anforderungen an H,-Exhalations-
analysen im Rahmen der klinischen Forschung (5, 7). Beide
Gerate weisen in dem fir die in Tabelle1 aufgefiihrten
diagnostischen Belange relevanten H,-Konzentrations-
bereich (0—100ppm) ein lineares (Warmeleitfahigkeits-)
Detektor-Antwortverhalten (Abb.2) sowie groRe MeRge-
nauigkeit auf. Die mit der ,,Single-breath”-Technik gemesse-
ne endexspiratorische H,-Konzentration weist bei Analysen
mit dem empfindlicheren Pye-Unicam-Gerét nach Daten von
Metz und Mitarb. (9) einen Variationskoeffizienten (bei
Doppelbestimmungen) von 11,6% auf. Nach unseren Daten
liegt der Variationskoeffizient von Doppelbestimmungen mit
dieser Technik beim Vorliegen einer H,-Konzentration von
>10ppm (6,2+1,2% SEM) in einem mit duBerst empfindli-
chen radioimmunologischen Methoden vergleichbaren Be-
reich.

Unter den vorstehend genannten Bedingungen werden mit
dem Quintron-model-S- vier, mit dem Pye-Unicam-series-
204-Gerat acht Analysen/Std. durchgefiihrt. Als relativer
Nachteil beider MefRsysteme ist die Ortsgebundenheit durch
Abhangigkeit von einer addquaten Tragergasversorgung (Ar-
gon) und durch apparative Anschliisse (z.B. Schreiber) zu
nennen, die die Bemiihungen um eine einfache und mobile
Methode der Gewinnung und gegebenenfalls Aufbewahrung
von Exhalationsproben erklért. Die vorliegende Untersuchung
zeigt, daR eine Lagerung der Proben in Form von Perfusor-
spritzen, wie sie fiirdie ,,Single-breath”-Technik Verwendung
finden, liber den Untersuchungstag hinaus mit deutlichen H,-
Verlusten verbunden ist. Die durch eine Exponentialfunktion
charakterisierbare Abnahme der H,-Konzentration ist dariiber
hinaus abhéngig von der Lagerungstemperatur. Im Einzelfall
mag daher der bei einer Versendung von _Exhalationspro-
ben auftretende Fehler die Sensitivitat des H,-Exhalations-,
tests beeintrachtigen; die vorliegende Untersuchung zeigt
jedoch, daR eine Aufbewahrung der Proben unter konstanten
Temperaturbedingungen (Labor) eine Rekalkulation der zum
Zeitpunkt der Untersuchung bestehenden H,-Konzentration
der Probe ermdoglicht. Aufwendigere Verfahren, wie die Pro-
bensammlung in speziellen, multilaminaren Plastikbeuteln (3,
15) oder Aluminiumdosen (6), lassen eine langere Lagerung
zu, sind aber fiir den klinisch-diagnostischen Bereich nichte
praktikabel.
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