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UvoD

Dihalni testi se v medicini uporabljajo za preiskovanje hlap-
nih organskih in anorganskih spojin v izdihanem zraku za
oceno encimske oziroma metabolne funkcije, dolocitev
diagnoze bolezni, spremljanje napredovanja bolezni in
ucinkovitosti terapije (1). Prvotno so testi temeljili na mer-
jenju radioaktivnega ogljikovega izotopa 14, ki ima razpo-
lovno dobo 5730 let in je bil strogo prepovedan za uporabo
pri nosecnicah in otrocih. Danes pa se uporablja neradioa-
ktivni ogljikov izotop 13 (*°C), ki je povsem neskodljiv, sta-
bilen in je primeren za uporabo tudi pri otrocih, nose¢nicah
in doje¢ih materah (2).
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POVZETEK

Dihalni test z uporabo stabilnega ogljikovega izo-
topa 13 ('°C) je neinvazivno diagnosti¢éno orodie, ki
se uporablja v znanstvenih in klini¢nih preiskavah
Stevilnih fizioloskih in patofizioloSkih procesov. Te-
melji na merjenju obogatitve ogljika v izdihanem
zraku ogljikovega dioksida po zauzitju testnega
obroka, ki vsebuje oznacen 1°C v specificni funkcio-
nalni skupini molekule. '3C se v izdihanem zraku
lahko meri z masnim spektrometrom za analitiko
stabilnih izotopov in z nedisperzivno infrardeco
spektrometrijo.

V Clanku sta predstavljena matematiéna modela, ki
napovedujeta dinamiko razgradnje oznaCenega
substrata in s pomocdjo katerih se nato izracuna po-
lovicni Gas izlocanja ®CO, in ¢as maksimalnega iz-
lo¢anja ogljikovega izotopa 13 ter Kkoeficient
praznjenja zelodca.

Pomanikljivost dihalnih testov je predvsem v stan-
dardizaciji obrokov in izotopov med posameznimi la-
boratoriji, zato so rezultati preiskav razli¢ni in njihova
interpretacija je odvisna od posamezne ustanove, ki
preiskavo izvaja. Z naraS¢anjem vrednosti v Klini¢ni
uporabi, s standardizacijo metod, razvijanjem novih
senzorjev in detekcijskih sistemov bodo v naslednjih
letin dobili dihalni testi Se SirSo uporabnost.

ABSTRACT

Breath test using a stable isotope of carbon 13 (*°C)
is a noninvasive diagnostic tool for applications in
scientific and clinical research in many physiological
and pathophysiological processes. The test is
based on measuring the enrichment of carbon in
carbon dioxide in exhaled air after ingestion of a test
meal, which contains a labeled '°C in one or more
specific functional groups of the molecule. '3C in
exhaled air can be measured with the Isotope ratio
mass spectrometry and Non-dispersive infrared
spectrometry.

This paper presents two mathematical models that
predict the degradation dynamics of the labeled
substrate and from which is then calculated '*CO,,
half excterion time, the time of the maximal "*CO,
excretion rate and the gastric emptying coefficient.

The problem with breath tests is that different labo-
ratories use different dosages and types of '°C sub-
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strates as well as different isotopes. Therefore, re-
search results vary between laboratories and their
interpretation depends on institution that conducted
the investigation. With the increasing value in clinical
use, standardization of the methods and by deve-
loping new sensor and detection systems in the co-
ming years, a breath test will become even widely
applicable.

Princip dihalnih testov temelji na zauzitju tekoCega ali
trdnega testnega obroka v katerega je vmeSana snov, ki je
oznacena z ogljiikovim izotopom 13. Sestavine testnega
obroka spodbudijo izloCanje zelenega preiskovanega en-
cima, upocasnijo praznjenje zelodca in podaljSajo kontaktni
Cas oznacene snovi z encimom. V Crevesju se snov ozna-
¢ena s '3C razgradi v odvisnosti od koli¢ine aktivnega en-
cima do razliénih presnovkov in 3C oznacenega ogljikovega
dioksida ("*CO,) (slika 1). Spros¢en ogljikov dioksid se ne iz-
loCi direktno iz organizma z izdihanim zrakom, temveC naj-
prej difundira v krvne Zile iz preiskovanega organa in se
prenese kot bikarbonat (H'?CO,/H'*CO,) v pliuca, kjer se
sprosti le 40-70% celotnega *CO, v izdihanem zraku (3, 4).
Preostali '°C se vgradi v metabolne produkte (npr. ketonska
telesca, aminokisline), zadrzi v bikarbonatnih bazenih
(pools), nekaj pa se ga ireverzibilno izgubi preko nerespira-
tornih poti (< 5% z blatom, ~1% transkutano, 1-3% z uri-
nom) (5). Povedano razmerie med '°CO, in CO, v
izdihanem zraku kaze na: (1) prisotnost encimske aktivnosti,
(2) in koliCino prisotnega aktivnega encima v telesu ter (3)
lahko odraza stopnjo fizioloSkega procesa ali pa kaze na pri-
sotnost tujka (npr. bakterije, encima...) (6).

Izdihan zrak pri odraslem cloveku povprecno vsebuje 2-
4% CO, z izotopskim razmerjem '2C proti '3C 99:1, vendar
se dejanska koncentracija CO, poveCuje glede na magni-
tudo izdihanega zraka (1, 8). Izotop '°C vsebujgjo vsa zivila
v razli¢nih koncentracijah, zato je dejanska koli¢ina °C v
izdihanem zraku odvisna od vrste in koliCine zauzite hrane.

Testni obrok z
‘]A oznaceno snovjo

Slika 1: Princip "3C dihalnega testa. Test temelji na merjenju
obogatitve ogljika v ogliikovem dioksidu v izdihanem zraku po
zauZitiu testnega obroka, ki vsebuje snov oznaceno s °C v eni ali
vec funkcionalnih skupin v molekuli (7).

Figure 1: Principle of the "°C-labelled breath test. The test is based
on measuring the enrichment of carbon in carbon dioxide in exhaled
air after ingestion of a test meal, which contains a labeled '3C in one
or more specific functional groups of the molecule (7).

Povprecni dnevni vnos 1°C znaga med 2 in 3 grame, kar je
veliko vec€, kot ga pacient zauzije pri preiskavi, saj ta od-
merek znaSa okrog 200 mg in je zato je le malo verjetno,
da bi povzrocil kakrsnekoli nezelene udinke pri preisko-
vancu (2). Koli¢ina *CO,, ki se sprosti iz oznacene testne
snovi predstavlja le majhen delez naravno prisotnega
8CO,, ki se ga lahko izmeri z masnim spektrometrom za
analitiko stabilnih izotopov (IRMS - Isotope Ratio Mass
Spectrometry) ali z nedisperzivno infrardeco spektrometrijo
(NDIRS — Nondispersive infrared spectrometry). Slednja
ima manjSo analiticno natanénost kot masni spektrometer,
vendar je cenejSa in enostavnejSa za uporabo (8, 12).

Dihalni testi z uporabo stabilnega izotopa "*C so preprosta,
varna in neinvazivna metoda, ki se uporabljajo pri znan-
stvenih in klini¢nih preiskavah Stevilnih fizioloskih in patofi-
zioloSkih procesov (3, 9). Dihalne teste se lahko uporabi za
diagnostiko Stevilnih bolezni (preglednica 1), vendar le

Preglednica 1: Aplikaciie '3C dihalnih testov v raziskavah in diagnostiki (10, 12).

13C oznacen substrat | Aplikacije

Monosaharidi

Absorbcija, mikrosomalna biotransformacija

Oligo in polisaharidi

Hidroliza oligo in polisaharidov, funkcija pankreasa, cisti¢na fibroza

Amino kisline

Razgradnja aminokislin, ocena hitrosti praznjenja zelodca, delovanje jeter

Proteini Razgradnja in resorpcija proteinov
Karboksilne kisline Ocena hitrosti praznjenja zelodca, miokardne metabolne preiskave, hepati¢na steatoza
Lipidi Presnova masc¢ob, malabsorpcija mascob

Ogliikova kislina Okuzba s Helicobacter pylori
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redko pridejo v rutinsko klinicno uporabo predvsem zaradi
doseganja slabSe obcutljivosti in specifiCnosti (8, 10).
Izmed vseh dihalnih testov, ki so na trziS¢u je Ameriski urad
za zdravila (angl. FDA-Food and Drug Administration) do
danes odobril za klinicno uporabo le dihalni test s '3C
oznaceno secnino za diagnostiko okuzbe s Helicobacter
pylori v prebavnem traktu (11).

Dihalni testi so lahko kvalitativni ali kvantitativni. Kvalitativni
pokazejo ali je pri bolniku prisotna bolezen, medtem ko
kvantitativni test poda informacijo o njeni resnosti (1). Med
seboj se razlikujejo tudi glede na Cas izvedbe, Stevilo odv-
zetih vzorcev izdihanega zraka, ¢as ki poteCe med vzetimi
zaporednimi vzorci in metodo merjenja izotopske sestave
(13).

POSTOPEK IZVEDBE
DIHALNIH TESTOV

Pred izvedbo dihalnega testa mora biti preiskovanec tes¢
12 ur, najbolje preko noci, med samim testom mora miro-
vati in ne sme kaditi, s Cimer se izognemo hiperventilaciji,
ki bi lahko vodila do napacne interpretacije rezultatov testa.
Pije lahko le negazirano vodo, saj bi lahko raztoplien CO,
vodil do sprememb v koliCini izdihanega ogljikovega diok-
sida in s tem do napacnih rezultatov testa. Najmanj teden
dni pred izvedbo testa mora preiskovanec prenehati z je-
manjem zdravil, ki bi lahko imela vpliv na rezultate testa.
Ce bi bilo potrebno test iz kakrénih razlogov ponoviti, ga
lahko izvedemo Sele naslednji dan. Vsa navedena navodila
je potrebno natan¢no upostevati, saj lahko vsaka nedo-
slednost pri izvedbi testa vodi do lazno pozitivnih ali lazno
negativnih rezultatov (2).

Prvi vzorec izdihanega zraka se odvzame pred zauzitim
testnim obrokom (€as O min) in je namenjen doloditvi os-

novne bazalne linije, ki predstavlja naravno prisoten '*CO,
v izdihanem zraku. Pri odvzemu vzorca preiskovanec po-
Casi in enakomerno pihne skozi slamico v epruveto toliko
zraka, da se le-ta orosi in jo takoj zamasi (slika 2A). Pre-
iskovanec nato zauzije standardizirani tekoci ali trdni testni
obrok odvisno od zelene preiskave (slika 2B). Nato poteka
nadaljni odvzem vzorcev po enakem postopku, najveckrat
v 8asovnem razmaku 15 oz. 30 min (slika 2C). Stevilo vzor-
cev izdihanega zraka je odvisno od posamezne preiskave
(12).

IZRACUN REZULTATOV
DIHALNIH TESTOV

Rezultati C dihalnin testov so ponavadi podani kot od-
stotek izloGenega *C v izdihanem zraku glede na ¢as (%
3C/n) in kot odstotek kumulativne koli¢ine izlocenega '3C
v merjenem ¢asu (% izdihanega °C) (13, 14, 15). Izradun
omenjenih parametrov si bomo natancneje pogledali v na-
daljevanju.

Meritve absolutnih vrednosti in izraCunana absolutna raz-
merja so, zaradi Stevilnih moznih napak pri merjenju, po-
gosto nenatancni (+ 0,5%). Le z relativnimi meritvami proti
standardu se lahko doseze zahtevano natancnost okrog +
0,1%. Take meritve omogocajo IRMS in NIDRS, ki imajo
vgrajen dvojni uvajalni sistem, s katerim se izmenoma meri
vzorec in standard (16). Rezultat meritev je relativna vred-
nost izotopske sestave izrazena z vrednostjo delta (5), ki
predstavlja relativno razliko (presezek) izotopske sestave
preiskovanega vzorca glede na izbrani standard in je izra-
zena v promilih %o (enacba 1). Delta vrednost (6) vsakega
standarda je definirana z vrednostjo 0%e.. Pozitivne vred-
nosti & pomenijo visje izotopsko razmerje R v vzorcu v pri-
merjavi s standardom, negativne vrednosti pa nizje
izotopsko razmerje v primerjavi s standardom.
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Vzorec izdihanega Zauzijemo
zraka pred obrokom obrok

Slika 2: Postopek izvedbe "°C dihalnih testov
Figure 2: Procedure of the '°C breath test
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Vzorec izdihanega zraka se zbira na
15. 0z. 30 min odvisno od vrste testa
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R_-R
81C,, = = 1000 [ (1)

st

V enacbi 1 vrednost R, predstavlja razmerje med izoto-
poma "*C in '2C v preiskovanem vzorcu, R, pa razmerje
med izotopoma °C in °C v izbranem standardu (12, 17,
18).

Standardi so to¢no doloene homogenizirane naravne
spojine. Izbrani so tako, da so izotopska razmerja ¢im bolj
podobna povprecni razsirjenosti dolocenega izotopa v na-
ravi (20). Mednarodne standarde dolo¢ata Mednarodna
agencija za jedrsko energijo na Dunaju (IAEA - International
Atomic Energy Agency) in Nacionalni inStitut za standarde
in tehnologijo iz ZDA (NIST - National Institute of Standards
and Technology). Za ogljik je bil privzet karbonatni standard
fosila Belemnitelle americana iz kredne formacije PeeDee
v Juzni Karolini (PDB - Pee Dee Belemnite) z vrednostjo R,
ki znasa 0,0112372 PDB (12, 19, 20). Zaradi premajhne
koli¢ine PDB v naravi so izdelali umetni karbonat z enako
izotopsko sestavo in ga poimenovali Vienna PeeDee Be-
lemnite (VPDB), zato se vsi rezultati podajajo glede na to
vrednost (18). Izotopsko razmerje se ob prisotnosti aktiv-
nega encima po zauzitju testnega obroka znatno poveca,
pri zmanjSani aktivnosti encima je povecanje manjSe in v
primeru neaktivnega oz. odsotnega encima ostane raz-
merje nespremenjeno v primerjavi z izmerjenim razmerjem
pred zauzitiem testnega obroka. Delez '3C v izdihanem
zraku se za vsak vzorCen ¢as izratuna po naslednji enacbi:

8" cC
Tyl
= 1000 _ -100
’ 1 0°C,
+ ~+1
0,0112372 1000

%" C

V enacbi 2 §'°C, predstavlja relativno razliko izotopske se-
stave preiskovanega vzorca glede na izbrani standard (iz-
racuna po enacbi 1) in 0,0113272 predstavlja razmerje
18C/12C v karbonatnem standardu za ogljik v fosilu Belem-
nitelle americana iz kredne formacije PeeDee (12, 17).

Pri izraGunu deleza '3C v izdihanem zraku je potrebno upo-
Stevati tudi meritev bazalne linije pred zauZitiem testenega
obroka, ki odstrani vplivendogeno prisotnega ®CO,,. Delez
izotopa v izdihanem zraku z upostevanjem meritve bazalne
linije se izraCuna po enacbi 3.

%°C, =%"C, -%"C, ©
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V enacbi 3 % '3C, predstavija delez izotopa v izdihanem
zraku ob Gasu t;in % '°C, delez izotopa v izdihanem zraku
ob meritvi bazalne linije (t,) pred zauZitim testnim obrokom
(12, 15, 17).

Hitrost razgradnje oznacenega substrata glede na zauzito
koli¢ino in Cas, se izracuna po naslednji enacbi:

%ISCt .
co,
%°C/h=——100 _ -100% @
% CS”[’ - % C’o sub
100 M,

V enadbi 4 %'°C, predstavlja deleZ izotopa '*C v izdihanem
zraku v ¢asu t po zauZitju testnega obroka, %'°C_, delez
izotopa 1°C v zauzitem substratu, ki je ponavadi 99 %,
% 13C,, pa delez izotopa '*C v izdihanem zraku ob meritvi
bazalne linije ob Casu t, pred zauzitim testnim obrokom,
Vco, volumen izdihanega ogljikovega dioksida izrazen v
mmol/h/m?, m_, maso zauZitega testnega substrata izra-
zeno v mg in M_ , molsko maso oznaCenega substrata iz-

razeno v g/mol (15, 17, 21).

Za izraCun hitrosti razgradnje oznaCenega substrata je po-
trebno poznati volumen izdihanega ogljikovega dioksida
(Vco,), saj se oksidiran *CO, iz zauZitega substrata ra-
zredCi z endogenim CO, iz metabolizma. Preiskovanci mo-
rajo med izvedbo testa mirovati, da ne pride do
povecanega izloCanja CO,, kar bi vodilo do zmanjSane
koncentracije 1°C v izdihanem zraku in tako tudi do napa-
¢ne interpretacije rezultatov (21).

Volumen izdihanega ogljikovega dioksida je pri odraslem
¢loveku v mirovanju, ocenjen s 5 mmol/min/povrSino telesa
(m?) in se ga izraduna po enadbi 5 (13, 17). Pri izradunu
volumna ogljikovega dioksida pa je potrebno upostevati
tudi telesno povrsino (BSA - Body Surface Area), ki se jo
izracuna iz podatkov o telesni tezi izrazeno v kilogramih in
telesni visini izraZzeno v centimetrih po enacbi 6 (13, 17).
Volumen izdihanega CO, se lahko izraCuna tudi iz bazal-
nega metabolizma (BMR-Basal Metabolic Rate) in iz fre-
kvence srénega utripa ali pa se ga doloci s pomocjo
indirektne kalorimetrije (21).

Veo = BSA(m*) - Smmol / min/ m* - 60 min/ h (5)

V enacbi 5 V, pomeni volumen izdihanega ogljikovega
dioksida in BSA telesno povrsino, ki se jo izraCuna po
enacbhi 6.
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BSA(m®) = | W 6)

V enacbi 6 parameter m predstavlja telesno maso izrazeno
v kilogramih in h telesno viSino izrazeno v centimetrih (13).

Kumulativna koli¢ina izlo¢enega '°C izraZzena v odstotkih
se izracuna po enacbi 7 in je definirana kot celotna kolicina
13C, ki se izloCi v izdihanem zraku v dolo¢enem ¢asu, glede
na koli¢ino vnesenega '°C s testnim obrokom.

Jurmulativai " C () [%]=
(7)

% Clh )+ %" Clh () (t,—1.)
> > 60

V enacbi 7 oznaka %'C/h (t) predstavija delez izotopa *C
v izdihanem zraku v ¢asu t in % '3C/h (t _,) delez izotopa
8C v izdihanem zraku v Casu t, po zauzitju testnega
obroka, ki se ju izraCuna po enacbi 4. t in t_, predstavija
¢as izrazen v urah pri katerem se izlodi delez izotopa °C v
izdihanem Casu (22).

[zloGen kumulativni '3C nikoli ne doseze 100%, ker se do-
loGen delez '3C zadrzi v telesu v obliki bikarbonata ali pa
se vkljuci v druge metabolne cikle kot je cikel trikarboksilnih
kislin (9).

KINETIKA PRESNOVE
TESTNEGA SUBSTRATA

Kinetika presnove substrata oz. stopnja praznjenja zelodca
je opisana s polovi¢nim Sasom izlo¢anja '°C (t, ,,), s Casom
maksimalnega izlo¢anja '*C (t_ ) in s koeficientom praz-
njenja zelodca (GEC) (14, 15). Omenjene parametre se
lahko izraCuna z uporabo dveh razli¢nih matematicnih mo-
delov, ki napovedujeta dinamiko razgradnje oznacenega
substrata in jin je prvi opisal Ghoos leta 1993 (13, 22). Koe-
ficient praznjenja zelodca in ¢as maksimalnega izloCanja
se izraduna iz krivulie, ki opisuje delez izdihanega °C v od-
visnosti od ¢asa in polovicni ¢as izloCanja pa iz krivulie, ki
opisuje kumulativno koli¢ino izlo¢enega °C z izdihanim
zrakom (5, 14).

Pri obeh modelih gre za simulacijo eksperimentalnih poda-
tkov z ustreznim matemati¢nim modelom. Eksperimen-

talne podatke opisemo z matemati¢no enacbo v obliki
Y =f(x), kjer je X neodvisna spremenljivka, Y odvisna spre-
menljivka in f funkcija, ki vkljuCuje enega ali ve€ parametrov
za opis podatkov.

Prvi matemati¢ni model izhaja iz x? porazdelitve (enacba 8)
in opiSe krivuljo izdihanega '*CO, v odvisnosti od ¢asa
(%15CO/N).

yt)=a-t"-e™ 8)

V enacbi 8 t predstavlja ¢as merjen v urah; a, b in ¢ pa so
parametri, ki se jih pridobi z nelinearno regresijsko analizo
(13, 14, 15).

Stopnjo praznjenja zelodca (GEC- angl. gastric emptying
coefficient) se izraCuna po enacbi 9. Vecja kot je stopnja
praznjenja zelodca, hitrejSe je praznjenje vsebine zelodca
(13, 14, 15).

GEC =1na ©

V enacbi 9 parameter a predstavlja konstanto, ki se jo iz-
racuna z nelinearno regresijsko analizo.

Polovi¢ni Cas izloCanja (t, ,) in Cas maksimalnega izlo¢anja
(t, ) "°C v izdihanem zraku se izracunata po enacbi 10 in
11 (15). Polovi¢ni ¢as izlo¢anja °C, je Cas izraZzen v minu-
tah, ko se presnovi polovica koli¢ine oznaCenega sub-
strata, kar je graficno prikazano na sliki 3 (14, 15).

Lo =T (05b+Ll/c) (10)

V enacbi 10 " predstavlja inverzno gama funkcijo ter b in
¢ konstanti, ki se ju izraCuna z nelinearno regresijsko ana-
lizo.

Cas maksimalnega izloanja 13C (t o) PONAzarja stanje pre-
toka v zelodcu in je graficno prikazan na sliki 3. Ko je izlo-
¢anje '*CO, maksimalno, zapusti Zelodec ve¢ kot 80%
zelod¢ne vsebine (14, 15).
foo _b [min] (11)
c

Drugi matemati¢ni model pa izhaja iz Siegelove funkcije, ki
posnema retenzijsko scintigrafsko krivuljo modificirano za
korekcijski faktor m (enacba 12). Model opise kumulativho
koli¢ino '3C v izdihanem zraku, ki je definirana kot celotna
koli¢ina '8C, ki se izlo¢i v izdihanem zraku v dolo¢enem
Gasu, glede na koli¢ino vnesenega °C s substratom.
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zO)=m(l-e™)’ (12)

V enacbi 12 z predstavlja kumulativno koli¢ino izdihanega
‘3002 v dolo¢enem &asu, t je ¢as merjen v urah, m celotno
kumulativno koli¢ino ®CO, v izdihanem zraku ko je Cas ne-
skon&en, parametri m, k in B so ocenjene regresijske kon-
stante (13, 14, 23).

Parametre m, kin 3 ter a, b in ¢ se pridobi z nelinearno ite-
rativno metodo najmanjsih kvadratov s pomocjo Excell-
ovega programa ReSevalec (Solver). ReSevalec je
matemati¢no orodje, ki poizkuSa med eksperimentalnimi
in teoreti¢nimi podatki zmanjsati razliko kvadratov na mi-
nimum, pri tem pa spreminja parametre funkcije. Pri vsa-
kem koraku izraCuna nove vrednosti za matemati¢no
funkcijo in primerja razliko kvadratov s prejSnjo vrednostjo.
Postopek se ponavlja dokler ne doseze minimuma. ReSe-
vanja se loti s posploSeno reducirano metodo gradientov
(GRG - Generalized Reduced Gradient method). Naloga
ResSevalca je torej, da najde vrednosti vhodnih spremen-
liivk, ki dajo najboljSo vrednost ciline funkcije. To pomeni
najboljSo resitev modela (24, 25).

Pri obeh matemati¢nih modelih je potek reSevanja podo-
ben. Natancneje pa bomo opisali postopek za drugi
model. Najprej je potrebno izracunati odvod funkcije
(enadba 13), ki teoreti¢no opise krivuljo izlocanja °C z iz-
dihanim zrakom v odvisnosti od ¢asa.

2'(t) = mkfe M (1-e )P (13)

V enacbi 13 parametri m, k in B predstavljajo regresijske
konstante in t ¢as merjen v urah (13, 14, 23, 24).

Nato z oceno zaCetnih vrednosti parametrov m, k in 3 na
podlagi predhodnih izkusenj ali pa na smiselnem ugibanju,
ki temelji na poznavanju uporabliene funkcije za opis po-

datkov, pridobi krivuljo, ki se ¢im bolj prilega rezultatom di-
halnega testa. Z metodo najmanjsih kvadratov se izracuna
napako med eksperimentalno doblieno koli¢ino '3C v izdi-
hanem zraku, ki se jo izraduna po enacbi 4 (%'3C/h) in teo-
reti¢no pridoblieno koli¢ino '3C v izdihanem zraku, ki se jo
izracuna po enacbi 13 (% '3C/n). Z nelinearno regresijo se
s programom ReSevalec izracuna natancnejSe vrednosti
konstant m, k in B, tako da je napaka med eksperimental-
nimi in teoreti¢nimi rezultati ¢im manjsa. Te vrednosti se
vstavi v enacbo 12 in se izracuna teoreticni delez kumula-
tivnega '3C v izdihanem zraku. S pomocjo programa Re-
Sevalec se doloci nove vrednosti konstant m, k in B v
enacbi 12, tako da je napaka med teoreti¢nimi in eksperi-
mentalnimi deleZi kumulativnega '*C v izdihanem zraku &im
manjSa, kar pomeni da se krivulja, ki opisuje kumulativho
koli¢ino 13C v izdihanem zraku ¢im bolj prilega eksperimen-
talno doblienim podatkom. Na novo pridobliene vrednosti
konstant k in B lahko sedaj uporabimo za izracun polovi-
Cnega Casa praznjenja zelodca (t, ,) po enacbi 14 (13, 14,
283, 24) in maksimalnega ¢asa izloanja *C (t,,,,,) o enacbi
15 (14, 23, 24), ki sta tudi grafi¢no prikazana na sliki 3. Oba
prametra sta doloCena z obliko krivulje in tako neodvisna
od endogeno proizvedenega CO, (24).

[In(1-27"7)]

172 = _T (1 4)
In

Lo = A (19)
k

Krajsit_, alit, , pomeni hitrejSe praznjenje Zelodca. Vred-

nosti parametra B, ki so vecje od 1, oznacujejo zakasnjeno
praznjenje zelodca (poCasnejSa rast krivulie), vrednosti
manjse od 1 pa pomenijo hitro praznjenje zelodca (hitrejSa
rast krivulie) (14, 26). Vecje vrednosti parametra k pomenijo
hitrejSo rast kumulativne krivulie, medtem ko manjSe vred-
nosti pomenijo bolj postopno rast krivulie (23, 26).

Tabela 1: Prikazuje ¢as praznjenja Zelodca za teko&e in trdne substrate (27).
Table 1: Shows the "*CO, half excretion time and the time of maximal "*CQO, excretion rate for liquid and solid meal (27).

Cas praznjenja zelodca Zmanj$ano Normalno Zakasnjeno Zelo zakasnjeno
TekodCi substrat

ta [MIN] <25 22-25 55-80 > 80

t, ,, [min] <35 35-80 80-120 > 120

Trdni substrat

t e [MIN] <50 50-100 100-150 > 150

t,, [Min] <75 75-135 135-200 > 200
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Slika 3: Prikazuje polovi¢ni ¢as izlo¢anja in Cas maksimalnega
izloGanja °C (24).

Figure 3: Shows the °CO,, half excretion time and the time of
maximal *CO,, excretion rate (24).

INTERPRETACIJA
PARAMETROV DIHALNIH
TESTOV

V matematicnem modelu konstanti a in m doloCata visino
krivulje, ki opisuje delez izdihanega in kumulativnega '*CO,
v odvisnosti od €asa (slika A in B) oz. predstavljata koli¢ino
izlogenega '°CO, z izdihanim zrakom. Konstante k, 3, b in
¢ pa doloc¢ajo obliko krivulje, ki opisuje delez izdihanega in
kumulativnega ®CO,, v odvisnosti od ¢asa (slika C in D) oz.
predstavljajo hitrost izloGenega '*CO, z izdihanim zrakom.
Na koli¢ino oz. hitrost izlo¢enega "*CO,, z izdihanim zrakom
vpliva tako izguba kot tudi zadrzevanje *CO, v telesu (14).

Kadar je praznjenje oznacenega substrata iz zelodca po-
speSeno se poveca tako koliCina (slika 4A in 4B) kot tudi
hitrost izlo¢anja "*CO, v izdihanem zraku (slika 4C in 4D).
Ko se koli¢ina izZloCenega 13002 v izdihanem zraku poveca,
se krivulji ki opisujeta delez izdihanega in kumulativnega
8CO,, v odvisnosti od ¢asa zvisata, pri tem pa oblika kri-

vulje ostane nespremenjena, kar je prikazano na sliki 4A in
4B. Ce pa se poveda hitrost praznjenja Zelodca, potem kri-
vulja ki opisuje delez izdihanega *CO,, v odvisnosti od ¢asa
postane bolj strma, povrsina pod njo pa ostane nespre-
menjena (slika 4C). Krivulja, ki opisuje delez kumulativnega
8CO,, v izdihanem zraku v odvisnosti od ¢asa, se bo pre-
maknila na desno, kon¢na koli¢ina *CO, v izdihanem
zraku pa ostane nespremenjena. Kadar je praznjenje ze-
lodca konstantno, izguba in zadrzevanje ‘3002 v telesu,
vplivata na koli¢ino in hitrost izloCanja z izdihanim zrakom
in s tem na rezultate dihalnih testov (14).

Kot je bilo Ze omenjeno, povecanje koli¢ine '*CO, v izdi-
hanem zraku glede na izhodiS¢no koncentracijo, odraza
preiskovano funkcijo. Vendar pa je izmerjen le koncni pro-
dukt "3CO,, ki ne pove nobene informacije o zalogi in to-
kovih ozna&enega substrata in njegovih presnovkov. Vsaj
pri prirojenih napakah metabolizma, verjetno pa pri kateri-
koli bolezni, je potrebno predvidevati, da so ti rezervoarji in
tokovi bistveno spremenjeni. Tako tudi izguba in zadrzeva-
nje 3CO, v telesu vplivata na kinetiko metabolizma in tako
na parametre dihalnega testa kot so GEC, t__ int,,. In
sicer, e se koli¢ina izgublienega '*CO,, poveca, npr. z ve-
zavo na druge presnovke v telesu, se koli€ina le tega v iz-
dihanem zraku zmanjsa, kar je prikazano na sliki 5A in 5B
z znizanjem krivulj, ki opisujeta delez izdihanega in kumu-
lativnega ®CO,, v odvisnosti od ¢asa. Oblika obeh krivulj
ostane enaka, kar pomeni da se hitrost izlo¢anja *CO, pri
tem ne spreminja. Pri tem se GEC zmanj$a, Ceprav t__ in
t, , ostaneta enaka. Zaradi vezave *CO, na druge pres-
novke v telesu se ga v izdihanem zraku izloCi kar za 50%
manj. Po drugi strani pa, ¢e se as zadrzevanja '*CO, v
bikarbonatnem rezervoarju v telesu podaljSa, postaneta kri-
vulji, ki opisujeta delez izdihanega in kumulativnega *CO,
v odvisnosti od ¢asa, bolj plos&ati, kar pomeni da se hitrost
izloGanja '3C upodasni pri tem pa povrsina pod krivuljama

kumulativni % 13C

% 13C/h

% 13C/h

kumulativni %% 13C

cas cas

Slika 4: Vpliv koli¢ine in hitrosti '*CO, v izdihanem zraku na visino in obliko krivulje, ki opisuje deleZ izdihanega in kumulativnega "CO, v

odvisnosti od ¢asa (3).

Figure 4: Influence of the amount and velocity of 73002 in exhaled air on the hight and shape of percent dose recovery and cumulative

recovery curves (3).
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8C DIHALNIH TESTOV

TEORETICNE OSNOVE

% 13C/h kumulativnd % 13C

% 13C/h kumulativni ® % 13C

(A) (B)

tas tas

€as

Slika 5: Vpliv izgube in zadrZevannja '*CO,, v telesu na kinetiko izio¢anja (14).
Figure 5: Effects of the loss and the retention of 3CO, on the breath test resoults (14).

ostane nespremenijena (slika 5C in 5D). Kot posledica za-
drzevanja se krivulji, ki opisujeta delez izdihanega in kumu-
lativnega ®CO, v odvisnosti od ¢asa, pomakneta nizje v
desno stran kot je prikazano na sliki 5C in 5D. Ob podalj-
Sanem zadrzevanju '*CO, v telesu se zmanj$a tudi GEC,
ty, Int,, Pase podaljsata (5, 14).

Zanesljivost izraCunanih parametrov dihalnih testov je odvi-
sno od tega, kako dobro se eksperimentalni podatki *CO,
prilegajo posamznemu matemati¢nemu modelu. To nam
pokaze koeficient korelacije, ki mora biti vecji od 0,9 drugace
se test zavrne. Na dobro prileganje krivulie eksperimentalnim
podatkom, zelo vpliva tudi ¢as dihalnega testa in sicer krajSi
kot je Cas testa, slabse je prileganje krivulie (14).

Meje dihalnih testov s katerimi se dolo¢i normalna ali pa-
toloSka aktivnost preiskovanega organa, ponavadi doloCi
vsak laboratorij zase, glede na rezultate analiziranin kon-
trolnih skupin. Na podlagi teh rezultatov se nato izraCuna
spodnjo in zgornjo mejo intervala zaupanja (po navadi se
dolo&i 95%) in pomeni interval v katerem se z dano goto-
vostjo nahaja ocenjevani parameter.

ZAKLJUCEK

Problem dihalnih testov je, da pri njihovi izvedbi razli¢ni la-
boratoriji uporabljajo razli¢ne koli€ine in vrste hrane kot tudi
razliCne izotope. Zato se rezultati preiskav med seboj ra-
zlikujejo in je njihova interpretacija odvisna od ustanove, ki
preiskavo izvaja. Potrebno bi bilo standardizirati postopke
glede koli¢ine zauzitega oznacenega °C substrata, koli-
¢ine in sestave testnega obroka, ¢asa izvedbe testa, po-
gostosti jemanja vzorcev izdihanega zraka, metode
zbiranja vzorcev in metode merjenja izotopskega razmerja

18C0O,/2CO, (laser, infrardeda in masna spektroskopija).
Standardni protokoli bodo omogocali primerjavo rezultatov
13C dihalnih testov med razli¢nimi raziskovalnimi laboratoriji
in omogocili lazjo interpretacijo za klinicno diagnozo ali za
spremljanje poteka zdravljenja.

Pri prirojenin napakah metabolizma, verjetno pa pri kateri-
koli bolezni, je potrebno predvidevati, da so rezervoarji in
tokovi '3CO,, bistveno spremenjeni. V takih primerih imajo
izraCuni majhno napovedno moc, zato je za postavitev pra-
vilne diagnoze potrebno uporabiti invazivne metode. Za na-
tanCen izracun parametrov dihalnih testov je prav tako
potreben izraCun bazalnega metabolizma (BMR-angl.
basal metabolic rate) in dejanski endogeno proizveden CO,,
pri preiskovancu, kar v vecini primerov ni znano. Tezko je
vzdrzevati stabilno endogeno kolicino proizvedenega CO,,
Se posebno pri mlgjsih otrocih, ki so tezko pri miru ali pri
novorojenckih in majhnih otrocih, ki se bodo upirali odv-
zemu vzorcev izdihanega zraka. Te omejitve so vzrok, zakaj
dihalni testi Se niso dosegli rutinske klinicne uporabe, Se
posebno pri diagnostiki motenj delovanja jeter ali prirojenih
napakah metabolizma.

Glede na njihovo preprosto izvedbo in neinvazivnost bodo
3C dihalni testi v prihodnosti postali nepogresljivo orodje
v klini¢nih raziskavah in diagnostiki, predvsem pri prehran-
skih preiskavah, diagnostiki gastrointetstinalnih bolezni in
motnjah v metabolizmu. Stevilo substratov in s tem razli-
¢nih vrst testov iz leta v leto narasca.
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