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PROLOGO

Este artículo trata de responder algunos de los interrogantes surgidos durante el desarrollo de la parte práctica del Curso de 

Capacitación organizado en el m arco del proyecto ARCAL-RLA-6042-IAEA “Diagnóstico tem prano de la infección por 

Helicobacter pylori mediante técnicas nucleares” que tuvo lugar en Hermosillo, M éxico, durante la prim era semana de noviembre 

de 2003. Hemos incluido algunos aspectos generales de la infección por H elicobacter pylori así com o del método, conocido 

como Urea Breath Test (13C-UBT). Esperam os que este manual pueda ser usado y com prendido por el lector interesado. 

Cualquier duda, sugerencia, corrección o pregunta serán bienvenidas y contestadas con sumo gusto.

Los autores
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Utilidad de los isótopos estables en salud humana y nutrición: 
espectrometría de masas y test de aliento con 13C-urea aplicados 

a la detección de infección por Helicobacter pylori

Barrado A .1, Preston T.2, Slater C.3, Zubillaga M ‘, M iranda-da-Cruz B.4, M okhtar N.4, Zednik M .s,
Valencia M .E.6y  Boecio J .'

RESUMEN. El interés en investigación en el área de Helicobacter 
pylori se ha incrementado en los últimos años. La infección por H. 
pylori puede producir gastritis crónica a lo largo de toda la vida. 
Varios estudios epidemiológicos han demostrado que esta infección 
bacteriana es la de mayor prevalencia en el mundo, afectando el 50% 
de la población mundial. Asi, es claro que el diagnóstico de la 
infección por H. pylori representa un paso clave en el manejo de los 
pacientes que acuden al gastroenterólogo. Asi mismo, debido al 
amplio rango de patologías relacionadas con la infección por esta 
bacteria que van desde la deficiencia de micronutrientes a procesos 
neoproliferativos, demuestran el potencial efecto nocivo que puede 
provocar la infección por H. pylori en la salud humana. En los 
últimos años se han mejorado significativamente los métodos de 
diagnóstico. El uso de isótopos estables, especialmente los 
denominados prueba del aire exhalado, como métodos seguros y no 
invasivos, han sido un paso clave en una nueva era de investigación 
dedicada al diagnóstico como asi también en la elección de las terapias 
de erradicación para H. pylori. Esta técnica nuclear no invasiva, que 
actualmente es considerada m étodo de referencia para la 
determinación de la infección por H. pylori, ha sido exitosamente 
implementada en América Latina. Teniendo en cuenta la elevada 
prevalencia de la infección por H. pylori , el impacto de la 
implementación de esta metodología en la región es muy alto. En 
este artículo se discute en forma detallada los aspectos de esta 
metodología para armonizar la aplicación de este método diagnóstico 
en las regiones en vías de desarrollo.
Palabras clave: Helicobacter pylori, UBT, diagnóstico, isótopos 
estables, espectrometría de masas.
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de Física. Facultad de Farmacia y Bioquímica. Universidad de Buenos Aires. 
Argentina.
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Energía Atómica. Vienna. Austria.
’Departamento de Cooperación Técnica. Sección Latinoamérica. Organismo 
Internacional de Energía Atómica. Vienna. Austria.
’Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, AC Hermosillo. 
México.

SUMMARY. The usefulness of stable isotopes in nutrition and 
human health: the application of mass spectrometry and 13C- 
breath tests to detect Helicobacter pylori infection. The interest in 
Helicobacter pylori has escalated in recent years. H. pylori may pro­
duce a chronic gastric infection which is usually life-long and many 
epidemiological studies have shown that this is the most common 
bacterial infection throughout the world involving 50% of the world 
population. Thus, it is clear that the diagnosis of H. pylori infection 
represents at least a key step in the management of many of the pa­
tients referred to the gastroenterologist. Additionally, due to the wide 
range and relevance of pathologies possibly related tho this infec­
tion, from micronutrient malnutrition and co-infections to malig­
nancies, there is the potential for H. pylori to be a major health 
problem. Improved methods for the diagnosis and follow up treat­
ment of the infection have been developed. Use of stable isotopes as 
non-invasive and safe diagnostic methods, namely (l3C) breath tests, 
has been the key to a new era of research in H. pylori epidemiology 
and diagnosis as well as the establishment of eradication therapies. 
This non-invasive nuclear technique, that is considered the gold stan­
dard for the diagnosis of this bacterial infection, has successfully 
been standardized and implemented along Latin America. Taking 
into account the high prevalence of this bacterial infection, the im­
pact of this technique in the whole region is very high. In this article 
we discuss several aspects of this methodology in order to harmo­
nize the application of this method in developing regions.
Key words: Helicobacter pylori, UBT, diagnosis, stable isotope, mass 
spectrometry.

INTRODUCCION

El in te rés  en el f^ e lic o b a c te r  p y lo r i  (H . p y lo r i)  ha 
aumentado en los últimos años. H. pylori puede producir una 
infección gástrica en form a crónica siendo siempre de larga 
evolución y muchos estudios epidem iológicos muestran que 
esta es probablem ente una de las infecciones bacterianas más 
com unes pues abarcan al 50%  de la población mundial. Por 
lo tanto, es claro que el diagnóstico de la infección por H. 
pylori representa com o m ínim o un paso clave en el control de 
m uchos de los pac ien tes que recurren  a consu lta r a un 
gastroenterólogo. Adicionalm ente, debido a la amplia gam a y 
relevancia de patologías que posiblem ente estén relacionadas
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a esta infección, desde malnutrición de micronutrientes hasta 
cáncer, existe la convicción que el H. pylori es uno de los 
principales problemas de salud. Se están desarrollando métodos 
para el m ejor diagnóstico y control del tratam iento de la 
infección. Los isótopos estables son utilizados en nuevos 
métodos de diagnóstico seguros y no invasivos denominados, 
pruebas de aliento con 13C (13C-breath test), siendo la clave 
para una nueva era en la investigación sobre la epidem iología 
del H. pylori, tanto en el diagnóstico com o el establecimiento 
de terapias erradicadoras.

Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria Gram  negativa, de form a espiral, 
m icroaerófila, que se aísla en la  m ucosa gástrica humana; p ro­
duce grandes cantidades de ureasa, una enzim a que hidroliza 
la urea produciendo dióxido de carbono y am oníaco.

E stán  id en tificad o s dos m odelos de d is trib u c ió n  de 
infección por H. pylori. Los países en vías de desarrollo tienen, 
en p rim era  in stanc ia , una e lev ad a  p ro p o rc ió n  de n iños 
infectados desde los prim eros años de vida y casi todos los 
adultos están colonizados.

Estudios muestran una prevalencia de aproxim adam ente 
13-70% en sujetos entre 0 -20 años de edad y 70-94%  en 
mayores que 30. El segundo m odelo está caracterizado por el 
incremento de la prevalencia de la infección por H. pylori a 
partir de los 20 años, y esto es típico de los países desarrollados 
con valores de 5-15%  de prevalencia en niños y 20-60%  en 
individuos entre 30-75 años de edad. Puede decirse, entonces, 
que la infección por H. pylori está distribuida en todo el mundo 
com una prevalencia prom edio de 50% . H ay tam bién una 
relación inversa entre la prevalencia de la  infección y el nivel 
socioeconómico de la población en estudio.

Esta bacteria puede producir gastritis crónica en el antro, 
ú lcera péptica y está asociada con cáncer de estóm ago. 
Portadores de H. pylori superan en 15 veces la probabilidad 
de desarrollar úlcera duodenal a individuos negativos para H. 
p y lo r i .  L a  in fe c c ió n  p re d o m in a n te , y c o n c o m ita n te  
inflam ación, en úlceras duodenales y gástricas tienden  a 
encontrarse en el antro y cuerpo, respectivamente. La evidencia 
más convincente que el H. pylori es una clave en la patogenia 
de la úlcera péptica es la observación de que su erradicación 
reduce drásticamente el índice de recurrencia de la úlcera. La 
sucesión hipotética de eventos en la patogenia de la  úlcera 
duodenal se inicia con la infección que causa la inflamación 
de la mucosa. Esto conduce a alteraciones de la regulación 
hormonal con un efecto neto de hipersecreción ácida. La m u­
cosa del duodeno reacciona ante dicha hipersecreción ácida 
con la formación de una m etaplasia gástrica, que perm ite al 
H. pylori colonizar el duodeno. El suceso final de la ruptura 
de la mucosa está causado por factores variados. En períodos 
largos de tiem po en tre el com ienzo de la in fección  y la

aparición del carcinoma de intestino de tipo gástrico resultados 
sugieren la asociación de H. py lo ri y  gastritis crónica, 
evolucionando a través de atrofia, m etaplasia y displasia de 
intestino. M uchos factores involucrados en la virulencia del
H. pylori han sido estudiados en form a detallada, incluyendo 
la ureasa, la citotoxina vacuolar (Vac A), el producto de la 
citotoxina asociada al gen A (Cag A), la proteína activada por 
neutrófilos (NapA) y lipopolisacáridos. L a adhesión de la 
bacteria a la superficie de la m ucosa es un importante paso 
inicial para la colonización e infección. Por otra parte, es 
am pliamente aceptado que el H. pylori se adhiere a receptores 
del epitelio gástrico por m edio de adhesinas específicas. Este 
es un tem a digno de m ás investigación para clarificar el 
mecanismo de colonización del H. pylori y  la posibilidad de 
desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento.

H. pylori tam bién está vinculado con la malnutrición de 
m icronutrientes. A unque la absorción de éstos no tiene lugar 
en el estómago, este órgano contribuye al proceso por medio 
de la  secreción de ácido clorhídrico y enzim as, que durante la 
d ig e s tió n  c o n tr ib u y e ,  no so la m e n te  lib e ra n d o  los 
m icronutrientes de la matriz de los alimentos sino también 
m anteniendo en form a soluble a los minerales esenciales. La 
aclorhidria (dism inución de la secreción de ácido clorhídrico) 
ocurre en el 40-50%  de los pacientes infectados con H. p y ­
lori, a consecuencia de lo cual la  absorción de micronutrientes 
es pobre, y puede com prom eter el nivel nutricional de los 
individuos infectados, produciendo la aparición de síntomas 
de deficiencia de dichos m icronutrientes.

Investigación en nutrición y  m etabolism o con isótopos 
estables

Las técnicas nucleares son utilizadas para determ inar 
aspectos dinám icos del m etabolism o de animales y humanos. 
Los isótopos pueden ser radioactivos o estables. Estos últimos 
perm iten su uso en grupos vulnerables, tales com o mujeres 
em barazadas y niños, donde los isótopos radioactivos pueden 
tener un inaceptable riesgo médico. El m undo de la nutrición 
ha reconocido  el s ign ificado  de las técn icas isotópicas, 
espec ia lm en te  las que u tiliza n  isó topos estab les, com o 
suministrando metodologías precisas y no invasivas para medir 
asimilación de nutrientes, nivel nutricional y su vinculación 
con el m e tab o lism o . L os isó to p o s  es tab les  son v istos 
actualmente com o herramientas de investigación de gran valor, 
ya que virtualm ente su uso no involucra riesgos para la salud. 
Por lo tanto los isótopos estables son de elección para el trabajo 
en hum anos, especialm ente niños y m ujeres em barazadas 
pudiéndose adm inistrar en fo rm a oral o intravenosa y cuando 
son incorporados en los productos del m etabolism o, tales 
com o agua corporal, urea o C 0 2, pueden estar en muestras 
sencillas com o saliva, leche, aliento, orina y heces.

El test del aire espirado utilizando 13C, está basado en
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entregar al cuerpo un sustrato enriquecido con 13C por vía 
oral o por inyección. En el te jido obje tivo , una enzim a 
específica metaboliza selectivam ente el sustrato tal que el 
trazador es liberado irreversiblem ente com o l3CO, dentro del 
pool de bicarbonato corporal. El trazador es luego transportado 
por la circulación sanguínea y exhalado en el aliento.

Puede medirse el enriquecim iento del aliento en 13C 0 2 
luego de un tiempo de incorporar el sustrato marcado con 13C. 
El análisis del isótopo puede ser realizado por el espectrómetro 
de masas que determina relaciones isotópicas (IRMS).

Las pruebas de a lien to  que u tilizan  l3C son usadas 
principalmente com o herram ientas de investigación, pero 
también son empleadas con éxito en pocos países privilegiados, 
como una form a sencilla de realizar en form a certera la 
evaluación de la función gastrointestinal. El test puede ser 
presentado en un kit, para ser usado en toda la población. Las 
muestras con el aire exhalado pueden conservarse inalterables 
en tubos de vidrio llamados Exetainers por lapsos superiores 
a seis meses antes de ser enviados por correo común a los 
laboratorios que centralizan su análisis.

La prueba de aliento que utiliza urea (UBT) detecta la 
presencia gástrica de H. pylori. La alta actividad de ureasa 
producida por el H. pylori ha facilitado  el desarrollo  de 
métodos diagnósticos usando 13C -urea o 14C-urea, que es 
hidrolizada, produciendo l3CO, o l4CO, que es exhalado. Estas 
metodologías tienen las ventajas de ser representativas de toda 
la superficie del estómago y además no son invasivas. Hasta 
ahora el diagnóstico de la infección gástrica por H. pylori se 
realizaba mediante la histología, cultivo, test de ureasa rápida 
y la reacción en cadena de la polim erasa (polymerase chain 
reaction, PCR) de las m uestras ob ten idas por m étodos 
invasivos como la endoscopía. Ninguno de estos diagnósticos 
pueden ser considerados como métodos de referencia ya que 
las muestras obtenidas por endoscopía son focales y por lo 
tanto no representan la totalidad de la superficie del estómago.

En este artículo, nosotros describirem os y discutiremos 
algunos asp ec to s  m e to d o ló g ic o s  re la c io n a d o s  con el 
diagnóstico de la infección por H. pylori mediante al análisis 
de la re lac ión  13/12C O , en el a ire  ex h a la d o , u tilizando  
espectrometría de masas.

P rueba del a ire  esp irado  con 13C -u rea  (13C-UBT)

La prueba del aire espirado con 13C-urea es utilizada para 
el diagnóstico de la infección por H. pylori. En esta prueba, 
se administra 13C-urea en form a oral mediante un alimento 
(comúnmente jugo natural de naranjas). La ureasa producida 
por el H. pylori en el estómago, actúa hidrolizando la urea, 
liberando l3C 0 1 que se incorpora al pool de bicarbonato del 
organismo y es eliminado en el aire exhalado. La relación 
isotópica del aliento, enriquecido en 13C O „ puede ser medido 
por espectroscopia de masas (IRMS). El aum ento de l3C O ,en

el aire espirado, a partir de un valor de corte, dentro de los 45 
minutos de la ingestión de l3C-urea es indicativo de la presencia 
de H. pylori en la m ucosa gástrica.

La m etodología ta l com o es rea lizada en L atinoam érica
- Ayuno de seis horas.

O btención de m uestras básales de aire exhalado por 
duplicado.

- Ingestión de 5 0 -  100 m gde l3C-urea mediante un alimento 
(jugo de naranjas natural).
Obtención de muestras de aire exhalado luego de 30 y 45 
minutos de la adm inistración de l3C-urea.
M edida de las m uestras de aire exhalado por IRMS.

FIG U R A  1

M ateria les: (Fig. 1) Son necesarios pocos materiales para 
realizar el test.

50 -  100 mg de l3C-urea.
- Alimento de prueba: jugo de naranjas natural.
- Bom billa descartable

Cuatro tubos: dos para las muestras básales (tapa roja) y 
dos para las muestras de 30 y 45 minutos post-ingestión
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A gregado de la 13C -u rea  en el a lim en to  de p ru e b a  (Fig. 2)
La 13C-urea se disuelve fácilm ente revolviendo el jugo de 

naranjas. El gusto de éste no es alterado.

O b te n c ió n  de las m u e s tr a s  b á sa le s  de a i re  e s p ira d o  
(Fig. 4)

Las muestras básales deberían tomarse por duplicado Para 
determ inar la relación 13/12CO usando los tubos (Exetainer) 
de tapa roja.

El aire exhalado debe ser soplado, a través de una bombilla 
descartable, dentro del Exetainer.

F IG U R A  2

C epillado de dientes (Fig. 3)
Antes de la ingesta de 13C -urea deberá efectuarse un 

cepillado de dientes para evitar la potencial interferencia de
H. pylori presente en la placa dental.

Esto puede hacerse sin pasta dental, usando solamente agua.

F IG U R A  4

Ingesta  del a lim en to  que contiene la I3C -u rea  (Fig. 5)
Es indispensable que se ingiera la totalidad del alimento 

que contiene la dosis de 13C-urea.

F IG U R A  3 F IG U R A  5
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Cepillado de dientes (Fig. 6)
Luego de la ingesta del alim ento conteniendo 13C-urea, 

debe realizarse otro  cep illado  de d ien tes para e lim inar 
cualquier residuo de l3C-urea en la cavidad bucal, donde la 
bacteria puede mostrar actividad de la ureasa que interferiría 
con el test. La limpieza debe hacerse sin utilizar pasta dental. 
Sólo debe em plearse agua.

M uestra  de aliento  a los 45 m inu tos (Fig. 8)
Use un Exeteiner de tapa azul.
La muestra de aire proveniente de una espiración normal 

y profunda deberá ser soplada dentro del Exetainer a través 
de una bombilla descartable.

F IG U R A  8

F IG U R A  6

M uestra de aliento  a los 30 m inu tos (Fig. 7)
Use un Exetainer de tapa azul.
La muestra de aire proveniente de una espiración normal 

y profunda deberá ser soplada dentro del Exetainer a través 
de una bombilla descartable.

M edida de las m u e stra s  de a lien to  (Fig. 9)
Cada m uestra de aliento es identificada m ediante una 

etiqueta que contiene un código de barras.
Las muestras pueden guardarse a tem peratura ambiente 

por más de seis meses, hasta ser remitidas mediante correo 
común a un laboratorio central.

F IG U R A  9

FIG U R A  7

Los valores básales se determ inan por duplicado y se 
obtienen muestras a los 30 y 45 después de la ingesta de 250 
cm 3, aproxim adam ente, de jugo  de naranjas natural a los que 
se agregaron 50 mg de de urea enriquecida con 13C. Esta forma
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de administración retarda el vaciado gástrico de la 13C-urea y 
favorece su contacto con la totalidad de la m ucosa gástrica. 
Esto es importante para la sensibilidad del m étodo dado que 
el H. pylori coloniza la m ucosa gástrica pero sólo en form a de 
parches.

E sp ec tro m etría  de m asas

El espectróm etro de masas, el ciclotrón y el aparato de J.J. 
Thompson se fundam entan en la interacción de los campos 
eléctricos y magnéticos con iones, es decir átomos o moléculas 
cargadas eléctricamente.

En 1897 J.J. Thom pson en Cam bridge, Inglaterra, midió 
por prim era vez la relación entre la carga del electrón y su 
masa, utilizando un tubo de vidrio (tipo am polla) en la cual se 
había efectuado el vacío. En dicho tubo, un haz de electrones, 
arrancados de una placa llam ada cátodo, es acelerado y llegan 
hasta una pantalla recubierta con una sustancia fluorescente 
que revela el sitio del impacto. Law rence y Stanley Livingston 
de la U niversidad de California idearon en 1931, el ciclotrón, 
un dispositivo que consta de dos cám aras m etálicas en form a 
de letra D, diseñadas para conseguir un haz de partículas 
atómicas cargadas que posean gran velocidad.

Conceptualmente la espectrom etría de masas consiste en 
la separación de iones que son producidos y separados o 
filtrados de acuerdo con su relación m asa/carga (m/z) para ser 
finalm ente detectados. Con este principio se han desarrollado 
diferentes instrumentos.

El enriquecim iento del aliento en 13C es m edido utilizando 
un e sp ec tró m e tro  de m asas q u e  d e te rm in a  re la c io n e s  
isotópicas. El prim er espectróm etro de m asas para m edir 
relaciones isotópicas (IRM S) fue diseñado por Alfred N ier en 
1947 (1).

E l avance de la tecn o lo g ía  en los ú ltim os tiem pos, 
especialmente en la introducción de las muestras, ha aumentado 
la eficiencia, sensibilidad y especificidad de este método. Tom 
Preston y colaboradores introdujeron el flujo continuo (2,3,4). 
En los instrumentos de flujo continuo, el C 0 2, arrastrado por 
una corriente de helio, es separado de otros com ponentes de 
una muestra de aire exhalado en una colum na cromatográfica 
en fase gaseosa. El vapor de agua es rem ovido y el C 0 2 es 
transportado dentro del IRM S, elim inando la necesidad de la 
p rep a ra c ió n  p re v ia  de la  m u e s tra . E l ag reg ad o  de un 
au tosam pler y el con tro l del in strum en to  m ed ian te una 
com putadora, conduce al p rim er sistem a com pletam ente 
autom atizado para el análisis del enriquecim iento del aire 
espirado en 13C 0 2 (5). Otros avances incluyen la introducción 
de un software de uso fácil, perm itiendo la extensión de la 
espec trom etría  de m asas IR M S, a m uchos laboratorios 
alrededor del mundo.

Nociones sobre  isótopos

Los isótopos son form as de un elem ento con diferente 
m asa que tienen el mismo núm ero de protones (y por lo tanto 
de e le c tro n e s  d ad o  q u e  los e le m e n to s  son  n e u tro s  
eléctricamente), d iferenciándose en la cantidad de neutrones.

Los electrones son los responsables del com portamiento 
quím ico por lo que los isótopos no pueden diferenciarse 
mediante reacciones químicas, pero al poseer distinto número 
de neutrones, sus masas son distintas.

La nom enclatura aceptada para nom brar a los elementos
es

z X

X: elemento; A: núm ero m ásico (A = Z  + N); Z: número 
atómico, núm ero de protones; N: número de neutrones.

Los isótopos de un mismo elem ento químico tienen el 
mismo Z y difieren en A.

En las pruebas de aliento u tilizando 13C, necesitam os 
considerar los isótopos presentes en el C 0 2 de las muestras 
de aire exhalado.

La Tabla 1 m uestra las com posiciones porcentuales del 
carbono y del oxígeno, en sus especies, es decir la abundancia 
isotópica de las mismas.

Tabla 1

Atomo Isótopo Abundancia isotópica (%)

C I2C 98.89
,3C 1.108
I4C Sumamente baja

O 16Q 99.76
l70 0.04
18Q 0.2

Los elementos pueden presentarse en form a de isótopos 
estables o rad ioactivos.

En el caso del carbono, encontramos dos isótopos estables, 
,2C y l3C, y un isótopo radiactivo, el 14C. Los tres isótopos del 
oxígeno mostrados en la tabla son estables.

D ebe se r o b se rv a d o  q u e  en un se r  hum ano  de 70 
kilogramos de peso puede estim arse una cantidad de 13C de 
aproxim adam ente 120 g. Teniendo en cuenta esto, si la dosis 
de 13C-urea sum inistrada para la prueba es de 50 mg (-11  
mg de 13C), resulta ser apenas 0,01 por ciento de la cantidad 
total de l3C.

Varias especies m oleculares del C 0 2 pueden ser formadas 
com binando los diversos isótopos.
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16Q 16Q 170 18Q
/ / / /

\ 13C \
12C

12C \
16Q 16Q 16q 16Q

Estas moléculas de C 0 2 corresponden a masas 44, 45, 45 
y 46, respectivamente.

La probabilidad de encontrar estas com posiciones en los 
iones formados en el aire espirado depende de la abundancia 
isotópica de los elem entos. Otras m oléculas del C 0 2, que 
podrían ser formadas combinando dos o más isótopos de menor 
importancia, tienen una probabilidad muy baja de ocurrencia.

La cantidad de iones de masa 44 será más de 90 veces 
mayor que el de otras masas, debido a la contribución de 
l2C160 2 , formado por los isótopos más abundantes.

E spectróm etro  de M asas de R elación  Iso tóp ica (IRM S)

Una variedad de IRM S, diseñados especialm ente para el 
análisis automatizado de las pruebas de aire exhalado con I3C, 
están disponibles com ercialm ente. La fotografía (Fig. 10) 
muestra el equipo instalado en el Laboratorio de Isótopos 
Estables aplicados a Biología y M edicina, en la Facultad de 
Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires. 
Se trata de un espectróm etro de masas Finnigan BreathM AT 
(Thermo Electron Corporation, teléfono: Africa +27 11 570 
1840, Reino Unido +44 1442 233555; w ww.therm o.com ). 
A unque e s te  in s tru m e n to  no e s tá  m uy d ifu n d id o  
comercialmente, en principio, su diseño y operación es sim i­
lar a otros instrumentos.

En la Figura 10 de izquierda a derecha, pueden observarse 
los diferentes componentes:

1. Tubos de He y CO, semiocultos por una de las operadoras.
2. S obre la  m esa se en cu en tran : el e sp ec tró m etro , el 

autosam pler con algunos magazines, la bandeja receptora 
de tubos, el m onitor y la impresora.

3. Debajo de la mesa: el compresor, la bomba de vacío rotativa 
y la CPU de la com putadora (parcialmente oculta).

F IG U R A  10

D escrib irem os paso a paso el p rocedim ien to  para el 
diagnóstico de la infección por H. pylori que usa la prueba 
del aire espirado utilizando l3C-urea.

La toma de las muestras ha sido descripta con anterioridad 
(páginas 7 a 9). El proceso de análisis de dichas muestras 
com ienza con su identificación, adhiriendo a los tubos las 
etiquetas auto-adhesivas que llevan impreso un código de 
barras. Luego los tubos son colocados en los magazines y 
estos en el com partim iento (Fig. 11) destinado a ellos en el 
autosampler. En cada serie de medidas, pueden colocarse 10 
magazines con 20 tubos cada uno.

Una vez que el código de barras ha sido leído por el lector 
láser, el autosam pler realiza las maniobras destinadas a que 
el tubo sea pinchado por la ag u ja  (Fig. 11).

LECTOR
LASER

AGUJA PARA 
TOMA DE 
MUESTRA !

COMPARTIMENTO 
PARA COLOCAR 
LOS MAGAZINES 1

TUBO CONTENIENDO 
LA MUESTRA

RAMPA DONDE SE 
ORDENAN LOS TUBOS 

“DESCONOCIDOS” 
(UNKNOWN)

FIGURA 11

http://www.thermo.com
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FUENTE DE 
IONES

CONTROL DE VACÍO

VALVULA
DIGITAL

BOMBA DE VACÍO 
TURBOMOLECULAR

ENTRADA DE 
LOS GASES

REGULADOR DE 
PULSOS DE C 0 2 

Y MUESTRA
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L a m uestra del aire exhalado  es desp lazada del tubo 
mediante una corriente de helio que ingresa por la aguja. La 
aguja tiene dos vías concéntricas. El helio se introduce a través 
de la vía central, y la muestra de aire espirado ingresa a la 
aguja por un orificio lateral siendo transportada al IRMS por 
la misma corriente de helio. Una vez extraída la muestra, el 
tubo es empujado hacia una caja pero, si por alguna razón, el 
lector láser no puede leer el código de barras, es derivado a 
una ram pa (Fig. 11) donde quedan  o rdenados según la 
secuencia en que las muestras fueron medidas.

La muestra de aire exhalado es llevada por la corriente del 
helio a una válvula digital (Valco Valve) (Fig. 12) de ocho 
vías. Esta válvula tiene dos posiciones: “L oad” e “Inject” (carga

e inyección). En la posición “carga”, la muestra llena un capilar 
en form a de espiral (loop) de 2 mi de capacidad. El cambio 
de posición de la válvula a “inyección” hace que todo el 
contenido del lazo fluya hacia la colum na de crom atografía 
en fase gaseosa (GC) (Fig. 13). Un nuevo cambio de posición 
lleva a la válvula a la posición de “carga” y, mientras se llena 
el lazo, existe un flujo alternativo de helio con la columna 
crom atográfica. Los cam bios de posición de la válvula son 
c o n tro la d o s  p o r el so f tw a re  y o c u rre n  en m om en to s 
predeterm inados del proceso. El aire exhalado contiene 
principalmente: oxígeno, nitrógeno, vapor de agua y dióxido 
de carbono.

MANOMETRO 
PARA C 0 0

MANÓMETRO 
PARA He

TRAMPA 
DE AGUA

CROMATÓGRAFO 
DE GASES

FIGURA 13
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Los gases entran en el CG y son separados. Al salir se 
encuentran con la tra m p a  de agua; (Fig. 13) el vapor de agua 
difunde a través de una superficie de Nafion quedando retenida.

El resto de los com ponentes llevados por un flujo de helio, 
pasa ahora a través de un elem ento denom inado S ta n d a rd  
Injection  D evice (Fig. 12) cuya función es alternar la llegada 
a la fuente de iones, de pulsos de m uestra-helio y del gas de 
referencia.

Los gases penetran en la fuen te  de iones (Fig. 12) donde 
existen condiciones de alto  vacío, producidos por las bom bas, 
tu rb o m o lecu la r y ro ta to ria , (Fig. 14) que actúan acopladas.

Allí existe un filam ento  de tungsteno que emite electrones 
que ionizan el C ü 2 transform ándolo en un ion positivo CO ,+.

CO, + 1 e' —► C O ,+ + 2 e'

F IG U R A  14

Los iones se forman por la colisión entre las moléculas 
del gas y los electrones em itidos por el filam ento por efecto 
termoiónico. Dos imanes perm anentes pequeños dentro de la 
fuen te  de iones hacen que d ichos e lec trones describan  
trayectorias en espiral aum entando la probabilidad de colisión 
con las moléculas de CO v La emisión de electrones está bajo 
un estricto control electrónico, para m antener constante la 
eficiencia de ionización. En la fuente de iones hay un alto 
vacío, 10 6 m bar (la presión atm osférica es algo más de
1.000.000.000 veces m ayor!!!) que está producido por dos 
bombas de vacío, una bom ba mecánica rotativa (prevacío) y 
una bomba turbom olecular (alto vacío) conectadas en serie. 
De esta manera se consigue lograr una trayectoria libre de 
colisiones no deseadas para los iones.

Los iones de CO,+ resultantes, son acelerados en el campo 
eléctrico  p roducido  por una d ife ren c ia  de po tencia l de 
aproximadamente 3000 voltios (potencial de aceleración).

La energ ía  del cam po e léc trico  p ro d u c id o  por esta 
diferencia potencial se transfiere a los iones y su valor puede 
ser calculado fácilmente (véase el Anexo 2).

El espectróm etro F innigan B reathM A T  es un IRM S, 
esp ec tró m etro  de m asas de se c to r  m a g n é tico  de baja  
resolución. No posee selector de velocidad com o se describirá 
en el Anexo 1. Los iones con diferente masa ingresan al campo 
m a g n é tico , con  d ife re n te s  v e lo c id a d e s  d e sc r ib ie n d o  
trayectorias con diferentes radios. El IRMS está diseñado para 
separar iones de relaciones m asa-a-carga 44, 45 y 46. Los 
detectores son colectores de iones llamados copas de F ara -

day  (Fig. 15). Al ser diferentes las abundancias isotópicas se 
producen corrientes eléctricas de distintas intensidades en cada 
detector (cu p l, cup2 y cup3). Por lo tanto, la ganancia en cada 
amplificador es optim izada (por el valor del resistor instalado) 
de modo que los que reciben los iones menos abundantes 
(c o r re s p o n d ie n te s  a las m asas 45 y 46) ten g an  
ap ro x im ad am en te  100 veces m ás aum ento  que el que 
corresponde a la masa 44 (cup 1).

Detection

f a r a d a y

CIRCUITOS
AMPLIFICADORES

IMÁN

PERMANENTE

BOMBA
TURBOMOLECULAR

CAMINO DE 
LOS IONES

COLECTORES
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Tratam iento de los datos

Los resultados obtenidos usando IRM S están expresados 
como una relación de intensidades de corriente eléctrica (la 
relación l3C 0 2/ l2C 0 2 se denom ina ratio 45 por el software del 
B reath  M A T). L a co lección  s im u ltán ea  de las especies 
iso tó p ica s  p e rm ite  e s ta b le c e r  las re la c io n e s  en tre  las 
intensidades originadas por cada una de dichas especies, sin 
que puedan estar afectadas por variaciones en la cantidad to­
tal de iones que llegan a los colectores ya que se determinan 
relaciones entre las intensidades y no valores absolutos de las 
m ism as. E l p rocesam iento  de las m edidas que realiza el 
espectróm etro incluye la com paración de la relación ratio 45 
(en realidad 45/44) de la m uestra con la relación ratio 45 del 
C 0 2 de referencia, que posee una com posic ión  isotópica 
conocida de isótopos del carbono y posteriorm ente con un 
patrón internacional de com posición isotópica conocida de 
carbono. Los resultados de las com paraciones con el gas de 
referencia se conocen com o “delta” (Del o 8) y se expresan en 
unidades %0, por mil. El estándar internacional original, una 
piedra caliza llamada Pee Dee Belemnite (PDB), se ha agotado 
en la naturaleza pero se ha definido un nuevo patrón primario 
(6). Este nuevo estándar se conoce com o Vienna PDB (VPDB).

El valor de la relación isotópica del gas de referencia, ratio 
45, con respecto al patrón internacional PDB, es ingresado

dentro del software que autom áticam ente em prenderá una 
serie de correcciones para evaluar la contribución del 170  a la 
masa 45 en el cálculo del Ratio 45/44 (la corrección de Craig, 
puede encontrarse en un esquem a más adelante en la página 
15. El resultado calculado com o S 13C o Del 13, resulta de 
co m p arac io n es con  el gas de re fe ren c ia , que luego  es 
com parado con el PDB. El nuevo valor se denom ina Del 13 
PDB. El resultado final de todas las muestras está determinado 
por la diferencia entre el D el 13 PDB de la muestra obtenida 
luego de la adm inistración de 13C-urea y el Del 13 PDB valor 
correspondiente a la tom a basal. Ese valor es llamado DOB  
(Delta Over Baseline), d iferencia sobre el nivel basal. Los 
resultados de las pruebas de aire espirado con 13C pueden ser 
expresados también en partes por m illón (ppm) J3C y ppm 13C 
en exceso (7).

La precisión del análisis se convierte en deficiente cuando 
la concentración de C 0 2 es más baja que lo deseable. Cuando 
la corriente de iones dism inuye por debajo de un valor mínimo 
que se predeterm ina, el program a produce un m ensaje de 
“baja señal” . En estos casos deben descartarse los valores de 
DOB que la  p lan illa  entrega autom áticam ente. Las bajas 
concentraciones de C 0 2 generalm ente resultan de m uestras 
mal recolectadas, pero también puede deberse a una incorrecta 
colocación de la tapa del Exetainer.

Los resultados de las determ inaciones aparecen en una

Tabla 2

Sample Barcode Name Remarks DOB Del 45 Del 46 Ratio 45 Ratio 46 Del 13 Del 13 PDB mV

Basal 52100 NICOLAS 0.0 5.1 -1.6 1.2 0.4 5.5 -22.6 2398
30 rain 52100 Positive 47.3 50.7 1.3 1.2 0.4 54.1 24.7 1980
Basal 52130 0.0 4.8 -0.8 1.2 0.4 5.2 -22.9 2478
45 min 52130 Positive 31.3 35.1 4.3 1.2 0.4 37.3 8.4 1664

Basal 52200 ULISES 0.0 7.1 -4.3 1.2 0.4 7.7 -20.5 2502
30 min 52200 Positive 57.2 62.5 8.3 1.3 0.4 66.4 36.7 604
Basal 52230 0.0 7.0 -4.6 1.2 0.4 7.6 -20.5 2414
45 min 52230 Positive 41.6 47.3 -0.7 1.2 0.4 50.5 21.2 2634

Basal 52300 MARCOS 0.0 9.0 -2.1 1.2 0.4 9.7 -18.5 2477
30 min 52300 Negative 1.5 10.5 -1.8 1.2 0.4 11.3 -17.0 2317
Basal 52330 0.0 6.9 -6.9 1.2 0.4 7.6 -20.5 2922
45 min 52330 Negative 2.2 9.2 -2.6 1.2 0.4 9.9 -18.3 2643

planilla similar (Tabla 2) a la que se m uestra a continuación.
El valor de corte del test es el DOB m ayor que 3.5, es decir 

si uno de los valores de DOB de una m uestra es m ayor que 3,5 
el resultado será POSITIVO (8).

Se han ocultado varias colum nas y los valores se han 
redondeado a un decim al a efectos de m ostrar las de mayor 
interés. En la segunda colum na aparecen los núm eros que 
identifican a cada uno de los pacientes. U na señal sonora in­
dica cuando es leído el código de barras; el tubo continúa el 
proceso mientras el sistema registra el núm ero en la columna

correspondiente. Si la lectura del código de barras no se realiza 
por alguna causa, la señal no se produce y el exeteiner es 
derivado a una ram pa ordenadora una vez que la m uestra ha 
s id o  a n a liz a d a . E n  la  p la n i l la  a p a re c e rá  la  le y e n d a  
“D esconocido” (Unknow n) seguida de un núm ero que in ­
dica el orden de la secuencia en que fue medido. Cuando esto 
sucede por décim a vez en un proceso, éste se detendrá, debido 
a q u e  la  ra m p a  e s ta rá  c o lm a d a . E n  e s to s  c a so s  las 
identificaciones de las muestras se introducen en forma manual 
en el orden dado por la ubicación del tubo en la rampa.
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La colum na “m V ” co n tien e  los valo res de la señal 
originada en el detector de los iones de m asa 44 (del isótopo 
12C 160 160 ), el más abundante. Estos valores constituyen un 
control de calidad del proceso de m edición pues la señal 
medida debe ser mayor que un valor umbral predeterminado.

CUP CUP CUP
44 45 46

.

Del 13: Es el dato que corresponde a la corrección por la 
contribución del isótopo 170  a la señal de la masa 45 en el 
cálculo de la relación 45/44. La corrección propuesta por Craig 
incluye dos constantes (Craig A and Craig B), determinadas 
experim entalm ente (9).

ó 13C =  CraigA * 8 4 5  - CraigB * 8 4 6  

8 13C =  1 0676758 * 6 4 5  - 0 .0 3 3 8 3 6 2 *  846

C ontro les ru tin a rio s  de ca lidad

Ratio 45 / 44 
Ratio 46 /44

8  13C  /  6  12C  v s .  P D B

El diagrama muestra la serie de pasos com prendidos en la 
medida de la relación 13C /  l2C en la m uestra y en el gas de 
referencia.

R atio  45 an d  46: Son relaciones es tab lecidas en tre  las 
relaciones de intensidades de corriente originadas por los iones 
que llegan a los detectores:

_ ... ,3c16o2+12c l7o16o+l2c l6o l7oR 45 / 44 =    —
12c 16o 2

= 13R45/44 + 2 * 1?R45/44

L a o p e ra c ió n  re sp o n sa b le  de un IR M S im p lica  la 
realización en form a regular de controles de calidad rutinarios.

La determ inación del pico máxim o (peak centre) debe 
efectuarse para asegurar que la alta tensión (high voltage) en 
la fuente de iones sea la óptim a para que la m ayor cantidad de 
iones lleguen a los detectores.

Otra prueba está dirigida a asegurar la estabilidad de la 
llegada de los iones a los detectores en un lapso de tiempo. 
Las relaciones entre las intensidades de corriente eléctrica 
producidas por los diferentes iones debe mantenerse dentro 
de determ inados lím ites de variación durante un tiempo 
predeterminado.

La reproducibilidad se evalúa mediante otra prueba que 
asegura una precisión aceptable a través de determinaciones 
realizadas sobre m uestras de igual com posición isotópica 
(enriquecimiento cero).

Con m enor frecuencia debe realizarse una prueba que 
controla la linealidad de la respuesta en función de la cantidad 
de iones. En este caso la variación de las relaciones entre las 
intensidades de corriente producidas en los detectores (ratio) 
debidas a diferencias en la cantidad de iones debe mantenerse 
dentro de límites aceptables.

En el equipo Finnigan BreathM AT, las pruebas rutinarias 
de control de calidad son:

1) High voltage; 2) Tim e sean; 3) CO zero _20

Los datos expresados bajo la form a de notación 8  (delta) son 

los resultados de las relaciones con el gas de referencia:

8 C 0 0  = [ ( .R , /  R  ,sample '  reference ) - l ]  * 1 0 '

Del 45: 845
(ratio 45 /  44  sample - ra tio  45 / 4 4 , cf )

ra tio  45  /  44  r
*1000 (°/00)

Del 46 : 846 =
(ratio 46 /  44 s Tiple ratio  46 /  44  rcl )

ratio  46 /  44 „
*1000 (°/00)

1- H igh V oltage Sean  (Fig. 16)
Las señales producidas en los detectores (intensidades de 

corriente eléctrica) son registradas, en un intervalo de 10 
voltios en la zona de alta tensión (~3000 voltios), para buscar 
el voltaje óptim o de aceleración de los iones.

La selección es efectuada automáticamente por el programa 
debiendo verificarse en el entorno del pico central que la 
variación de la relación de la señal masa 45 /  masa 44 (cup 2/ 
cup 1) no supere el l°/oo  (uno por mil).

D ebido  a la  in flu en c ia  de la tem p era tu ra  sobre los 
componentes electrónicos se aconseja mantener la temperatura 
ambiente en valores m enores que 18°C.
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2 - T im e sean  (F ig . 17)
Este control consiste en registrar durante 10 minutos, las 

señales producidas en los detectores de las masas 44, 45 y 46 
al voltaje de aceleración seleccionado anteriormente. En par­
ticular, para la señal producida por la relación 45/44 (ratio 45/ 
44) se acepta una variación del l % o  (uno por mil).

3 - C 0 2 zero_20
Consiste en efectuar 20 medidas del gas de la referencia. La 

desviación estándar de la serie de valores de Del 13 PDB se 
calcula por medio de una planilla Excel (Tabla 3) y no debe ser 
mayor que el 0,07°/oo(siete centésimos por mil). El propósito 
de este contro l es com probar la reproducib ilidad  de las 
determinaciones.

Tabla 3

No. Del 45 Del 46 Ratio 45 Ratio 46 Del 13 Del 13 
PDB

mV

1 -0.16 -0.05 1.18 0.42 -0.17 -28.06 3108.20

2 -0.12 -0.08 1.18 0.42 -0.13 -28.03 3105.40

19 0.00 0.01 1.18 0.42 0.00 -27.90 3076.50

20 0.02 -0.07 1.18 0.42 0.02 -27.88 3143.90

0.05

El valor destacado (0.05 °/oo) en la tabla al final de la 
columna Del 13 PDB corresponde a la desviación estándar de 
los 20 valores precedentes. El test es satisfactorio.
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Otros tests de aliento en salud hum ana

Prueba del aire exhalado para el la determ inación de 
vaciamiento gástrico en fase sólida usando l - 13C-ácido  
octanoico

La prueba del vaciam iento gástrico en fase sólida fue

detalladamente descrita por Ghoos y colaboradores (10,11). A 
diferencia con el UBT, donde los datos se expresan en unidades 
del enriquecimiento, se ha convenido en convertir los datos de 
IRMS de la prueba del aire exhalado usando ácido octanoico, 
en unidades de porcentaje de dosis recuperadas (PDR), donde,

 ____________VC02(mmol-h~1)- Enriquecimiento del aire exhalado en 13CQ2(Exceso en ppm) x 100____________

Cantidad de sustrato ingerido (mmol) x enriquecimiento de sustrato (porcentaje de exceso de átomos de13C -10“ )

Observe que muchos programas de procesamiento de datos 
de equipos IRMS solo expresan los resultados como notación 
8 '3C (7). Como en la prueba del ácido octanoico es más 
conveniente expresar las dosis del trazador en unidades de 
fracción de átomo (porcentaje de exceso de átomos o exceso 
en ppm ), es  n e c e s a r io  c o n v e r tir  la s  u n id a d e s  de 
enriquecimiento expresadas com o D elta (7).

Una pequeña dosis (generalm ente 100 pL) de l - l3C-ácido 
o c tan o ico  es in c o rp o ra d o  en  e l a l im e n to  de p ru e b a  
(com únm ente yem a de huevo) y cocinado . E l sujeto  se 
mantiene sentado y en reposo. Se obtiene una muestra de aire 
basal y luego ingiere la com ida de prueba. Se obtiene una 
serie de muestras de aire durante un período de seis horas. El 
protocolo completo esta disponible en el sitio W eb de SIGN 
(www.med.rug.nl/sign).

Test del aire exhalado con 
13C-ácido octanoico

Tiem po (h)

FIGURA 18

La Figura 18 muestra la salida de los sólidos en el test del 
vaciamiento gástrico. El procedim iento de ajuste de una curva 
propuesto por Ghoos y colaboradores (10,11) revela un tiempo 
medio de tránsito gástrico de 2.8 horas. Cálculos com o estos 
que involucran el manejo de datos y el ajuste de una curva

están am pliam ente facilitados utilizando hojas de cálculo. 
Todos los fabricantes de IRM S proveen formatos de salida de 
datos que pueden ser importadas apropiadamente por planillas 
de cálculo com erciales com o por ejem plo M icrosoft Excel.

El resultado del test del aire exhalado con ácido octanoico, 
el tiempo medio de vaciam iento gástrico, es valioso por ser 
una medida cinética. Estrictamente hablando, esta información 
puede ser calcu lada del gráfico de “enriquecim iento  del 
trazador en función del tiem po” sin tener que convertirlo a 
PD R . Sin em bargo  es esencia l exp resar el resultado en 
unidades de PDR en ciertas pruebas de aire exhalado (ver 
abajo).

El estudio an terior fue realizado utilizando un IRM S 
AP2003 diseñado para el análisis automático de test de aire 
exhalado con l3C. Este equipo es fabricado actualm ente por 
GV Instruments, Crewe Road, Wythenshawe, Manchester M23 
9BE, UK (tel: +44 (0) 1619022100; fax: +44 (0) 161 9022198; 
http://www.gvinstrum ents.co.uk).

Prueba del aire exhalado para estudiar la insuficiencia de 
la lipasa pancreática con 13C - m ezcla de triacilgliceroles

U na nueva m olécula, m ezcla de triacilg liceroles (1.3 
d is te a r il  2 - [ l - 1 3 C ] o c ta n o i l -g l ic e ro l) ,  fu e  d ise ñ a d a  y 
desarrollada por Ghoos y colaboradores (12,13), para detectar 
trastornos de la digestión debidos a una baja secreción de la 
lipasa pancreática. El producto está disponible comercialmente 
(w w w .iso tope.com ). P ara  la p rueba el triacilg licero l se 
incorpora en una com ida y se consum e. Se obtiene una serie 
de muestras de aire exhalado com o en la prueba del ácido 
octanoico. Cuando el sustrato con l3C es digerido por completo, 
las moléculas de ácido esteárico sin m arca son removidas de 
las posic iones sn-1 y sn-2 po r la lipasa pancreática. El 
monoacilglicerol o ácido graso no esterificado que resulta es 
fácilmente absorbido y transportado al hígado, donde se oxida, 
liberando 13C 0 2, que se exhala en la respiración. Pacientes 
con b a ja  secrec ión  de lip asa  p an c reá tica  dan una baja 
recuperación de 13C en el C 0 2 de la respiración (14).

http://www.med.rug.nl/sign
http://www.gvinstruments.co.uk
http://www.isotope.com
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Test del aire espirado con 13C-triacilglicerol mezcla

•  PS

■ pi

calcular cPDR durante 6 horas en una prueba de aire exhalado 
con m ezcla de triacilgliceroles. Los sím bolos claros son los 
valores medios de cPDR para pacientes con páncreas norm al 
(n = 19, mostrados con su rango). Los símbolos oscuros son 
los cPDR m edios de los niños con fibrosis quística, que han 
recibido la terapia prescrip ta del reem plazo de la enzim a 
pancreática pero no tom aron el PERT con la com ida de prueba 
(n = 5, m ostrados con su rango). E stos estudios fueron 
realizados usando un IRM S Europa ABCA diseñado para el 
análisis automático de las pruebas de la respiración con l3C. 
Este IRMS se fabrica actualm ente por: SerCon Ltd, Wistaston 
Road Business Centre, W istaston Road, Crewe, Cheshire CW2 
7RP, U K  (Tel: + 44-(0)1270-580008; Fax: + 44 -(0 )I270 - 
252310; http://w w w .sercongroup.com )

T i e m p o  ( h ) AGRADECIMIENTOS

FIGURA 19

La F igura 19 m uestra los valores de PD R  acum ulados 
(cPDR) en C 0 2 del aire exhalado por niños con fibrosis quística 
del páncreas luego de realizar el test del aliento con la m ezcla 
de triacilgliceroles páncreas norm al, P S ;1  insuficiencia 
pancreática, PI). Este test ha sido aplicado con éxito para 
calcular la suplementacíón necesaria de enzim as digestivas en 
niños con fibrosis quística (15-17). Aquí es esencial una medida 
exacta del PDR (18).

id 60 ‘*o
2O Ta
3  50 ■ 
fi
-  T

-S 40 • t i■a Tre

0 --------------------------------------------------------------------------
Reposo estimado Medición en reposo Medición en actividad

VCOa estimado

FIGURA 20

L a F ig u ra  20 m u e s tra  la im p o r ta n c ia  de o b te n e r  
estimaciones correctas del C 0 2 producido para proporcionar 
datos exactos de cPDR. Las estim aciones de VCOv  del ritmo 
cardíaco en condiciones de esfuerzo, fueron utilizadas para

Querem os expresar nuestro agradecim iento al Organismo 
Internacional de Energía A tóm ica por haber apoyado el Curso 
de Aprendizaje de H erm osillo, por darnos la oportunidad de 
haber participado y por habernos m otivado a realizar este 
trabajo. F inalm ente quisiéram os expresar nuestro aprecio a 
nuestro anfitrión, el Centro de Investigación en Alimentación 
y Desarrollo, A.C.
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A N EX O  1

Una breve introducción a dos tem as básicos de Física, 
m o v im ien to  c irc u la r  y cam po  m a g n é tic o , ay u d a rán  a 
com prender las razones acerca de la separación de los isótopos 
en una muestra de aire espirado y la cuantificación de las 
relaciones isotópicas.

1. M ovim iento c irc u la r

Cuando un ión se m ueve en un cam po magnético en forma 
tal que la dirección del vector velocidad  es perpendicular al 
v e c to r  in d u c c ió n  m a g n é t i c a ,  la  tr a y e c to r ia  es un a  
circunferencia.

F IG U R A  21

O

En la Figura 21 consideramos una carga positiva, en movimiento, en 
dos puntos M y N de su trayectoria. El campo magnético es perpen­
dicular al papel y sale de la página.
El vector gris representa la fuerza que la inducción magnética B 
ejerce sobre la carga eléctrica que se mueve con velocidad v. La 
dirección de la velocidad es tangente a la trayectoria en cada punto. 
Los vectores que entran al papel pueden representarse ® (es la cola 
de una flecha) y los que salen q  (la punta de la flecha).

En lo sucesivo cuando aparezca la  m agnitud en n eg rita , 
estarem os refiriéndonos a un vector; en cam bio la magnitud 
en letra normal refiere al m ódulo o intensidad de ese vector.

Esta situación puede com pararse al m ovim iento de una 
piedra atada con una soga. L a piedra se m antiene en una 
trayectoria circular m ientras exista la tensión en la cuerda. Si 
la cuerda se rompe, la piedra se m overá en una trayectoria 
rectilínea con una dirección coincidente con la que tenía el 
vector velocidad en el m om ento de cortarse la cuerda.

En el caso de la piedra las fuerzas son de con tac to , las 
transm ite la cuerda; en el espectróm etro de m asa las fuerzas 
se ejercen a d istanc ia.

En la F igura 21 los vectores v M y vN represen tan  las 
v e lo c id a d e s  ta n g e n c ia le s  in s ta n tá n e a s  en M  y N 
respectivamente.

Se define la velocidad  tan g en c ia l com o el cociente entre 
el arco recorrido y el tiempo em pleado en recorrerlo; en forma

más rigurosa debemos decir que es el límite del cociente en­
tre As y At cuando At tiende a cero. En estas circunstancias 
el arco puede considerarse de la misma longitud que As, por 
lo que toma sentido la primera definición.

La letra griega A se usa para sim bolizar el “ incremento 
de” la variable que la  sigue. Reem plaza a la diferencia entre 
el valor que tom a la variable al final y el que poseía al inicio 
del intervalo considerado.

Si tra s la d a m o s  a los v ec to res  q u e  re p re se n ta n  las 
velocidades a un origen com ún podrem os hallar el vector 
diferencia (Av) entre vM y vN (Figura 22).
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'M m
Av

n

Para que se com prenda, podem os presentar a la diferencia 
entre vectores com o una sum a entre v y Av. Entonces:

v„ + Av = vKI resultando Av = vM -  v.„
M N N M

C onceptualm ente, el cam bio  de la velocidad (Av) en 
función del tiempo es la aceleración. Si consideramos el punto 
N  cada vez más próxim o a M , con el tiem po tendiendo a cero 
será:

dv/dt = a  la dirección y sentido de a  serán iguales a los de
dv

Cuando los puntos M  y N son suficientem ente próxim os, 
el Av se hace perpendicular a v y por lo tanto también la 
aceleración a.

Es decir que la aceleración en cada punto de la trayectoria 
tiene una dirección que coincide con el radio y el sentido es 
hacia el centro.

Por ello se denom ina acelerac ión  ce n tr íp e ta  y com o la 
relación con la  fuerza es la m asa del cuerpo (signo positivo), 
obviam ente la fuerza que produce esa aceleración coincide 
en dirección y sentido, la m arcam os con gris (Figura 21), y se 
llama fu e rza  cen tríp e ta .

Esta fuerza es responsable del cam bio de dirección de la 
velocidad tangencial.

Podem os notar que los efectos de las fuerzas pueden 
traducirse en cam bios de la velocidad que no se refieran a su 
m ódu lo . P ara  eso se req u ie re  que la  fu erza  tenga  una 
com ponente en la dirección de la velocidad y no es el caso.

La velocidad tangencial es una m agnitud que caracteriza 
el m ovim iento  circu lar. Es m uy sim ple in ferir que esta
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velocidad tangencial es fuertem ente dependiente del radio 
(distancia a la que se encuentra el m óvil del centro de la 
circunferencia). Es necesario encontrar la relación matemática 
entre esas variables.

Cuando un cuerpo gira alrededor de un punto, en un tiempo 
dado “barre” un ángulo.

En el m ovim iento  c ircu la r los ángu los se m iden  en 
“radianes”. Se define un ángulo com o igual a 1 (uno) radián 
cuando subtiende un arco que tiene una longitud igual al ra­
dio. Así, a un ángulo de 360° le corresponde un arco igual a la 
longitud de la circunferencia.

O sea si querem os establecer la equivalencia en tre el 
sistema sexagesimal y el radián podem os tom ar en cuenta esa 
relación y dado que medir es com parar con la unidad debemos 
referir el arco (la longitud de la circunferencia), al valor del 
radio.

2  *  n *  R
360° equivale a ----------------- = 2 * it

R
y dado que el cociente entre una longitud y otra longitud carece 
de unidad, el radián es en realidad un núm ero, aunque a veces 
suele aparecer la palabra radianes para referirse al sistem a en 
que estamos trabajando.

Por ejemplo un ángulo de 45° expresado en radianes es: n  /4

O tra magnitud que caracteriza el m ovim iento circular es 
la velocidad angular. Se la representa por £D.

Se define como el ángulo barrido (expresado en radianes) 
en un tiempo dado.

Supongamos que el ángulo “barrido” entre M  y N de la 
Figura 1 sea 9:

C0 = 0  / 1 la unidad de C0 es s 1, (¡ojo!, 0  m edido en radianes)

La velocidad angular (0 es un vector. La expresión ante­
rior permite el cálculo del m ódulo del vector. La dirección es 
perpendicular al plano de la trayectoria, pasa por el centro de 
la misma y el sentido está dado por las reglas del cálculo vec­
torial. Más adelante, cuando hablem os de cam po magnético, 
se encuentra desarrollado detalladam ente cóm o se determ ina 
el sentido en estos casos.

Indudablemente la velocidad angular está relacionada con 
la velocidad tangencial (v).

La velocidad tangencial no es otra cosa que el camino 
recorrido (un arco) en un cierto tiempo.

v = a r c o / t  (1)
¿cómo se mide la longitud de un arco?

Por lo que hemos dicho, al arco le corresponde un cierto 
ángulo, que medimos en radianes.

Si el ángulo es 0 podem os establecer esta proporcionalidad: 

arco _  2 * tt * R 

~~0 2  * 7t

Simplificando: arco /  0  = R  => arco = 0  . R

0 * RReem plazando en (1): V = ----------
t

y com o 0 / t= C D  V =  C0 .R

Se interpreta que la velocidad tangencial es directam ente 
proporcional al radio de la trayectoria.

Así, por ejemplo, cuando gira una fila de soldados, el que 
se encuentra en el centro de giro casi perm anece en el lugar 
(velocidad tangencial casi cero) pero el del extremo distal 
tiene que m overse muy rápido para que no se pierda la línea. 
Sin em bargo el ángulo que describen es el mismo, es decir 
ambos tienen la m ism a velocidad angular.

En las Figuras 21 y 22 los triángulos OM N y omn son 
semejantes, porque son isósceles y los ángulos que forman 
los lados iguales entre sí son iguales (dos triángulos son 
sem ejan tes cuando  los ángu los son iguales y los lados 
hom ólogos son proporcionales).

A s  A v . v * A s
Entonces: ------= ------  A v = ------------

R  v R

v * A s
a = Av / 1 => a = ------------ pero As / 1 = v

R * t

v * v
resulta: a = --------------- y a = v2/ R  (2)

R

La expresión (2) será utilizada a continuación.

2.- Campo m agnético

L a fu e r z a  d e  o r ig e n  m a g n é tic o  es d ire c ta m e n te  
proporcional a la carga del ión, a su velocidad y al campo 
m agnético de inducción m agnética B.

La expresión m atem ática que perm ite calcular la fuerza es:

F = q . (v x B)

v x B es el producto vectorial de am bos vectores. Por ello es 
un vector.

E l m ódulo del vector F  es: F  = q . v . B . sen cp 

siendo (p el ángulo que form an los vectores entre sí.
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E n  el caso  de l e s p e c tró m e tro  de m a sa , v y B son 
perpendiculares y sen cp = 1

Por definición de producto vectorial, la dirección del vector F 
es perpendicular al plano que determ inan v y B.

E l s e n tid o  de F q u e d a  d e te rm in a d o  al o p e ra r  
matemáticamente. Asignando a cada uno de los vectores v y 
B los sentidos de los ejes coordenados cartesianos +x e +y, 
respectivamente, resulta para F el sentido +z.

En form a práctica el sentido de F queda determinado por 
una regla denom inada “de la mano derecha” .

El vector B “sale” de la palm a de la mano derecha, los 
dedos (menos el pulgar) deben apuntarse en el sentido de la 
velocidad. Separando el pulgar en ángulo recto con el resto de 
los dedos, el mismo apunta en el sentido de la fuerza si el ión 
es positivo. Si en cambio la carga fuese negativa el sentido de 
la fuerza será opuesto al que apunta el pulgar.

Hay otras formas “más fam iliares” . Si se vuelca (gira) v 
sobre B (en un ángulo m enor que 90°), el sentido en que 
avanzaría un sacacorchos o un tornillo de rosca derecha daría 
el sentido de F.

De todo esto resulta que en el m om ento en el que un ión 
penetra en un campo magnético en form a perpendicular al 
m ism o, com ienza a actuar una fuerza  perpendicular a la 
velocidad que hace que cam bie su dirección de form a tal que 
describe una trayectoria circular.

Cuando el ión abandona el imán cesa la fuerza magnética 
y entonces el ión sigue con una trayectoria rectilínea llegando 
a la zona de recolección de los iones.

El módulo de la fuerza es F  = q . v. B
También F = m . a  => m . a = q . v. B y com o en este 
caso la fuerza es la fuerza centrípeta, la aceleración es la 
centrípeta.

De acuerdo a (2) a = v2 / R

m * v 2   m * v  . v
resulta _______ = q * v * B = > ----------= r  => R = ---------m

R q *  B q *  B

¿Cómo se lee esta ecuación? El radio que describe el ión 
en un cam po m agnético  depende de cuatro variables: la 
velocidad (v), la carga (q), la inducción magnética B del campo 
magnético y la m asa (m) del ión.

D os de estas variab les , la  carga (q) y la inducción  
magnética (B) son sim ilares para todos los iones. La Figura 
muestra un esquem a de un espectróm etro de masa que cuenta 
con un se lec to r de velocidad. Este dispositivo permite que 
ingresen a la zona de acción del imán del espectróm etro sólo 
los iones que poseen determ inado valor de velocidad.

Los iones producidos en la fuente de iones, son acelerados 
y penetran a una zona donde interactúan, un campo eléctrico 
(E), que ejerce una fuerza eléctrica (Fe|) sobre el ión en un 
sentido (hacia abajo), y un cam po magnético, perpendicular 
al campo eléctrico y a la velocidad del ión, que ejerce una 
fuerza m agnética (F mag) en sentido opuesto a la anterior. El 
campo eléctrico E  es producido por dos placas conductoras 
sometidas a una diferencia de potencial V y separadas por 
una distancia d.

Escribamos las ecuaciones correspondientes:

Fe! = q • E => Fel=q.V/d 1
L v =  V / B  . d 

Fmag = q -v  B J

Debido a que estas fuerzas F r| y F  son opuestas, si sus 
m ódulos fuesen iguales los iones con velocidad v tendrían un 
m ovim iento rectilíneo uniform e.

Los iones con velocidad m ayor que V/B.d se desplazarán 
según el sentido de la fuerza magnética y si la velocidad fuese 
m enor que ese valor lo harán en el sentido de la fuerza 
eléctrica. En estos dos casos no pasarán por un diafragm a 
ubicado geom étricam ente en la trayectoria de los iones que 
poseen velocidad v.

Dado que los com puestos isotópicos sólo difieren en su 
masa nuclear, una m ezcla de isótopos que poseen la misma 
carga eléctrica, la m ism a velocidad y se mueven en una zona 
de igual ind u cció n  m a g n é tica  d esc rib irán  tray ec to ria s  
circulares de diferente radio.

Esta es la razón que hace a la espectrom etría de masas el 
método de elección para determ inar la com posición isotópica 
de un elem ento en una muestra.
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A N EX O  2 A N EX O  3

La energía de los iones puede calcularse considerando que 
la carga eléctrica de los iones se debe a la pérdida de un electrón 
y siendo la carga del electrón de -1.601864 * 1 0 19 coulomb, 
resulta:

energía = q . V => energía = 1.601864 * 1 0 19 C * 3000 V 
energía = 4.805592 * 1 0 16 J

Esta energía se transfiere com o energía cinética a los iones 
producidos en la fuente de iones.

Calcularemos las velocidades que alcanzan los diferentes 
isótopos C 0 2+:

En general: E . = m .v2 /  2

2* 4,805592 *1CT1t>J 758067,677 m>v = tf.. ______— =>v = -
N * 1,67248 * 10 kg VÑ

Reem plazando N por los valores de m asa 44, 45 y 46 
(expresan el número de nucleones) resultan los siguientes 
valores de velocidad:

Para calcular los radios, prim ero deducimos una ecuación 
general y luego la aplicarem os a cada isótopo.

Edn - r m v 2 => v = , P  ĉin y com o R = ^
m

resulta

m
qB

2 E ci,

m

_ 1 fm 2q  V 1 I 2  m V
R ~ B Í ^ T ^ R = ]

p  _  1 2 * N * 1,67248 * 1 0 27 kg * 3000 V
^  0,47 Tesla V 1,601864 *10 '19 C

donde: Tesla: es la unidad de medida de la intensidad de campo 
m agnético
N: núm ero de nucleones 
m asa de 1 (un) nucleón: 1,67248 * 10'27 kg 
diferencia de potencial de aceleración de los iones: 
V =3000 V
intensidad del cam po magnético:
B = 4700  Gauss =  0 ,47  Tesla  
carga elemental: q = l ,601864 * 1 0 19 C

V =114.283,0023 m/sec;V =113.006,0572 m/sec y V =111.770,982 m/sec
44 45 46

Los cálculos fueron realizados asignando el valor de
1,67248 * 10‘27kg a la masa del nucleón (protones y neutrones). 
Estrictamente existe una diferencia a favor del protón pero la 
misma no fue considerada en este caso.

Tampoco fue considerado el aporte de la m asa de los 
electrones de los iones debido a que se estim ó que no afectaba 
a los resultados.

Los valores de velocidad se encuentran alrededor de los
400.000 km/h.

realizando las operaciones nos queda: 

R =
7,9148606 *10~J m f yj- 

0,47

Ahora resta sim plem ente reem plazar a N  por los valores 44, 
45 y 46.

R = 0,1117 m R = 0,1130 m R = 0,1142 m
44 45 46

Estos valores son coherentes con la geometría del imán
que posee el espectróm etro.

Todo el desarrollo anterior puede resumirse a través de la
ecuación: ,  ,

m _ B * R
q 2 *  V

q u e e x p re sa  a d e c u a d a m e n te  la s c o n d ic io n e s  del 
espectrómetro.

En esta expresión los valores de la carga eléctrica de los 
iones q, el potencial acelerador V y la inducción m agnética B 
son los mismos para todos los isótopos. Por ello los radios R 
de las trayectorias, dependerán de la m asa m  del ión (que 
puede calcularse com o el valor de la masa de un nucleón 
multiplicada por el núm ero de nucleones). Además el valor 
de B es fijo y V resulta de la selección del voltaje pico.





PROLOGUE

This report seeks to answer some o f  the questions raised during the practical training course organized within the framework 

of ARCAL-RLA-6042-IAEA project “Early diagnosis o f Helicobacter pylori infection by means o f nuclear techniques“ un­

dertaken in Hermosillo, M éxico, during the first w eek o f N ovem ber 2003. W e include some general aspects o f Helicobacter 

pylori infection as well as the current m ethod for the determination o f 13/12C 0 2 ratio in exhaled air to detect the presence o f this 

bacterium in the gastric mucosa, the U rea Breath Test (13C-UBT). W e hope that this manual will be useful and understandable 

for the interested reader. Any doubts suggestions, corrections and questions will be welcomed and answered with pleasure.
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The usefulness of stable isotopes in nutrition and human health: 
the application of mass spectrometry and 13C-breath tests to 

detect Helicobacter pylori infection
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SUMMARY. The interest in Helicobacter pylori has escalated in 
recent years. H. pylori may produce a chronic gastric infection which 
is usually life-long and many epidemiological studies have shown 
that this is the most common bacterial infection throughout the world 
involving 50% of the world population. Thus, it is clear that the 
diagnosis of H. pylori infection represents at least a key step in the 
management of many of the patients referred to the gastroenterolo­
gist. Additionally, due to the wide range and relevance of patholo­
gies possibly related tho this infection, from micronutrient malnutri­
tion and co-infections to malignancies, there is the potential for H. 
pylori to be a major health problem. Improved methods for the diag­
nosis and follow up treatment o f the infection have been developed. 
Use of stable isotopes as non-invasive and safe diagnostic methods, 
namely (l3C) breath tests, has been the key to a new era of research in
H. pylori epidemiology and diagnosis as well as the establishment 
of eradication therapies. This non-invasive nuclear technique, that is 
considered the gold standard for the diagnosis of this bacterial infec­
tion, has successfully been standardized and implemented along Latin 
America. Taking into account the high prevalence of this bacterial 
infection, the impact of this technique in the whole region is very 
high. In this article we discuss several aspects of this methodology 
in order to harmonize the application of this method in developing 
regions.
Key words: Helicobacter pylori, UBT, diagnosis, stable isotope, 
mass spectrometry.
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RESUMEN. Utilidad de los isótopos estables en salud humana y 
nutrición: espectrometría de masas y test de aliento con ,3C-urea 
aplicados a la detección de infección por Helicobacter pylori. El
interés en investigación en el área de Helicobacter pylori se ha 
incrementado en los últimos años. La infección por H. pylori puede 
producir gastritis crónica a lo largo de toda la vida. Varios estudios 
epidemiológicos han demostrado que esta infección bacteriana es la 
de mayor prevalencia en el mundo, afectando el 50% de la población 
mundial. Asi, es claro que el diagnóstico de la infección por H. pylori 
representa un paso clave en el manejo de los pacientes que acuden al 
gastroenterólogo. Asi mismo, debido al amplio rango de patologías 
relacionadas con la infección por esta bacteria que van desde la 
deficiencia de micronutrientes a procesos neoproliferativos, 
demuestran el potencial efecto nocivo que puede provocar la infección 
por H. pylori en la salud humana. En los últimos años se han 
mejorado significativamente los métodos de diagnóstico. El uso de 
isótopos estables, especialmente los denominados prueba del aire 
exhalado, como métodos seguros y no invasivos, han sido un paso 
clave en una nueva era de investigación dedicada al diagnóstico como 
asi también en la elección de las terapias de erradicación para H. 
pylori. Esta técnica nuclear no invasiva, que actualmente es 
considerada método de referencia para la determinación de la 
infección por H. pylori, ha sido exitosamente implementada en 
América Latina. Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de la 
infección por H. pylori , el impacto de la implementación de esta 
metodología en la región es muy alto. En este artículo se discute en 
forma detallada los aspectos de esta metodología para armonizar la 
aplicación de este método diagnóstico en las regiones en vías de 
desarrollo.
Palabras clave: Helicobacter pylori, UBT, diagnóstico, isótopos 
estables, espectrometría de masas.

INTRODUCTION

The interest in H elicobacter pylori has escalated in recent 
years. H. pylori may produce a chronic gastric infection which 
is usually life-long and m any epidem iological studies have 
shown that this is probably one o f the m ost com mon bacterial 
infections throughout the world involving 50% o f the world 
population. Thus, it is clear that the diagnosis of H. pylori 
infection represents at least a key step in the managem ent of 
m any o f the patien ts re ferred  to  the gastroen tero logist.
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Additionally, due to the w ide range and relevance of 
p a th o lo g ie s  p o ss ib ly  re la te d  to  th is  in fe c tio n , fro m  
m icronutrient malnutrition and co-infections to malignancies, 
there is the potential for H. pylori to be a major health problem. 
Im proved methods for the diagnosis and follow  up treatment 
o f the infection have been developed. U se o f stable isotopes 
as non-invasive and safe diagnostic methods, namely [l3C] 
breath tests, has been the key to a new era o f research in H. 
pylori epidemiology and diagnosis as well as the establishment 
o f eradication therapies.

Helicobacter pylori

H. p y lo r i  is a G ra m -n e g a tiv e , sp ira l sh ap ed , 
m icroaeroph ilic  bac terium  iso la ted  from  hum an gastric 
m ucosa that produces large am ounts o f  urease, an enzyme 
that hydrolyses urea into carbon dioxide and ammonia.

There are two identified patterns o f infection for H. pylori. 
In the firs t instance, develop ing  coun tries have a large 
proportion o f children infected during early life and almost 
all adults are colonised. S tudies show ed a prevalence of 
approximately 13-70% in subjects between 0-20 years of age 
and 70-94%  in those older than 30. The second pattern is 
characterized by the increase in the prevalence o f H. pylori 
infection from 20 years onwards, and it is typical o f developed 
countries with values of 5-15%  prevalence in children and 
20-60%  in individuals between 30-75 years o f age. Thus, it is 
accepted that H. pylori infection is dissem inated worldwide, 
with an average prevalence o f 50%. There is also an inverse 
relationship between the prevalence o f the infection and the 
socioeconomic status o f the population concerned.

This bacterium may produce chronic antral gastritis, peptic 
ulcer and is associated with stomach cancer. H. pylori carriers 
are up to 15 times m ore likely to develop duodenal ulcers 
than H. pylori negative individuals. The predominant infections 
and concom itant inflam m ation in duodenal and gastric ulcers 
tend to occur in the antrum and corpus, respectively. The most 
convincing evidence that H. pylori is a key pathogen in peptic 
ulcer disease is the observation that its eradication dramatically 
reduces the ulcer recurrence rate. The hypothetical cascade of 
events in the pathogenesis o f duodenal ulcer initiates with the 
infection causing inflammation in the mucosa. This leads to 
alterations of regulatory horm ones with the net effect o f acid 
h y p e rse c re tio n . T h e  d u o d e n a l m u c o sa  re a c ts  to ac id  
hypersecretion with the formation o f gastric metaplasia, which 
in turn allows H. pylori to colonize the duodenum . The final 
event o f mucosal breakdown is caused by several facultative 
factors. In the long tim e interval between initial infection and 
the occurrence o f  in testinal-type gastric carcinom a, data 
suggest that H. pylori-associated chronic gastritis evolves 
through atrophy, intestinal m etaplasia and dysplasia. Many 
factors involved in H. pylori virulence have been studied in

detail, including urease, the vacuolating cytotoxin (Vac A), 
the product o f cy totoxin-associated  gene A (Cag A), the 
neutrophil-activating protein (NapA) and lipopolysaccharide. 
Bacterial adhesion to the mucosal surface is an initial important 
step for colonization and infection. On the other hand, it is 
widely accepted that H. pylori adheres to receptors in the 
gastric epithelium  by means o f specific adhesins. This is a 
topic worthy o f further investigation to clarify mechanisms of 
H. pylori colonization and the possibility o f developing new 
strategies for treatment. ^

H. p y lo r i  h as  a lso  b ee n  lin k e d  to  m ic ro n u tr ie n t 
malnutrition. Even though nutrient absorption does not take 
place in the stomach, this organ contributes to the process by 
means o f the secretion o f hydrochloric acid and enzymes, 
which during the digestive process, help not only to release 
the micronutrients from  the food m atrix but also, in the case 
o f the essential minerals, to render them soluble. Achlorhydria 
(a decrease o f hydrochloric acid secretion) occurs in 40-50%
H. pylori infected patients. A  consequence of which is poor 
absorption o f m icronutrients, which may com prom ise the 
nu tritiona l sta tus o f  in fec ted  ind iv iduals p rovok ing  the 
appearance of deficiency symptoms.

Stables isotopes in nutrition and m etabolic research

Nuclear techniques have been used to determ ine dynam ic 
aspects o f m etabolism  in both animals and humans. Isotopes 
can be radioactive or stable, and the latter allows the use of 
them in vulnerable groups, such as pregnant women and 
children where radioactive isotopes may have an unacceptable 
medical risk. The global nutrition com m unity has recognized 
the significance o f  isotope techniques, especially utilizing 
stable iso topes, as p rov id ing  accurate and non-invasive 
methods for m easuring nutrient assimilation, nutrient status 
and related metabolism. As investigative tools, stable isotopes 
are now seen to be invaluable, since there is virtually no health 
risk involved in their use. They are therefore preferred for 
work in humans, especially infants and pregnant women. They 
can be adm inistered either orally or intravenously and when 
incorporated into metabolic products, such as body water, urea 
or C 0 2, they can be easily sam pled in saliva, milk, breath, 
urine and stool.

I3C breath tests are based on the delivery o f a I3C-labelled 
substrate into the body by oral ingestion or by injection. A 
specific enzyme in the target tissue then selectively metabolizes 
the substrate such that the tracer is irreversibly released as 
13C 0 2 into the body’s bicarbonate pool. The tracer is then 
transported by the circulation and exhaled in the breath. The 
pattern o f breath 13C 0 2 enrichm ent over time can be measured. 
The isotope analysis can be perform ed by isotope-ratio mass 
spectrometry (IRMS).
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l3C-breath tests are mainly used as research tools, but they 
can be applied successfully in less privileged countries, as 
they are simple to perform and can be reliably used to evaluate 
gastrointestinal function. The test can be presented in a kit, 
which can be used in all members of the population. Breath 
samples can be stored unaltered in economical collection tubes 
(e.g., Exetainers) for up to six months before being sent to a 
centralized analytical laboratory by standard mail.

The urea breath test to detect the presence of H. pylori in 
the stomach is the simplest breath test. The high urease activity 
by H. pylori has facilitated the developm ent o f diagnostic 
m ethods using  e ith e r  l4C -u rea  or 13C -u rea , w hich are 
hydrolysed to labelled CO, and exhaled. These methodologies 
have the advantage o f representing the whole stomach surface 
and of being non-invasive. U ntil now , several invasive 
endoscopic methods have been used in the diagnosis o f the 
gastric infection by H. pylori including histology, culture, rapid 
urease test and polymerase chain reaction. None of these can 
be considered a reference method since samples obtained by 
endoscopy are focal in nature and do not represent the whole 
stomach surface.

In th is repo rt, we w ill d esc r ib e  and d iscu ss  som e 
methodological aspects related to the diagnosis of Helicobacter 
pylori infection by mass spectrom etric analysis o f thel3/l2CO, 
ratio in exhaled breath.

13C -urea b re a th  test (13C-UBT)

The l3C-urea breath test is used to diagnose H. pylori 
infection. In this test, l3C-urca is adm inistered orally in a test 
meal (commonly natural orange juice), and urease secreted 
by H. pylori in the stomach acts hydrolyses urea to release 
13CO,. 13C O ,then enters into the body’s bicarbonate pool and 
is excreted in breath. B reath 13C 0 2 enrichm ent can be 
measured by IRMS. An increase in breath enrichment of l3CO, 
within 45 minutes of the ingestion of 13C-urea is indicative of 
the presence of H. pylori in the gastric mucosa.

M ethodology as pe rfo rm ed  in L a tin  A m erica

- Fasting for 6 hours.
- Basal samples in duplicate.
- Intake of 50-100 mg of l3C-urea in test meal (natural or­

ange juice).
- Breath samples at 30 and 45 min after 13C-Urea intake.
- M easurement o f the breath samples by IRMS.

M ateria ls: (Fig. 1) A few materials are needed to perform the 
test, they are:
- 50-100 mg of 13C-urea.

Test meal: natural orange juice.
Straw

- Four Exetainers: two for the basal samples (red cap) and 
two for 30 and 45 minutes post l3C-urea intake (blue cap).

F IG U R E  1

A ddition  of the 13C -u rea  in to  the test m eal (Fig. 2).
The 13C-urea is easily dissolved in the test meal by stir­

ring. It does not alter the taste of the meal.
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F IG U R E  2

T eeth  b rush ing  (Fig. 3).
Teeth should be cleaned before ingestion o f the 13C-urea 

test meal to decrease the potential interference of bacteria in 
dental plaque.

It should be done without toothpaste, using only water.

F IG U R E  3

B asal b rea th  sam ples (Fig. 4),
Basal breath samples should be taken in duplicate to de­

termine the basal 1VI2C 0 2 ratio using the Exetainer with red 
cap.

Breath should be sampled by blowing through a straw into 
the Exetainer

F IG U R E  4

u C -urea- test m eal in tak e  (Fig. 5).
The whole test meal containing the 13C-urea dose must be 

taken.

F IG U R E  5

T eeth  b ru sh in g  (Fig. 6).
Teeth should be brushed after consumption of the 13C-urea 

test meal to wash out any residual 13C-urea in the oral cavity 
where bacteria may show urease activity, which would inter­
fere with the test. Clean teeth without using toothpaste. Use 
only water.
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F IG U R E  6 F IG U R E  8

3 0  minute breath sam ple  (Fig. 7).
Use the Exeteiner with the blue cap.
Breath should be sampled by normal-deep breath blowing 

into the Exetainer through the straw.

Breath sam p les  for  m easu r in g  (Fig. 9),
Each breath sample is identified by means of a bar-code 

label. Samples can be kept at room temperature for up to 6 
months. They could be submitted to a central laboratory by 
standard mail.

* T 'f  4m l 1 *
F IG U R E  7

45 minute breath sam ple  (Fig. 8).
Use the Exeteiner with the blue cap.
Breath should be sampled by normal-deep breath blow­

ing into the Exetainer through the straw.

F IG U R E  9

The basal value is determined in duplicate and then samples 
are collected 30 and 45 minutes after the ingestion of approxi­
mately 250 cm1 of natural orange juice to which 50 mg of 
urea enriched with nC  are added. This form of administration 
delays gastric emptying of the labelled urea and favors con­
tact with the whole gastric mucosa. This is important for the 
sensitivity of the method since H e lic o b a c te r  p y lo ri does not 
colonize the whole gastric mucosa but only patches.
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M ass spectrometry

The mass spectrometer, the cyclotron and the J.J. Thom p­
son device are based on the interaction of electric and m ag­
netic fields with ions, i.e., electrically charged atoms or m ol­
ecules. In 1887 J.J. Thompson at Cam bridge (England) m ea­
sured for the first time the electron charge/m ass ratio using a 
vacuum glass tube in which a bundle o f electrons is pulled 
out o f the cathode and accelerated to a screen covered with a 
fluorescent substance that indicates the im pact site. Lawrence 
and Stanley Livingston o f California University discovered 
the cyclotron in 1931. This consists o f two m etallic chambers 
in the shape of the letter D, in which it is possible to produce 
a pulse of atomic particles with high speed.

Conceptually, mass spectrometry is the separation o f ions, 
which are produced and separated or filtered according to their 
mass/charge ratio (m/z) and finally detected. M any different 
instruments have been developed using this principle. Breath 
l3C enrichm ent is measured using an isotope ratio mass spec­
trom eter (IRMS). The first gas source IRM S was designed by 
Alfred Nier in 1947 (1).

Recent advances, especially in sample introduction tech­
nology, have increased the efficiency, sensitivity and speci­
ficity of this technique through the introduction of continu- 
ous-flow IRMS by Preston and co-workers (2,3,4). In con­
tinuous flow instruments, C 0 2 is separated from  the other 
com ponents o f breath, in a helium stream, by gas chrom atog­
raphy. W ater is removed and the pure C 0 2 is carried into the 
IRM S, eliminating the need for off-line sample preparation. 
The addition of an autosam pler and com puter controlled in­
strumentation lead to the first fully automated system for analy­
sis o f breath 13C 0 2 enrichm ent (5). O ther advances include 
introduction of user-friendly software, allowing the spread of 
IRMS instrumentation to many laboratories around the world.

Isotopes

Isotopes are form s o f an elem ent o f  differing mass that 
have the same num ber of protons (and therefore electrons), 
the difference being the num ber of neutrons.

Electrons are responsible for their chemical behavior and 
therefore isotopes cannot be differentiated by chemical reac­
tions, but as the num ber of neutrons is different their mass 
will be different.

The accepted nom enclature to designate a nuclide is

A
Xz

X: nuclide; A: mass num ber (A = Z + N); Z : atomic number,
i.e., the num ber of protons; N : num ber o f neutrons.

Isotopes o f the same chem ical elem ent have the same Z 
and differ in A. In 13C breath tests, we need to consider the 
isotopes present in C 0 2 in the breath sample.

Table 1 shows the percent com position o f C and O of their 
stable species, i.e., their isotopic abundance.

Table 1
Atom Isotope Isotopic abundance (%)

C ,2C 98.89
l3C 1.108
14C Very low

O !6Q 99.76
l70 0.04
I8Q 0.2

The elements contain stable or radioactive isotopes.
In the case o f carbon, we find two stable isotopes, 12C and 

13C and one radioactive isotope, l4C. The three isotopes of 
oxygen shown in the table are stable.

It should be noted that the quantity of 13C naturally present 
in a human being w eighing 70 kg is approxim ately 120 g. 
Thus, if  50 mg 13C-urea (~1 lm g  ,3C) is given for a breath test, 
this is scarcely 0.01 per cent o f the total.

Several m olecular species o f C 0 2 can be form ed by com ­
bining different isotopes.

These molecules o f C 0 2 correspond respectively to masses 
44, 45, 45 and 46.

16Q 16Q 170 18Q

/ /
\

C c c ^
16Q 16Q 16Q 16Q

The probability o f finding theses ions among those formed 
in exhaled breath depends upon the isotopic abundance o f the 
elements. O ther C 0 2 molecules, which could be form ed by 
com bining two or m ore m inor isotopes, have a very low prob­
ability o f being formed. The intensity of ions at mass 44 will 
be some 90-fold greater than that of o ther masses, due to the 
contribution of 12C I60 2 form ed by the m ost abundant isotopes.

Isotope Ratio M ass Spectrom etry

A num ber of IRM S designed specially for autom ated 
analysis o f 13C breath tests are com m ercially available. The 
photograph (Fig. 10) shows the equipm ent installed at the 
Laboratory o f Stable Isotopes applied to Biology and M edi­
cine, School of Pharm acy and Biochem istry, University of 
Buenos Aires, which is a Finnigan BreathM AT (Thermo Elec­
tron Corporation, Tel: Africa +27 11 570 1840, UK +44 1442 
233555; w w w.therm o.com ). Although this instrument is no 
longer com m ercially available, in principle, its design and 
operation are sim ilar to other instruments.

http://www.thermo.com
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F IG U R E  10

The components of the BreathM AT can be seen (from left to 
right) in Figure 10.
1. He and CO, cylinders (partially obscured by an operator).
2. On the table: the mass spectrometer, the autosampler, the 

monitor and the printer.
3. Under the table: com pressor, rotary vacuum pump and 

computer CPU (partially obscured).

The procedure for the diagnosis of infection by H pylori 
using the l3C-urea breath test is described step-by-step (pag. 
29-31).

Following sample collection as described above, the ana­
lytical procedure begins with iden tifica tion  by affixing self- 
adhesive labels with a bar code on the tubes and the location 
of the tube into the autosam pler magazine (Fig. 11). In each 
batch, up to 10 m agazines with 20 tubes each may be located.

Once the bar code has been read by the laser read er, the 
autosam pler makes the maneuvers destined to that the tube is 
punctured by the needle (Fig. 11).

The breath sample is displaced of the tube by means of a 
helium current that enters by the needle. The needle has two 
concentric routes. The helium is introduced through the cen­
tral route, and the breathed air sample enters the needle by a 
lateral orifice and is carried to the IRMS by the same helium 
flow. Once extracted the sample, the tube is pushed towards a 
box but if for some reason, the laser reader cannot read the 
bar code, it is derived to a so r te r  ram p  (Fig. 11) where is 
ordered according to the sequence of measurem ent of the 
samples.

FIG U R E
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The breath sample is transported in a stream of helium to 
an eight-way V A LC O  dig ital valve (Fig. 12). This valve has 
two positions: “load” and “Inject” . In the Load position, the 
sample fills a 2 mL loop. A turn of the valve to the Inject 
position causes the loop contents to flow towards the gas ch ro ­
m a to g rap h  (GC) (Fig. 13). A new turn brings the valve back 
to the Load position and, while the loop is filled, the flow is 
maintained through the GC. The valve turns are controlled by 
the com puter software at predeterm ined times.

The breath sam ple m ainly contains: oxygen, nitrogen, 
water vapor and carbon dioxide.

F IG U R E  13

Gases entering the GC are separated. W a te r  rem oval (Fig. 
13) is accomplished by a permeable membrane. The flow now 
passes through an elem ent called the S ta n d a rd  In jec tion  
Device (Fig. 12), the function of which is to alternate pulses 
o f sample and reference gas.

Gases enter the ion source (Fig. 12), in which high vacuum 
conditions prevail, produced by the tu rb o m o lecu la r vacuum  
pum p (Fig. 14) backed by the rotary pump.

In the ion source there is a tu n g sten  filam ent that emits 
electrons, which ionize a small portion of the CO, transform ­
ing it into a positive ion, CO ,+.

CO, + l e  - >  C O ,+ + 2 e

Ions are form ed follow ing therm ionic emission of elec­
trons from the filam ent and their collision with gas molecules. 
Two small perm anent magnets within the ion source increase 
the probability of collision with a CO, m olecule as they cause 
the electrons to describe a spiral from  the filament. The em is­
sion of electrons is under strict electronic control to maintain 
constant ionization efficiency.

In the ion source there is a high vacuum , 10 6mbar (the 
atmospheric pressure is almost 1,000,000,000 times higher!!!), 
which is produced by two vacuum pumps, a mechanical ro­
tary backing pump and a turbom olecular (high vacuum) pump 
connected in series. In this way the necessary high mean free 
path for the ions is achieved.

The CO,+ ions produced are accelerated through a poten­
tial difference of approxim ately 3000 Volts (accelerating po­
tential). The energy of the electric field produced by this po­
tential difference is transferred to the ions and its value can be 
calculated easily (see Appendix 2).

The Finnigan BreathM AT spectrometer is an IRMS, which 
is a low resolution m agnetic sector MS, and so has no veloc­
ity selector as it will be described in Appendix 1. Ions with 
different mass enter the magnetic field, where they describe 
different radii.

Detection
f a o d a y

F IG U R E  15
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The IRMS is designed to m onitor ions o f mass-to-charge- 
ratio 44, 45 and 46. The detectors are ion collectors called 
F araday  cups (Fig. 15). The different isotopic abundances 
produce currents with different intensities in each detector 
(cupl, cup2 and cup3). Therefore, each am plifier gain is 
optimised (by the value o f the resistor installed) so that those 
receiving the less abundant ions (corresponding to masses 45 
and 46) have ~ 100-fold m ore gain than that corresponding to 
mass 44 (cup 1).

D ata A nalysis

IRMS results are expressed as current intensity ratios (the 
13C 0 2/12C 0 2 ratio is term ed ratio 45 in the Breath M AT soft­
ware). Simultaneous collection o f the isotopic species cannot 
be affected by variations of the total ion am ounts arriving at 
the collectors, since intensity ratios and not their absolute val­
ues are determined. Processing includes com parison o f the 
ratio 45 (actually 45/44) o f the sam ple with the ratio 45 o f the 
C 0 2 reference gas, which has a know n carbon isotopic com ­
position relative to the international standard for carbon iso­
topic composition (notation 8 13C; units %c, per mil). The origi­
nal international standard, a lim estone called Pee Dee Belem- 
nite (PDB) has been exhausted, but a new prim ary standard

has been produced (6). This new standard is known as V ienna 
PDB (VPDB).

The delta value o f  the reference gas has been entered into 
the software, which now automatically undertakes a series o f 
corrections to account for the contribution o f 170  to mass 45 
in the calculation o f  R45/44 (the Craig correction, see scheme 
below). The result is now calculated as 8 13C relative to the 

— reference gas (Del 13), which is then converted to 8 ,3C rela­
tive to PDB (Del 13 PDB ). The final result o f every sample is 
determined by the difference between the Del 13 PDB o f the 
sam ple after the ingestion o f 13C-UREA and the basal Del 13 
PDB. The difference is called DOB (Delta Over Baseline, A). 
The results o f 13C breath tests can also be expressed in units o f 
part per million (ppm) 13C and ppm  13C excess (7).

The precision of analysis becomes poorer at lower than de­
sirable C 0 2 concentration. When the ion current falls below a 
pre-determined minimal value the software produces a “low sig­
n a l” message. In these cases the DOB data that the sheet gives 
automatically should be neglected. Low C 0 2 concentration is 
usually the result poor sample collection, which may be due to 
failure to replace the cap on the Exetainer correctly

The results o f the determ inations appear on a sheet sim i­
lar to that shown here (Table 2).

Table 2

Sample Barcode Name Remarks DOB Del 45 Del 46 Ratio 45 Ratio 46 Del 13 Del 13 PDB mV

Basal 52100 NICOLAS 0.0 5.1 -1.6 1.2 0.4 5.5 -22.6 2398
30 min 52100 Positive 47.3 50.7 1.3 1.2 0.4 54.1 24.7 1980
Basal 52130 0.0 4.8 -0.8 1.2 0.4 5.2 -22.9 2478
45 min 52130 Positive 31.3 35.1 4.3 1.2 0.4 37.3 8.4 1664

Basal 52200 ULISES 0.0 7.1 -4.3 1.2 0.4 7.7 -20.5 2502
30 min 52200 Positive 57.2 62.5 8.3 1.3 0.4 66.4 36.7 604
Basal 52230 0.0 7.0 -4.6 1.2 0.4 7.6 -20.5 2414
45 min 52230 Positive 41.6 47.3 -0.7 1.2 0.4 50.5 21.2 2634

Basal 52300 MARCOS 0.0 9.0 -2.1 1.2 0.4 9.7 -18.5 2477
30 min 52300 Negative 1.5 10.5 -1.8 1.2 0.4 11.3 -17.0 2317
Basal 52330 0.0 6.9 -6.9 1.2 0.4 .  7.6 -20.5 2922
45 min 52330 Negative 2.2 9.2 -2.6 1.2 0.4 9.9 -18.3 2643

The value of the cut-off point o f the test is a DOB higher 
than 3.5, i.e., once the DOB o f a sam ple is higher than 3.5 the 
result will be POSITIVE (8).

Several columns are not shown and the values have been 
rounded to one decimal place to show those o f m ost interest. 
In the second column the num ber, which identifies each pa­

tient, is indicated. A signal indicates when a bar code reading 
has been carried out and the system inscribes the number in 
this column. I f  the signal from  the bar code reader is not 
received, the Exetainer will be put on the ordering ramp once 
the sample has been analysed. The legend “U nknow n” will 
appear in the output follow ed by the num ber indicating the
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sequence order. W hen this occurs for the tenth time, the batch 
will be terminated since the ordering ram p will be full. In this 
eventuality sample identities are entered into the spreadsheet 
manually in the order indicated by the position o f the tube on 
the ramp and the number. The colum n “m V” contains the 
values corresponding to a signal generated in the detector o f 
the ions o f mass 44 (of the isotope l2C 160 160 ) , the most abun­
dant. These values act as a quality control because the signal 
m easured should be higher than the predeterm ined threshold 
value.

6’3c(°/J =[(r„„p1,/R 1] *1 0!

r .  i a r  „ (ra tio  45 /  44 s.lmnl. - ra tio  45  /  44  )
Del 45: 545  =   ^  —  * 1000 (°/„

ratio  45  /  44  r, r

„  • (ra tio  4 6  /  44 - ra tio  4 6  /  44  _ r )
Del 46: Ô46 =    = *  —  » 1000 (°/00)

ratio  4 6  /  44  00

Del 13: The result o f correction for the l70  contribution to 
mass 45 in the calculation o f R45/44. The correction proposed 
by Craig includes two constants (Craig A and Craig B), deter­
mined experim entally (9).

: 8 13C =  CraigA  * 845  - CraigB * 8 4 6  

8 13C =  1 0676758 * § 4 5  -  0 .0 3 3 8 3 6 2 *  §46

6 13C / S 12C

The schematic diagram shows the series o f steps that to­
gether com prise the m easurem ent o f the l3C /l2C ratio in the 
sample and in the reference gas.

R atio  45 an d  46: The ratios established between the signal 
intensities

R ou tine  quality  co n tro l checks

In all routine IRM S operations, regular QC checks are 
undertaken. Peak centering is undertaken to ensure that the 
high voltage is adjusted to optim ize ion beam focus; a stabil­
ity test is undertaken to ensure that any variation o f  isotope 
ratio with time is within acceptable limits; a reproducibility 
or analytical precision test is undertaken to ensure precision 
is acceptable and that ‘zero enrichm ent’ criteria are met. Some­
what less frequently, an abundance sensitivity test (sometimes 
called am ount dependence or linearity) is perform ed to en­
sure that any variation o f m easured ratio with sample size is 
within accepted limits.

In the Finnigan BreathM AT, routine QC tests are known
as:

13 16

R 45 / 44 =
c ,üo 1+ ,2C 170 ,60 + 12C 160 170

12c 16o,

= n R45/44 + 2 *nR45/44

The data appearing with the notation 8  (delta), are generally 
results of a relationship with the reference gas:

1) High voltage; 2) Tim e scan; 3) C 0 2zero _20

1- H igh V oltage Scan  (Fig. 16).
A reference gas peak is scanned over a 10 V range in HT 

to find the optim al accelerating voltage. Once automatically 
selected it should prove stable for the ratio 45/44 (<1 V per 
kV) in a constant tem perature environm ent (18°C).
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3- C 0 2 zero_20
This test is perform ed by undertaking 20 measurements 

o f reference gas. The standard deviation of the Del 13 PDB 
values is calculated by means o f an Excel sheet. The result 
should not be greater than 0.07 per mil. The purpose o f this 
control is to check the reproducibility o f the determinations. 
The data from this test are transferred automatically to a sheet 
which can be exported to Excel (Table 3).

Table 3

F IG U R E  16

2- T im e scan (Fig. 17).
A reference gas peak is m onitored over 10 minutes, at the 

previously selected accelerating voltage. A variation o f <1 per 
thousand in ratio 45/44 over 10 minutes is acceptable.

No. Del 45 Del 46 Ratio 45 Ratio 46 Del 13 Del 13 
PDB

mV

1 -0.16 -0.05 1.18 0.42 -0.17 -28.06 3108.20
2 -0.12 -0.08 1.18 0.42 -0.13 -28.03 3105.40

19 0.00 0.01 1.18 0.42 0.00 -27.90 3076.50
20 0.02 -0.07 1.18 0.42 0.02 -27.88

0.05
3143.90

The value of 0.05 ° /0013C, at the end of the D ell3PD B  
column corresponds to the standard deviation of the 20 pre­
ceding values. The test is satisfactory.

F IG U R E  17
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O ther breath tests in hum an health

The l - ,3C-octanoic acid breath test for solid phase gastric 
em ptying

This test o f solid phase gastric em ptying is described in

full by Ghoos and co-w orkers (10,11). U nlike the case with 
the UBT, w here data is expressed in units o f enrichm ent, the 
convention has been to convert the IRM S data from the oc- 
tanoic acid breath test into units o f  percentage dose recovered 
(PDR), where,

PDR h'1 =
V C 02 (mmol h 1) x breath nC 0 2 enrichment (ppm excess) x 100 

amount substrate taken (mmol) x substrate enrichment (atom % excess x 104)

Note that many IRM S data systems only yield data in 8  
13C units (7). As it is m ore convenient to deal with tracer dose 
in units derived from  atom fraction (atom % excess, o r ppm 
excess), it may be necessary to interconvert units o f enrich­
m ent (7).

A modest dose (typically 100 pi) o f l - '3C-labelled octanoic 
acid is incorporated into the test meal (usually within egg yolk) 
and cooked. The subject remains seated and at rest. They give a 
baseline breath sample and take the test meal. A series o f breath 
samples are given over a 6 hour period. The full protocol is 
available on the SIGN website (www.med.rug.nl/sign).

The F igure 18 shows the output from  a solid phase gastric 
em ptying test. Use o f the curve fitting procedure advocated 
by Ghoos and co-workers (10,11) revealed in this case a gas­
tric emptying half time o f 2.8 hours. Calculations such as these 
that may involve data manipulation and curve fitting are greatly 
facilitated by use o f spreadsheets. All the IRM S m anufactur­
ers provide data outputs that can be readily imported into pro­
prietary spreadsheets, such as M icrosoft Excel.

13C-octanoic acid breath test

a: 
a  
a.

Time (h)

FIG URE 18

The main outcom e o f the octanoic acid breath test is a 
kinetic m easurem ent, typically gastric em ptying half time. 
Strictly speaking, this inform ation could have been calculated 
from  the plot o f tracer enrichm ent with time, w ithout having 
to convert it to PDR. H ow ever it is essential to express the 
outcom e in PDR units in certain breath tests (see below).

The study above was perform ed using an AP2003 isotope 
ratio mass spectrometer system designed for automatic analysis 
o f I3C breath tests. This IRMS is currently m anufactured by: 
GV Instruments, Crewe Road, Wythenshawe, M anchester M23 
9BE, UK (tel: +44 (0) 1619022100; fax: +44 (0) 161 9022198; 
http://www.gvinstrum ents.co.uk).

The 13C-m ixed triacylglycerol breath test for pancreatic 
lipase sufficiency

H ere a novel m olecule, the m ixed triacylglycerol (1,3 
distearyl 2 - [ l - 13C]octanoyl-glycerol), was designed and de­
v e lo p ed  by G h o o s an d  c o -w o rk e rs  (1 2 ,1 3 ), to  d e te c t 
maldigestion due to insufficient secretion o f pancreatic lipase. 
This is now available com m ercially (www.isotope.com ). The 
triacylglycerol is incorporated into a test meal and consumed. 
A series o f  breath samples taken, as in the octanoic acid breath 
test. W hen the tracer is fully digested, the unlabelled stearic 
acid moities are rem oved from  the in-1 and sn-2  positions by 
p a n c re a tic  lip a se . T h e  re su lt in g  m o n o a cy lg ly ce ro l o r 
nonesterified fatty acid is readily absorbed and transported to 
the liver where it is oxidised, releasing I3C 0 2, which is ex ­
haled in breath. Subjects w ith insufficient pancreatic lipase 
secretion give low recovery o f l3C in breath C 0 2 (14).

M ixed triacylglycerol breath test

' PS

I p i

Time (h)

FIGURE 19

http://www.med.rug.nl/sign
http://www.gvinstruments.co.uk
http://www.isotope.com
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The Figure 19 shows the cumulative PDR (cPDR) in breath 
C 0 2 following a mixed triacylglycerol breath test in children 
with cystic fibrosis ( «pancreatic sufficient, PS; ■ pancreatic 
insufficient, PI). This test has been successfully applied to 
assess the need for digestive enzyme supplementation in chil­
dren with cystic fibrosis (15-17). Here, accurate measures o f  
PDR are essential (18).

60

50

40

30

S 20

10

Predicted resting M easured resting M easured non-resting 

VCO2 estim ate

FIG URE 20

This Figure 20 illustrates the importance o f obtaining ac­
curate estimates o f C 0 2 production to yield accurate cPDR  
data. Non-resting VC02 estimates, from heart rate, were used 
to calculate cPDR over 6 h during the mixed triacylglycerol 
breath test. Open symbols are the median cPDR from pancre­
atic sufficient subjects (n = 19, shown with range). Closed 
symbols are the median cPDR from children with cystic f i­
brosis, who have been prescribed pancreatic enzyme replace­
ment therapy, but did not take PERT with the test meal (n =  5, 
shown with range).

These studies were performed using a Europa ABCA iso­
tope ratio mass spectrometer system designed for automatic 
analysis o f l3C breath tests. This IRMS is currently manufac­
tured by: SerCon Ltd, W istaston Road Business Centre, 
Wistaston Road, Crewe, Cheshire CW2 7RP, UK (Tel: +44- 
(0 )  1 2 7 0 -5  8 0 0 0 8  ;F a x : + 4 4 - (0 )  1 2 7 0 - 2 5  2 3 1 0  ;h ttp : //  
www.sercongroup.com)
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A PPEN DIX 1

A short introduction to a few basic physical concepts such 
as circular motion and m agnetic fields will help to understand 
the reasons for the separation o f  isotopes in a sample o f  ex­
haled breath to quantify the isotope ratio.

1. Circular m otion

W hen an ion moves in a m agnetic field in such a way that 
the direction o f the velocity vector is perpendicular to the 
m agnetic induction vector, its trajectory is a circumference.

FIG U R E 21

In the Figure 21 we consider a moving positive charge at two points 
M and N of its trajectory. The magnetic field is perpendicular to the 
paper and comes out o f the paper sheet.
The grey vector represents the force, which the magnetic induction 
B exerts on the electric charge moving with a velocity v. The direc­
tion of the velocity is tangent to the trajectory at every point. The 
vectors entering into the paper may be represented by ®  (the tail of 
the arrow), and those coming out by Q  (the heat o f the arrow)

W hen the label appears in bold script it refers to a vector; 
in normal script it refers to its velocity and direction.

This situation may be com pared to that o f a stone attached 
to a rope. The stone rem ains in a circular trajectory as long as 
the tension o f the rope is m aintained. I f  the rope is broken, the 
stone will move with a rectilinear trajectory with a direction 
coincident to that o f the velocity vector at the m om ent o f  the 
break o f the rope. In the case o f the stone the involved forces 
are contact forces since they are transm itted by the rope; in 
the mass spectrom eter the forces are transm itted by a field 
through a distance.

In the Figure 21 the vectors vM and vN represent tangen­
tial instantaneous velocities at M  and N respectively.

Tangential velocity is defined as the quotient between the 
traveled arc and the tim e em ployed for the travel; in a more 
rigorous way it should be defined as the lim it o f the quotient 
between As y At when At tends to zero. U nder these circum­

stance the arc may be taken as having the same length as As; 
therefore the first definition m akes sense. The Greek letter A 
is used to sym bolize change, in this case the “increase o f ’ the 
variable which follows. It replaces the difference between the 
final and the initial values o f the variable during the consid­
ered interval.

I f  we m ove the vectors representing the speeds to a com ­
mon origin w e can find the difference vector (Av) between 
vM and v N(Figure 22).

FIG URE 22

In order to understand these considerations, v/e may rep­
resent the difference between two vectors as the sum o f v„ 
and Av. Then:

vM + Av = vN resulting Av = vN -  vM

Conceptually the velocity change (Av) as a function of 
time is the acceleration. I f  we take the point N closer and 
closer to M, with tim e tending to zero, it will be:

dv/dt = a the direction and sense o f a will be equal to that of dv

As points M  and N  are sufficiently close, Av becomes 
perpendicular to v and consequently the acceleration a as well. 
Therefore the acceleration at each point o f the trajectory has a 
direction coincident to the radius and the sense is to the cen­
ter. For this reason it is called centripetal acceleration and 
since the relationship with the force is the mass of the body 
(with positive sign), obviously the force producing this accel­
eration is coincident in sense and direction to that o f the ac­
celeration; we sym bolize it in grey in Figure 21 and it is called 
centripetal force. This force is responsible for the change of 
direction of the tangential velocity.

W e note that the effects of the forces may produce changes 
of the velocity which do not affect its modulo. If  this is not so, it 
is required that the force has a com ponent in the direction of the 
velocity and this is not the case in uniform circular motion.
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The tangential velocity is a property that characterizes cir­
cular motion. It is very sim ple to infer that this tangential ve­
locity is strongly dependent on the radius (distance at which 
the moving body is found with regard to  the center o f the 
circumference of the trajectory which it is describing). It is 
necessary to find a m athem atical relationship between these 
variables.

When a body turns around a point it will “sweep” an angle. 
In a  circular motion, angles are m easured in “radians”. An 
angle of 1 radian is defined when it subtends an arc equal to 
the length o f the radius. Thus, an angle o f 360° corresponds to 
an arc equal to the length o f the circum ference.

If we want to establish the equivalence between the hexa­
decimal system and the radian, we can take into account this 
relationship and since a m easu rem en t is a  com parison  w ith  
the  unit, we should refer the arc (the length o f the circum fer­
ence) to the value o f the radius.

360° is equivalent to

R

Since the ratio between a length and another length has no 
unit, the radian is actually dim ensionless, even though som e­
times it is referred to by the word “radian” in order to have a 
reference to the system in w hich w e are w orking.

For example an angle o f 45° is equal to 71/ 4 radians.

Another property that characterizes the circular m otion is 
the an g u la r  velocity, which is represented by (D.

It is defined by the “sw ept” angle (given in radians) dur­
ing a certain time.

Let us suppose that the “sw ept” angle between M  and N 
of Figure 21 is 0 . Then:

© = 0 /t the unit o f © will be s '1, provided 0  is give in radians

The angular velocity © is a vector. The foregoing expres­
sion allows the calculation o f the m odule o f the vector. The 
direction will be perpendicular to the plane o f the trajectory, 
it passes through its center and its sense is given by the rules 
of the vector calculus. Later, as we are going to analyze m ag­
netic fields, we shall develop in detail the m anner by which 
we can determ ine the sense in these cases.

It is doubtless that the angular velocity and the tangential 
velocity (v) are related.

The tangential velocity is nothing but a certain length, in 
this case an arc, swept during a certain time.

In order to m easure the length o f this arc it should be taken 
into account that a certain angle m easured in radians belongs 
to this arc.

If  the angle is 0  we can establish this proportionality: 

arco 2  * 7t * R

0 2  * 71

Simplifying: arco /  0  = R  => arco = 0  * R

Replacing in (1): v  _  ® * R

t

Since 0 / 1 = co v = co * R

This equation shows that the tangential velocity is directly 
proportional to the radius o f the trajectory. Thus, for example, 
if  a row o f soldiers turns, those who are at the center practi­
cally remain at the sam e place (tangential velocity nearly zero) 
but those m arching at the distal extrem e have to move very 
quickly in order to not break the line. Notwithstanding, the 
angle described by all o f them is the same, i.e., they have the 
same angular velocity.

In the Figures 21 and 22 the triangles OM N and omn are 
resem bling because they are isosceles and the angles form ed 
by equal sides are equals between them  (two isosceles tri­
angles are resem bling if the angles are equals and the hom olo­
gous sides are proportional).

A s A v A V * As
Thus: ------=   => A v  ------------

R  v R

i = Av / 1
v * As 

R  * t
but A s / 1 =

v * v
It results: a  =   and a = v2/ R  (2)

R

The expression (2) will be used in the forthcom ing analysis.

2.- M agnetic  F ield

The fo rce  o f m ag n e tic  (F) origin is directly proportional 
to the ch a rg e  (q) o f  the ion, to its velocity  (v) and to the m ag­
netic field o f  m agnetic  in d u c tio n  (B).
The m athem atical expression by which it is possible to calcu­
late the force is:

v = a r c o / t  (1) F  = q. (v x B)
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v x B being the vector product o f both vectors; for this reason 
the result is also a vector.

The module of the vector F  is: F  = q x v x B x sin (p; 

cp being the angle between both vectors.

In the case of the mass spectrometer, v and B are perpendicu­
lar and therefore sin (p = 1.

By definition o f the vector product, the direction o f the vector 
F  is perpendicular to the plane determ ined by v and B.

Since in this case the force is the centripetal force, the accel­
eration will be also centripetal.

*

According to equation (2)

m * v 2
-------------= q * v * B =>

R
a = v2 / R It results

m * v v
 = R => R =  m
q * B q * B

How can we read this equation? The radius described by 
an ion in a m agnetic field depends on four variables: the ve­
locity (v), the charge (q), the m agnetic induction of the m ag­
netic field (B) and the ion mass (m).

Two o f these variables, the charge (q) and the magnetic 
induction (B) are sim ilar for all the ions.

The Figure shows a scheme of a mass spectrometer, which 
has a velocity selector. This device allows the entrance into 
the zone of action of the spectrom eter m agnet of ions having 
only a determ ined value o f its velocity.

The sense of F  will be determ ined operating m athem ati­
cally. Assigning to each of the vectors v and B the senses of 
the cartesian coordinate axes +x and +y, respectively, the re­
sult for F  is the sense +z.

In a practical way, the sense of F  will be determined by 
the so called “right hand rule” . The vector B “comes out” of 
the palm of the right hand, the fingers with the exception of 
the thumb should be pointed in the sense o f the velocity. Sepa­
rating the thumb at a right angle from  the rem aining fingers, 
the thumb will point in the sense o f the force if the ion is 
positive. If the ion is negative the sense o f the force will be 
opposite to that o f the thumb.

There are more “fam iliar” ways to determ ine this result. If 
we overturn (“gyrate”) v over B (with an angle smaller than 
90°) the sense in which a corkscrew  or a screw with a right 
coil would advance will give the sense o f F.

The foregoing analysis shows that at the m om ent in which 
an ion penetrates perpendicularly into a m agnetic field, a per­
pendicular force will begin to act by which the direction of 
the m ovement o f the ion will change; the ion will be describ­
ing a circular trajectory.

W hen the ion leaves the magnet, the magnetic force will 
cease and therefore the ion will follow  a straight trajectory, 
arriving to the zone of ion collection.

The module of the force is: F = q x v x R

The force is also F = m x a = > m x a  = q x v x B  (m = mass)

The ions, accelerated in an ion source, enter into a zone in 
which they interact with an electric field (E), which exerts an 
electric force (Fe]) on the ion in a sense downwards, and a 
magnetic field, perpendicular to the electric field and to the 
ion velocity, which exerts a magnetic force (F mag) in an oppo­
site sense to the electric field. The electric field E is produced 
by two conducting plates subm itted to difference of potential 
V and separated by a distance d.

The corresponding equations are:

Fel = q • E => Fel=q.V /d 

Emag -  Q- v ■ B
v =  V / B . d

Since the forces F  , and F  are opposite, if their modulesel m ag r  r  ’

are equal, the ions with a velocity v would have a rectilinear 
uniform movement.
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The ions with a higher velocity than V/(B.d) would move 
according to the sense o f  the m agnetic force, whereas if their 
velocity would be sm aller than this value, they would move 
in the sense o f the electric force. In both cases they would not 
pass through a diaphragm located geom etrically in the trajec­
tory o f the ions having velocity v.

Since isotopic com pounds only d iffer in their nuclear 
masses, a mixture o f isotopes with the same electric charge, 
the same velocity and m oving in a zone with the same m ag­
netic induction, will describe circular trajectories with differ­
ent radii.

This is the reason that renders mass spectrometry a method 
o f choice to determ ine the isotopic com position o f an ele­
ment in a sample.

A PP E N D IX  2

The energy o f the ions can be calculated by taking into 
account that the electric charge o f the ions is caused by the 
loss o f one electron ; since the charge o f  an electron  is 
- 1 .601864 x 10'19 coulom bs, it results:

energy = q x V : > energy = 1.601864 x 1 0 t9 coulomb x 3000 volt 
energy = 4.805592 x 1 O'16 joule

This energy is transferred as kinetic energy to the pro­
duced ions in the ion source.

In order to calculate the velocities acquired by the differ­
ent isotopes o f C 0 2+ taking into account that the kinetic en­
ergy, Ek, is equal to m .v2/2.

2Ee, V =
2 *4,805592*1 O'16 J 
N* 1,67248 M O '27 kg

758067,677 m

•y/N

Replacing N for the mass values 44, 45 a n d  46 (which 
give the nucleon number), the follow ing values for the ve­
locities result:

A PP E N D IX  3

To calculate their radii we must first deduce a general equa­
tion, and then apply it to each isotope.

E ci„ = — m v =>v =
2 E „ m v ..and since R = -----  it results

m qB

qB

R =
1

0,47 T esla
2 * N * 1,67248 * 10 '27 kg * 3000 V 

1,601864 * 10 ‘19C

Where: Tesla is the unit o f m agnetic field intensity 
N: num ber of nucleons 
M ass o f  1 (one) nucleon: 1,67248 * 10'27 kg 
Acceleration potential difference o f the ions: 
V=3000 V
Intensity o f the m agnetic field:
B=4700 gauss = 0.47 tesla
Elem ental charge: q = l ,601864 * 10'19 coulomb

Perform ing the operations we obtain:

=> R = 7 ,9 148606 * 1 0 -3 m ^
0,47

Now we sim ply replace N  for the values 44, 45 and 46.

R  = 0 , 1117m  R = 0 , 1 130m  R = 0 ,1142m
44 43 46

These values are coherent with the geom etry of the spec­
trom eter m agnet. All the previous developm ent may be sum ­
marized by the equation:

V =114.283,0023 m/sec; V =113.006,0572 m/sec y V =111.770,982 m/sec
44  45  46

m B * R ' this expresses adequately the conditions of
2 * V the spectrom eter

The calculations were carried out assigning a value of
1,67248 x 10'27 kg to the nucleon mass (protons and neutrons). 
Strictly there is a mass difference between both nucleons but 
in this case this has been neglected. The mass of the electrons 
in each atom was also neglected since it can be estimated that 
the results are not changed. The velocity values are around
400.000 km/h.

In this expression the values o f  electric charge o f the ions, 
q , the accelerating potential, V and the m agnetic induction, B 
are the same for all the isotopes. Therefore, the radii o f the 
trajectories, R , depend on the ion mass, m , which may be 
calculated as the mass o f one nucleon m ultiplied by the num ­
ber o f nucleons o f the isotope. Furtherm ore, B is a fixed value 
and V results from  the selection of the maximal voltage.
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