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PROLOGO

Este articulo trata de responder algunos de los interrogantes surgidos durante el desarrollo de la parte practica del Curso de
Capacitacién organizado en el marco del proyecto ARCAL-RLA-6042-IAEA “Diagnéstico temprano de la infeccién por
Helicobacter pylori mediante técnicas nucleares” que tuvo lugar en Hermosillo, México, durante la primera semana de noviembre
de 2003. Hemos incluido algunos aspectos generales de la infeccién por Helicobacter pylori asi como del método, conocido
como Urea Breath Test (*C-UBT). 'Esperamos que este manual pueda ser usado y comprendido por el lector interesado. '

Cualquier duda, sugerencia, correccién o pregunta serén bienvenidas y contestadas con sumo gusto.

Los autores
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Utilidad de los isétopos estables en salud humana y nutricion:
espectrometria de masas y test de aliento con '*C-urea aplicados
a la deteccion'de infeccion por Helicobacter pylori

Barrado A.', Preston T., Slater C.°, Zubillaga M’, Miranda-da-Cruz B., Mokhtar N.%, Zednik M.*,
Valencia M.E.°y Boccio J.!

RESUMEN. El interés en investigacion en el area de Helicobacter
pylori se ha incrementado en los tltimos afios. La infeccién por H.
pylori puede producir gastritis crénica a lo largo de toda la vida.
Varios estudios epidemiolégicos han demostrado que esta infeccién
bacteriana es la de mayor prevalencia en el mundo, afectando el 50%
de 1a poblacién mundial. Asi, es claro que el diagndstico de la
infeccién por H. pylori representa un paso clave en el manejo de los
pacientes que acuden al gastroenter6logo. Asi mismo, debido al
amplio rango de patologias relacionadas con la infeccién por esta
bacteria que van desde la deficiencia de micronutrientes a procesos
neoproliferativos, demuestran el potencial efecto nocivo que puede
provocar la infeccién por H. pylori en la salud humana. En los
tltimos afios se han mejorado significativamente los métodos de
diagnéstico. El uso de is6topos estables, especialmente los
denominados prueba del aire exhalado, como métodos seguros y no
invasivos, han sido un paso clave en una nueva era de investigacion
dedicada al diagnéstico como asi también en la eleccién de las terapias
de erradicacién para H. pylori. Esta técnica nuclear no invasiva, que
actualmente es considerada método de referencia para la
determinacién de la infeccién por H. pylori, ha sido exitosamente
implementada en América Latina. Teniendo en cuenta la elevada
prevalencia de la infeccién por H. pylori , el impacto de la
implementacién de esta metodologia en la regién es muy alto. En
este articulo se discute en forma detallada los aspectos de esta
metodologia para armonizar la aplicacién de este método diagnéstico
en las regiones en vias de desarrollo.

Palabras clave: Helicobacter pylori, UBT, diagnéstico, isétopos
estables, espectrometria de masas.
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SUMMARY. The usefulness of stable isotopes in nutrition and
human health: the application of mass spectrometry and *C-
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 (**C) 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 interés en el Helicobacter pylori (H. pylori) ha
aumentado en los dltimos afios. H. pylori puede producir una
infeccién géstrica en forma cronica siendo siempre de larga

- evolucién y muchos estudios epidemiolégicos muestran que

esta es probablemente una de las infecciones bacterianas més
comunes pues abarcan al 50% de la poblacién mundial. Por
lo tanto, es claro que el diagndstico de la infeccién por H.
pylori representa como minimo un paso clave en el control de
muchos de los pacientes que recurren a consultar a un
gastroenterélogo. Adicionalmente, debido a la amplia gamay
relevancia de patologias que posiblemente estén relacionadas
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a esta infeccion, desde malnutricién de micronutrientes hasta
céncer, existe la conviccion que el H. pylori es uno de los
principales problemas de salud. Se estdn desarrollando métodos
para el mejor diagnéstico y control del tratamiento de la
infeccién. Los is6topos estables son utilizados en nuevos
métodos de diagndstico seguros y no invasivos denominados,
pruebas de aliento con C (3C-breath test), siendo la clave
para una nueva era en la investigacion sobre la epidemiologia
del H. pylori, tanto en el diagndstico como el establecimiento
de terapias erradicadoras.

Helicobacter pylori

H. pylori es una bacteria Gram negativa, de forma espiral,
microaerdfila, que se aisla en 1a mucosa géstrica humana; pro-
duce grandes cantidades de ureasa, una enzima que hidroliza
la urea produciendo diéxido de carbono y amoniaco.

Estin identificados dos modelos de distribucién de
infeccién por H. pylori. Los paises en vias de desarrollo tienen,
en primera instancia, una elevada proporcién de nifios
infectados desde los primeros afios de vida y casi todos los
adultos estan colonizados.

Estudios muestran una prevalencia de aproximadamente
13-70% en sujetos entre 0-20 afios de edad y 70-94% en
mayores que 30. El segundo modelo estd caracterizado por el
incremento de la prevalencia de la infeccién por H. pylori a
partir de los 20 afios, y esto es tipico de los paises desarroliados
con valores de 5-15% de prevalencia en nifios y 20-60% en
individuos entre 30-75 afios de edad. Puede decirse, entonces,
que la infeccién por H. pylori esta distribuida en todo el mundo
con.una prevalencia promedio de 50%. Hay también una
relacién inversa entre la prevalencia de la infeccién y el nivel
socioecondmico de la poblacién en estudio.

Esta bacteria puede producir gastritis crénica en el antro,
tilcera péptica y estd asociada con cidncer de estémago.
Portadores de H. pylori superanen 15 veces la probabilidad
de desarrollar tlcera duodenal a individuos negativos para H.
pylori. La infeccién predominante, y concomitante
inflamacién, en tlceras duodenales y géstricas tienden a
encontrarse en el antro y cuerpo, respectivamente. La evidencia
mas convincente que el H. pylories una clave en la patogenia
de la dlcera péptica es la observacién de que su erradicacién
reduce drasticamente el indice de recurrencia de la dlcera. La
sucesion hipotética de eventos en la patogenia de la ulcera
duodenal se inicia con la infeccién que causa la inflamacién
de la mucosa. Esto conduce a alteraciones de la regulacién
hormonal con un efecto neto de hipersecrecién dcida. La mu-
cosa del duodeno reacciona ante dicha hipersecrecién acida
con la formacién de una metaplasia géstrica, que permite al
H. pylori colonizar el duodeno. El suceso final de la ruptura
de la mucosa esta causado por factores variados. En periodos
largos de tiempo entre el comienzo de la infeccién y la

aparicién del carcinoma de intestino de tipo gastrico resultados
sugieren la asociacién de H. pylori y gastritis crénica,
evolucionando a través de atrofia, metaplasia y displasia de
intestino. Muchos factores involucrados en la virulencia del
H. pylori han sido estudiados en forma detallada, incluyendo
la ureasa, la citotoxina vacuolar (Vac A), el producto de Ia
citotoxina asociada al gen A (Cag A), la proteina activada por
neutréfilos (NapA) vy lipopolisacdridos. La adhesion de la
bacteria a la superficie de la mucosa es un importante paso
inicial para la colonizacién e infeccién. Por otra parte, es
ampliamente aceptado que el H. pylori se adhiere a receptores
del epitelio géastrico por medio de adhesinas especificas. Este
es un tema digno de més investigacién para clarificar el
mecanismo de colonizacién del H. pylori y la posibilidad de
desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento.

H. pylori también esta vinculado con la malnutricién de
micronutrientes. Aunque la absorcién de éstos no tiene lugar
en el estdmago, este drgano contribuye al proceso por medio
de la secrecién de 4cido clorhidrico y enzimas, que durante la
digestién contribuye, no solamente liberando los
micronutrientes de la matriz de los alimentos sino también
manteniendo en forma soluble a los minerales esenciales. La
aclorhidria (disminucién de la secrecidn de 4cido clorhidrico)
ocurre en el 40-50% de los pacientes infectados con H. py-
lori, a consecuencia de lo cual la absorcién de micronutrientes
es pobre, y puede comprometer el nivel nutricional de los
individuos infectados, produciendo la aparicién de sintomas
de deficiencia de dichos micronutrientes.

Investigaciéon en nutricién y metabolismo con isétopos
estables

Las técnicas nucleares son utilizadas para determinar
aspectos dindmicos del metabolismo de animales y humanos.
Los isétopos pueden ser radioactivos o estables. Estos dltimos
permiten su uso en grupos vulnerables, tales como mujeres
embarazadas y niftos, donde los istopos radioactivos pueden
tener un inaceptable riesgo médico. El mundo de la nutricién
ha reconocido el significado de las técnicas isotépicas,
especialmente las que utilizan isGtopos estables, como
suministrando metodologias precisas y no invasivas para medir
asimilacién de nutrientes, nivel nutricional y su vinculacién
con el metabolismo. Los isGtopos estables son vistos
actualmente como herramientas de investigacion de gran valor,
ya que virtualmente su uso no involucra riesgos para la salud.
Por lo tanto los is6topos estables son de eleccién para el trabajo
en humanos, especialmente nifios y mujeres embarazadas
pudiéndose administrar en forma oral o intravenosa y cuando
son incorporados en los productos del metabolismo, tales
como agua corporal, urea o CO,, pueden estar en muestras
sencillas como saliva, leche, aliento, orina y heces.

El test del aire espirado utilizando C, estd basado en



UTILIDAD DE LOS ISOTOPOS ESTABLES EN SALUD HUMANA Y NUTRICION 7

entregar al cuerpo un sustrato enriquecido con 1 por via
oral o por inyeccién. En el tejido objetivo, una enzima
especifica metaboliza selectivamente el sustrato tal que el
trazador es liberado irreversiblemente como I3CO, dentro del
pool de bicarbonato corporal. El trazador es luego transportado
por la circulacion sanguinea y exhalado en el aliento.

Puede medirse el enriquecimiento del aliento en 1302
luego de un tiempo de incorporar el sustrato marcado con 1.
El andlisis del isétopo puede ser realizado porel espectrémetro
de masas que determina relaciones isotopicas (IRMS).

Las pruebas de aliento que utilizan 13C son usadas
principalmente como herramientas de investigacién, pero
también son empleadas con éxito en pocos paises privilegiados,
como una forma sencilla de realizar en forma certera la
evaluacion de la funcién gastrointestinal. El test puede ser
presentado en un Kit, para ser usado en toda la poblacién. 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 comun a los
laboratorios que centralizan su anélisis.

La prueba de aliento que utiliza urea (UBT) detecta la
presencia gastrica de H. pylori. La alta actividad de ureasa
producida por el H. pylori ha facilitado el desarrollo de
métodos diagndsticos usando 1L -urea 0 MC-urea, que es
hidrolizada, produciendo 13CO, o 4CO, que es exhalado. Estas
metodologias tienen las ventajas de ser representativas de toda
la superficie del estdmago y ademas no son invasivas. Hasta
ahora el diagnéstico de la infeccion gastrica por H. pylori se
realizaba mediante la histologia, cultivo, test de ureasa rapida
y la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction, PCR) de las muestras obtenidas por métodos
invasivos como laendoscopia. Ninguno de estos diagnésticos
pueden ser considerados como métodos de referencia ya que
las muestras obtenidas por endoscopia son focales y por lo
tanto no representan la totalidad de la superficie del estémago.

En este articulo, nosotros describiremos y discutiremos
algunos aspectos metodol6gicos relacionados con el
diagnostico de la infeccién por H. pylori mediante al anélisis
de la relacion 1312CO, en el aire exhalado, utilizando
espectrometria de masas.

Prueba del aire espirado con 1X-urea (1X-UBT)

La prueba del aire espirado con 1-urea es utilizada para
el diagnéstico de la infeccién por H. pylori. En esta prueba,
se administra 1X-urea en forma oral mediante un alimento
(comUnmente jugo natural de naranjas). La ureasa producida
por el H. pylori en el estémago, actia hidrolizando la urea,
liberando 13C 01que se incorpora al pool de bicarbonato del
organismo y es eliminado en el aire exhalado. La relacion
isotopica del aliento, enriquecido en 13 0,, puede ser medido
por espectroscopia de masas (IRMS). El aumento de 13CO,en

el aire espirado, a partir de un valor de corte, dentro de los 45
minutos de la ingestién de I3C-urea es indicativo de lapresencia
de H. pylori en la mucosa géstrica.

La metodologia tal como es realizada en Latinoamérica
- Ayuno de seis horas.
Obtencién de muestras bdasales de aire exhalado por
duplicado.
- Ingestion de 50- 100 mgde I3C-urea mediante un alimento
(jugo de naranjas natural).
Obtencién de muestras de aire exhalado luego de 30 y 45
minutos de la administracion de I3C-urea.
Medida de las muestras de aire exhalado por IRMS.

Materiales: (Fig. 1) Son necesarios pocos materiales para
realizar el test.
50 - 100 mg de I3C-urea.
- Alimento de prueba: jugo de naranjas natural.
- Bombilla descartable
Cuatro tubos: dos para las muestras basales (tapa roja) y
dos para las muestras de 30 y 45 minutos post-ingestion

FIGURA 1
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Agregado de la 1C-urea en el alimento de prueba (Fig. 2)
La 1X-urea se disuelve facilmente revolviendo el jugo de
naranjas. EIl gusto de éste no es alterado.

FIGURA 2

Cepillado de dientes (Fig. 3)

Antes de la ingesta de 1X-urea deberd 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.

FIGURA 3

Obtenciéon de las muestras bésales de aire espirado
(Fig. 4)

Las muestras basales deberian tomarse por duplicado Para
determinar la relacion 13120 usando los tubos (Exetainer)
de tapa roja.

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

FIGURA 4
Ingesta del alimento que contiene la 13C-urea (Fig. 5)

Es indispensable que se ingiera la totalidad del alimento
que contiene la dosis de 1X-urea.

FIGURA 5
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Cepillado de dientes (Fig. 6)

Luego de la ingesta del alimento conteniendo 1X-urea,
debe realizarse otro cepillado de dientes para eliminar
cualquier residuo de I3C-urea en la cavidad bucal, donde la
bacteria puede mostrar actividad de la ureasa que interferiria
con el test. La limpieza debe hacerse sin utilizar pasta dental.
S6lo debe emplearse agua.

FIGURA 6

Muestra de aliento a los 30 minutos (Fig. 7)

Use un Exetainer de tapa azul.

La muestra de aire proveniente de una espiracién normal
y profunda debera ser soplada dentro del Exetainer a través
de una bombilla descartable.

FIGURA 7

Muestra de aliento a los 45 minutos (Fig. 8)

Use un Exeteiner de tapa azul.

La muestra de aire proveniente de una espiraciéon normal
y profunda debera ser soplada dentro del Exetainer a través
de una bombilla descartable.

FIGURA 8

Medida de las muestras de aliento (Fig. 9)

Cada muestra de aliento es identificada mediante una
etiqueta que contiene un c6digo de barras.

Las muestras pueden guardarse a temperatura ambiente
por mas de seis meses, hasta ser remitidas mediante correo
comun a un laboratorio central.

FIGURA 9

Los valores basales se determinan por duplicado y se
obtienen muestras a los 30 y 45 después de la ingesta de 250
cm3 aproximadamente, de jugo de naranjas natural a los que
se agregaron 50 mg de de urea enriquecida con 1. Esta forma
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de administracién retarda el vaciado gistrico de la B¥C-urea y
favorece su contacto con la totalidad de la mucosa géstrica.
Esto es importante para la sensibilidad del método dado que
el H. pylori coloniza la mucosa géstrica pero s6lo en forma de
parches.

Espectrometria de masas

El espectrémetro de masas, el ciclotrén y el aparato de J.J.
Thompson se fundamentan en la interaccién de los campos
eléctricos y magnéticos con iones, es decir &tomos o moléculas
cargadas eléctricamente.

En 1897 J.J. Thompson en Cambridge, Inglaterra, midi6
por primera vez la relacion entre la carga del electrén y su
masa, utilizando un tubo de vidrio (tipo ampolla) en la cual se
habfia efectuado el vacio. En dicho tubo, un haz de electrones,
arrancados de una placa llamada cétodo, es acelerado y llegan
hasta una pantalla recubierta con una sustancia fluorescente
que revela el sitio del impacto. Lawrence y Stanley Livingston
de 1a Universidad de California idearon en 1931, el ciclotrdn,
un dispositivo que consta de dos cdmaras metdlicas en forma
de letra D, disefiadas para conseguir un haz de particulas
atémicas cargadas que posean gran velocidad.

Conceptualmente la espectrometria de masas consiste en
la separacién de iones que son producidos y separados o
filtrados de acuerdo con su relacién masa/carga (m/z) para ser
finalmente detectados. Con este principio se han desarrollado
diferentes instrumentos.

El enriquecimiento del aliento en *C es medido utilizando
un espectrémetro de masas que determina relaciones
isotépicas. El primer espectrémetro de masas para medir
relaciones isotépicas (IRMS) fue disefiado por Alfred Nier en
1947 (1).

El avance de la tecnologia en los ultimos tiempos,
especialmente en la introduccién 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 COZ, arrastrado por
una corriente de helio, es separado de otros componentes de
una muestra de aire exhalado en una columna cromatografica
en fase gaseosa. El vapor de agua es removido y el CO, es
transportado dentro del IRMS, eliminando la necesidad de la
preparacién previa de la muestra. El agregado de un
autosampler y el control del instrumento mediante una
computadora, conduce al primer sistema completamente
automatizado para el anélisis del enriquecimiento del aire
espirado en *CO, (5). Otros avances incluyen la introduccién
de un software de uso fécil, permitiendo la extensién de la
espectrometria de masas IRMS, a muchos laboratorios
alrededor del mundo.

Nociones sobre isétopos

Los is6topos son formas de un elemento con diferente
masa que tienen el mismo niimero de protones (y por lo tanto
de electrones dado que los elementos son neutros
eléctricamente), diferenciandose en la cantidad de neutrones.

Los electrones son los responsables del comportamiento
quimico por lo que los isétopos no pueden diferenciarse
mediante reacciones quimicas, pero al poseer distinto nimero
de neutrones, sus masas son distintas.

La nomenclatura aceptada para nombrar a los elementos
es

A
, X

X: elemento; A: niimero misico (A = Z + N); Z: nimero
atémico, nimero de protones; N: nimero de neutrones.

Los isétopos de un mismo elemento quimico tienen el
mismo Z y difieren en A.

En las pruebas de aliento utilizando PC, necesitamos
considerar los is6topos presentes en el CO, de las muestras
de aire exhalado.

La Tabla 1 muestra las composiciones porcentuales del
carbono y del oxigeno, en sus especies, es decir la abundancia
isotépica de las mismas.

Tablal
Atomo Isétopo Abundancia isotépica (%)
C 2C 98.89
13C 1.108
1“C Sumamente baja
(0] 160 99.76
"0 0.04
0 0.2

Los elementos pueden presentarse en forma de isétopos
estables o radioactivos.

En el caso del carbono, encontramos dos isétopos estables,
12C y BC, y un isétopo radiactivo, el *C. Los tres is6topos del
oxigeno mostrados en la tabla son estables.

Debe ser observado que en un ser humano de 70
kilogramos de peso puede estimarse una cantidad de '*C de
aproximadamente 120 g. Teniendo en cuenta esto, si la dosis
de 13C-urea suministrada para la prueba es de 50 mg (~11
mg de *C), resulta ser apenas 0,01 por ciento de la cantidad
total de 1*C.

Varias especies moleculares del CO, pueden ser formadas
combinando los diversos isétopos.
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Estas moléculas de C02corresponden a masas 44, 45, 45
y 46, respectivamente.

La probabilidad de encontrar estas composiciones en los
iones formados en el aire espirado depende de la abundancia
isotopica de los elementos. Otras moléculas del C02 que
podrian ser formadas combinando dos o mas is6topos de menor
importancia, tienen una probabilidad muy baja de ocurrencia.

La cantidad de iones de masa 44 sera mas de 90 veces
mayor que el de otras masas, debido a la contribucion de
12C18 2, formado por los is6topos més abundantes.

Espectrometro de Masas de Relacion Isotépica (IRMS)

Una variedad de IRMS, disefiados especialmente para el
analisis automatizado de las pruebas de aire exhalado con I3C,
estdn disponibles comercialmente. La fotografia (Fig. 10)
muestra el equipo instalado en el Laboratorio de Is6topos
Estables aplicados a Biologia y Medicina, en la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.
Se trata de un espectrdmetro de masas Finnigan BreathMAT
(Thermo Electron Corporation, teléfono: Africa +27 11 570
1840, Reino Unido +44 1442 233555; www.thermo.com).
Aunque este instrumento no estd muy difundido
comercialmente, en principio, su disefio y operacion es simi-
lar a otros instrumentos.

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

LECTOR
LASER

AGUJA PARA
TOMA DE
MUESTRA !

1. Tubos de Hey CO, semiocultos por una de las operadoras.

2. Sobre la mesa se encuentran: el espectrémetro, el
autosampler con algunos magazines, la bandeja receptora
de tubos, el monitor y la impresora.

3. Debajo de lamesa: el compresor, labomba de vacio rotativa
y la CPU de la computadora (parcialmente oculta).

FIGURA 10

Describiremos paso a paso el procedimiento para el
diagnoéstico de la infeccién por H. pylori que usa la prueba
del aire espirado utilizando I3C-urea.

La toma de las muestras ha sido descripta con anterioridad
(péaginas 7 a 9). El proceso de andlisis de dichas muestras
comienza con su identificacion, adhiriendo a los tubos las
etiquetas auto-adhesivas que llevan impreso un cédigo de
barras. Luego los tubos son colocados en los magazines y
estos en el compartimiento (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 codigo de barras ha sido leido por el lector
laser, el autosampler realiza las maniobras destinadas a que
el tubo sea pinchado por la aguja (Fig. 11).

COMPARTIMENTO
PARA COLOCAR
LOS MAGAZINES 1

TUBO CONTENIENDO
LA MUESTRA

RAMPA DONDE SE
ORDENAN LOS TUBOS
“DESCONOCIDOS”
(UNKNOWN)

FIGURA 11
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VALVULA
DIGITAL

FIGURA 12

La muestra del aire exhalado es desplazada del tubo
mediante una corriente de helio que ingresa por la aguja. La
aguja tiene dos vias concéntricas. El helio se introduce a través
de la via 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 extraida la muestra, el
tubo es empujado hacia una caja pero, si por alguna razon, el
lector laser no puede leer el codigo de barras, es derivado a
una rampa (Fig. 11) donde quedan ordenados segun la
secuencia en que las muestras fueron medidas.

La muestra de aire exhalado es llevada por la corriente del
helio a una valvula digital (Valco Valve) (Fig. 12) de ocho
vias. Esta vélvulatiene dos posiciones: “Load” e “Inject” (carga

e inyeccidén). En laposicion “carga”, la muestra llena un capilar
en forma de espiral (loop) de 2 mi de capacidad. El cambio
de posicion de la valvula a “inyeccion” hace que todo el
contenido del lazo fluya hacia la columna de cromatografia
en fase gaseosa (GC) (Fig. 13). Un nuevo cambio de posicion
lleva a la valvula a la posicion de “carga”y, mientras se llena
el lazo, existe un flujo alternativo de helio con la columna
cromatografica. Los cambios de posicion de la valvula son
controlados por el software y ocurren en momentos
predeterminados del proceso. El aire exhalado contiene
principalmente: oxigeno, nitrégeno, vapor de agua y diéxido
de carbono.

MANOMETRO
PARA CO0O

MANOMETRO
PARA He

TRAMPA
DE AGUA

CROMATOGRAFO
DE GASES

FIGURA 13
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Los gases entran en el CG y son separados. Al salir se
encuentran con latrampa de agua; (Fig. 13) el vapor de agua
difunde através de una superficie de Nafion quedando retenida.

El resto de los componentes llevados por un flujo de helio,
pasa ahora a través de un elemento denominado Standard
Injection Device (Fig. 12) cuya funcion es alternar la llegada
a la fuente de iones, de pulsos de muestra-helio y del gas de
referencia.

IMAN
PERMANENTE

BOMBA
TURBOMOLECULAR

CAMINO DE

FIGURA 14 LOS IONES

COLECTORES

CIRCUITOS
AMPLIFICADORES

Los iones se forman por la colisiéon entre las moléculas
del gas y los electrones emitidos por el filamento por efecto
termoidnico. Dos imanes permanentes pequefios dentro de la
fuente de iones hacen que dichos electrones describan
trayectorias en espiral aumentando la probabilidad de colisién
con las moléculas de COv La emisidn de electrones esta bajo
un estricto control electrénico, para mantener constante la
eficiencia de ionizacion. En la fuente de iones hay un alto
vacio, 10 6 mbar (la presion atmosférica es algo mas de
1.000.000.000 veces mayor!!!) que estd producido por dos
bombas de vacio, una bomba mecéanica rotativa (prevacio) y
una bomba turbomolecular (alto vacio) 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 producido por una diferencia de potencial de
aproximadamente 3000 voltios (potencial de aceleracion).

La energia del campo eléctrico producido por esta
diferencia potencial se transfiere a los iones y su valor puede
ser calculado facilmente (véase el Anexo 2).

El espectrometro Finnigan BreathMAT es un IRMS,
espectrémetro de masas de sector magnético de baja
resolucién. No posee selector de velocidad como se describira
en el Anexo 1. Los iones con diferente masa ingresan al campo
magnético, con diferentes velocidades describiendo
trayectorias con diferentes radios. EI IRMS esta disefiado para
separar iones de relaciones masa-a-carga 44, 45 y 46. Los
detectores son colectores de iones llamados copas de Fara-

Los gases penetran en la fuente de iones (Fig. 12) donde
existen condiciones de alto vacio, producidos por las bombas,
turbomoleculary rotatoria, (Fig. 14) que actdan acopladas.

Alli existe un filamento de tungsteno que emite electrones
que ionizan el C i 2transforméandolo en un ion positivo CO,+

CO,+ 1le'—»CO,++2¢'

day (Fig. 15). Al ser diferentes las abundancias isotépicas se
producen corrientes eléctricas de distintas intensidades en cada
detector (cupl, cup2 y cup3). Por lo tanto, la ganancia en cada
amplificador es optimizada (por el valor del resistor instalado)
de modo que los que reciben los iones menos abundantes
(correspondientes a las masas 45 y 46) tengan
aproximadamente 100 veces mas aumento que el que

corresponde a la masa 44 (cup 1).
Detection

faraday
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Tratamiento de los datos

Los resultados obtenidos usando IRMS estdn expresados
como una relacién de intensidades de corriente eléctrica (la
relacién *CO,/'*CO, se denomina ratio 45 por el software del
Breath MAT). La coleccién simultinea de las especies
isotépicas permite establecer las relaciones entre 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
mismas. El procesamiento de las medidas que realiza el
espectrometro incluye la comparacién de la relacidn ratio 45
(en realidad 45/44) de la muestra con la relacion ratio 45 del
CO, de referencia, que posee una composicién isotpica
conocida de is6topos del carbono y posteriormente con un
patrén internacional de composicién isotdpica conocida de

carbono. Los resultados de las comparaciones con el gas de -

referencia se conocen como “delta” (Del 0 8) y se expresan en
unidades %o, por mil. El estdndar internacional original, una
piedra caliza llamada Pee Dee Belemnite (PDB), se ha agotado
en la naturaleza pero se ha definido un nuevo patrén primario
(6). Este nuevo estandar se conoce como Vienna PDB (VPDB).

El valor de la relacién isotdpica del gas de referencia, ratio
45, con respecto al patrén internacional PDB, es ingresado

dentro del software que automiticamente emprenderd una
serie de correcciones para evaluar la contribucién del 'O ala
masa 45 en el cilculo del Ratio 45/44 (la correcci6n de Craig,
puede encontrarse en un esquema mas adelante en la pigina
15. El resultado calculado como 8"C o Del 13, resulta de
comparaciones con el gas de referencia, que luego es
comparado con el PDB. El nuevo valor se denomina Del 13
PDB. El resultado final de todas las muestras estd determinado
por la diferencia entre el Del 13 PDB de la muestra obtenida
luego de la administracién de *C-urea y el Del 13 PDB valor
correspondiente a la toma basal. Ese valor es llamado DOB
(Delta Over Baseline), diferencia sobre el nivel basal. Los
resultados de las pruebas de aire espirado con "*C pueden ser
expresados también en partes por millén (ppm) *Cy ppm *C
en exceso (7).

La precision del analisis se convierte en deficiente cuando
la concentracién de CO, es més baja que lo deseable. Cuando
la corriente de iones disminuye por debajo de un valor minimo
que se predetermina, el programa produce un mensaje de
“baja sefial”. En estos casos deben descartarse los valores de
DOB que la planilla entrega automéaticamente. Las bajas
concentraciones de CO, generalmente resultan de muestras
mal recolectadas, pero también puede deberse a una incorrecta
colocacién de la tapa del Exetainer.

Los resultados de las determinaciones aparecen en una

Tabla?2
Sample Barcode Name Remarks DOB  Del45 Del46 Ratio45 Ratio46 Del 13 Del 13 PDB mV
Basal 52100 NICOLAS . 00 5.1 -1.6 1.2 04 5.5 -22.6 2398
30 min 52100 Positive  47.3 50.7 1.3 12 04 54.1 247 1980
Basal 52130 0.0 4.8 -0.8 1.2 04 52 -22.9 2478
45 min 52130 Positive  31.3 35.1 43 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 04 66.4 36.7 604
Basal 52230 0.0 70  -46 1.2 0.4 7.6 -20.5 2414
45 min 52230 Positive  41.6 473 -0.7 1.2 04 50.5 21.2 2634
Basal 52300 MARCOS 0.0 9.0 -2.1 1.2 04 9.7 -18.5 2477
30 min 52300 Negative 1.5 10.5 -1.8 12 04 11.3 -17.0 2317
Basal 52330 0.0 6.9 -6.9 1.2 04 7.6 -20.5 2922
45 min 52330 Negative 2.2 9.2 -2.6 1.2 04 9.9 -18.3 2643

planilla similar (Tabla 2) a 1a que se muestra a continuacién.

El valor de corte del test es el DOB mayor que 3.5, es decir
si uno de los valores de DOB de una muestra es mayor que 3,5
el resultado serd POSITIVO (8).

Se han ocultado varias columnas y los valores se han
redondeado a un decimal a efectos de mostrar las de mayor
interés. En la segunda columna aparecen los nimeros que
identifican a cada uno de los pacientes. Una sefial sonora in-
dica cuando es leido el c6digo de barras; el tubo continia el
proceso mientras el sistema registra el nimero en la columna

correspondiente. Si lalectura del c6digo de barras no se realiza
por alguna causa, la sefial no se produce y el exeteiner es
derivado a una rampa ordenadora una vez que la muestra ha
sido analizada. En la planilla aparecerd la leyenda
“Desconocido” (Unknown) seguida de un nimero que in-
dica el orden de la secuencia en que fue medido. Cuando esto
sucede por décima vez en un proceso, éste se detendrd, debido
a que la rampa estard colmada. En estos casos las
identificaciones de [as muestras se introducen en forma manual
en el orden dado por la ubicacién del tubo en la rampa.
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La columna “mV” contiene los valores de la sefial
originada en el detector de los iones de masa 44 (del is6topo
B 1), el mas abundante. Estos valores constituyen un
control de calidad del proceso de medicion pues la sefal
medida debe ser mayor que un valor umbral predeterminado.

cup cuP cup
44 45 46

Ratio 45 / 44
Ratio 46/44

8 13C / 6 12C vs. PDB

El diagrama muestra la serie de pasos comprendidos en la
medida de la relacion 13 / I2C en la muestra y en el gas de
referencia.

Ratio 45 and 46: Son relaciones establecidas entre las
relaciones de intensidades de corriente originadas por los iones
que llegan a los detectores:

THARI0 B+

12¢ 160 2

R-45 44 =

= 13R45/44 + 2*TR45/44

Los datos expresados bajo la forma de notacién 8 (delta) son
los resultados de las relaciones con el gas de referencia:

8 CO 0 :[('Rsample‘/ R reﬁerence) B I] *10°

(ratio 45 / 44 saple
ratio 45 /44r

- ratio 45 /44 ,cf)

Del 45: 845 *1000 (°/00)

(ratio 46 /44 s e
ratio 46 /44 ,,

ratio 46 /44 )

Del 46: 846 = *1000 (°/00)

Del 13: Es el dato que corresponde a la correccién por la
contribucién del isétopo 10 a la sefial de la masa 45 en el
calculo de larelacion 45/44. La correccién propuesta por Craig
incluye dos constantes (Craig A and Craig B), determinadas
experimentalmente (9).

613C = CraigA *845 - CraigB *846

813C = 1 0676758 *645 - 0.0338362* 846

Controles rutinarios de calidad

La operaciéon responsable de un IRMS implica la
realizacién en forma regular de controles de calidad rutinarios.

La determinacién del pico méaximo (peak centre) debe
efectuarse para asegurar que la alta tensién (high voltage) en
lafuente de iones sea la 6ptima para que la mayor cantidad de
iones lleguen a los detectores.

Otra prueba esta 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 determinados limites de variaciéon durante un tiempo
predeterminado.

La reproducibilidad se evalta mediante otra prueba que
asegura una precisiéon aceptable a través de determinaciones
realizadas sobre muestras de igual composicion isotdpica
(enriguecimiento cero).

Con menor frecuencia debe realizarse una prueba que
controla lalinealidad de la respuesta en funcion de la cantidad
de iones. En este caso la variacion 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 limites aceptables.

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

1) High voltage; 2) Time sean; 3) CO zero _20

1- High Voltage Sean (Fig. 16)

Las sefiales producidas en los detectores (intensidades de
corriente eléctrica) son registradas, en un intervalo de 10
voltios en la zona de alta tensién (~3000 voltios), para buscar
el voltaje 6ptimo de aceleracion de los iones.

La seleccion es efectuada automéaticamente por el programa
debiendo verificarse en el entorno del pico central que la
variacion de larelacidn de la sefial masa 45 / masa 44 (cup 2/
cup 1) no supere el 1°/oo (uno por mil).

Debido a la influencia de la temperatura sobre los
componentes electrénicos se aconseja mantener latemperatura
ambiente en valores menores que 18°C.
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FIGURA 16

2 - Time sean (Fig. 17)

Este control consiste en registrar durante 10 minutos, las
sefiales producidas en los detectores de las masas 44, 45 y 46
al voltaje de aceleracion seleccionado anteriormente. En par-
ticular, para la sefial producida por larelacién 45/44 (ratio 45/
44) se acepta una variacion del 1% o (uno por mil).
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FIGURA 17

3-C02zero_20

Consiste en efectuar 20 medidas del gas de lareferencia. La
desviacion estandar 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 propésito
de este control es comprobar la reproducibilidad de las
determinaciones.

Tabla 3
No. Del 45 Del 46 Ratio 45 Ratio 46 Del 13 Del 13 mV
PDB
1 -0.16 -0.05 1.18 042 -0.17 -28.06 3108.20
2 -012 -0.08 1.18 042 -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 desviacion estandar de
los 20 valores precedentes. El test es satisfactorio.
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Otros tests de aliento en salud humana

Prueba del aire exhalado para el la determinacién de
vaciamiento gastrico en fase sélida usando 1-3C-4icido
octanoico

La prueba del vaciamiento gistrico en fase sélida 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 4cido octanoico,
en unidades de porcentaje de dosis recuperadas (PDR), donde,

VCO,(mmol-h™)- Enriquecimiento del aire exhalado en *CO,(Exceso en ppm) X 100

PDRh™ =

Cantidad de sustrato ingerido (mmol) x enriquecimiento de sustrato (porcentaje de exceso de atomos de"™C -1 0"

Observe que muchos programas de procesamiento de datos
de equipos IRMS solo expresan los resultados como notacién
88C (7). Como en la prueba del dcido octanoico es mas
conveniente expresar las dosis del trazador en unidades de
fraccién de dtomo (porcentaje de exceso de 4tomos 0 exceso
en ppm), es necesario convertir las unidades de
enriquecimiento expresadas como Delta (7).

Una pequefia dosis (generalmente 100 uL) de 1-*C-4cido
octanoico es incorporado en el alimento de prueba
(comiinmente yema de huevo) y cocinado. El sujeto se
mantiene sentado y en reposo. Se obtiene una muestra de aire
basal y luego ingiere la comida de prueba. Se obtiene una
serie de muestras de aire durante un periodo de seis horas. El
protocolo completo esta disponible en el sitio Web de SIGN
(www.med.rug.nl/sign).

Test del aire exhalado con
13C-acido octanoico
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FIGURA 18

La Figura 18 muestra la salida de los sélidos en el test del
vaciamiento gastrico. El procedimiento de ajuste de una curva
propuesto por Ghoos y colaboradores (10,11) revela un tiempo
medio de transito gastrico de 2.8 horas. Cilculos como estos
que involucran el manejo de datos y el ajuste de una curva

estdn ampliamente facilitados utilizando hojas de célculo.
Todos los fabricantes de IRMS proveen formatos de salida de
datos que pueden ser importadas apropiadamente por planillas
de calculo comerciales como por ejemplo Microsoft Excel.

Elresultado del test del aire exhalado con 4cido octanoico,
el tiempo medio de vaciamiento géstrico, es valioso por ser
una medida cinética. Estrictamente hablando, esta informacién
puede ser calculada del grafico de “enriquecimiento del
trazador en funcién del tiempo” sin tener que convertirlo a
PDR. Sin embargo es esencial expresar el resultado en
unidades de PDR en ciertas pruebas de aire exhalado (ver
abajo). :

El estudio anterior fue realizado utilizando un IRMS
AP2003 disefiado para el andlisis automatico de test de aire
exhalado con C. Este equipo es fabricado actualmente por
GV Instruments, Crewe Road, Wythenshawe, Manchester M23
9BE, UK (tel: +44 (0) 161 9022100, fax: +44 (0) 161 9022198;
http://www.gvinstruments.co.uk).

Prueba del aire exhalado para estudiar la insuficiencia de
la lipasa pancreética con *C - mezcla de triacilgliceroles

" Una nueva molécula, mezcla de triacilgliceroles (1.3
distearil 2-[1-13Cloctanoil-glicerol), fue disefiada y
desarrollada por Ghoos y colaboradores (12,13), para detectar
trastornos de la digestién debidos a una baja secrecién de la
lipasa pancredtica. El producto est4 disponible comercialmente
(www.isotope.com). Para la prueba el triacilglicerol se
incorpora en una comida y se consume. Se obtiene una serie
de muestras de aire exhalado como en la prueba del dcido
octanoico. Cuando el sustrato con *C es digerido por completo,
las moléculas de dcido estedrico sin marca son removidas de
las posiciones sn-1 y sn-2 por la lipasa pancredtica. El
monoacilglicerol o 4cido graso no esterificado que resulta es
facilmente absorbido y transportado al higado, donde se oxida,
liberando "CO,, que se exhala en la respiracién. Pacientes
con baja secrecién de lipasa pancredtica dan una baja
recuperacién de *C en el CO, de la respiracién (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 *C-triacilglicerol mezcla
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FIGURA 19

La Figura 19 muestra los valores de PDR acumulados
(cPDR) en CO, del aire exhalado por nifios con fibrosis quistica
del péancreas luego de realizar el test del aliento con la mezcla
de triacilgliceroles ( @ pancreas normal, PS;M insuficiencia
pancreitica, PI). Este test ha sido aplicado con éxito para
calcular la suplementacién necesaria de enzimas digestivas en
nifios con fibrosis quistica (15-17). Aqui es esencial una medida
exacta del PDR (18).
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FIGURA 20

La Figura 20 muestra la importancia de obtener
estimaciones correctas del CO, producido para proporcionar
datos exactos de cPDR. Las estimaciones de VCO,, del ritmo
cardiaco en condiciones de esfuerzo, fueron utilizadas para

calcular cPDR durante 6 horas en una prueba de aire exhalado
con mezcla de triacilgliceroles. Los simbolos claros son los
valores medios de cPDR para pacientes con pancreas normal
(n = 19, mostrados con su rango). Los simbolos oscuros son
los cPDR medios de los nifios con fibrosis quistica, que han
recibido la terapia prescripta del reemplazo de la enzima
pancreética pero no tomaron el PERT con la comida de prueba
(n = 5, mostrados con su rango). Estos estudios fueron
realizados usando un IRMS Europa ABCA disefiado para el
anélisis automatico de las pruebas de la respiracién con "C.
Este IRMS se fabrica actualmente por: SerCon Ltd, Wistaston
Road Business Centre, Wistaston Road, Crewe, Cheshire CW2
TRP, UK (Tel: +44-(0)1270-580008; Fax: +44-(0)1270-
252310; http://www.sercongroup.com)
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ANEXO1

Una breve introduccién a dos temas bésicos de Fisica,
movimiento circular y campo magnético, ayudardn a
comprender las razones acerca de la separacién de los is6topos
en una muestra de aire espirado y la cuantificacién de las
relaciones isotdpicas.

1. Movimiento circular

Cuando un i6n se mueve en un campo magnético en forma
tal que la direccién del vector velocidad es perpendicular al
vector induccién magnética, la trayectoria es una
circunferencia.

FIGURA 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 pagina.

El vector gris representa la fuerza que la induccién magnética B
ejerce sobre la carga eléctrica que se mueve con velocidad v. La
direccién de la velocidad es tangente a la trayectoria en cada punto.
Los vectores que entran al papel pueden representarse ® (eslacola
" de una flecha) y los que salen @ (la punta de la flecha).

En lo sucesivo cuando aparezca la magnitud en negrita,
estaremos refiriéndonos a un vector; en cambio la magnitud
en letra normal refiere al médulo o intensidad de ese vector.

Esta situacién puede compararse al movimiento de una
piedra atada con una soga. La piedra se mantiene en una
trayectoria circular mientras exista la tensién en la cuerda. Si
la cuerda se rompe, la piedra se movera en una trayectoria
rectilinea con una direccién coincidente con la que tenia el
vector velocidad en el momento de cortarse la cuerda.

En el caso de la piedra las fuerzas son de contacto, las
transmite la cuerda; en el espectrémetro de masa las fuerzas
se ejercen a distancia.

En la Figura 21 los vectores v, y v, representan las
velocidades tangenciales instantineas en M y N
respectivamente.

Se define ]a velocidad tangencial como el cociente entre
el arco recorrido y el tiempo empleado en recorrerlo; en forma

mas rigurosa debemos decir que es el limite 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 definicién.

La letra griega A se usa para simbolizar el “incremento
de” la variable que la sigue. Reemplaza a la diferencia entre
el valor que toma la variable al final y el que poseia al inicio
del intervalo considerado.

Si trasladamos a los vectores que representan las
velocidades a un origen comin podremos hallar el vector

diferencia (Av) entre v, ¥ vy (Figura 22).

Figura 22
Vm
fo) m
Av
VN n

Para que se comprenda, podemos presentar a la diferencia
entre vectores como una suma entre v,, y Av. Entonces:

v, +Av=v, resultando  Av=v, -v,
Conceptualmente, el cambio de la velocidad (Av) en

funcién del tiempo es la aceleracién. Si consideramos el punto

N cada vez méas préximo a M, con el tiempo tendiendo a cero

serd:

dv/dt=a ladirecci6n y sentido de a seran iguales a los de
dv

Cuando los puntos M y N son suficientemente préximos,
el Av se hace perpendicular a v y por lo tanto también la
aceleracifn a.

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

Por ello se denomina aceleracién centripeta y como la
relacién con la fuerza es la masa del cuerpo (signo positivo),
obviamente la fuerza que produce esa aceleracién coincide
en direccién y sentido, la marcamos con gris (Figura 21), y se
llama fuerza centripeta.

Esta fuerza es responsable del cambio de direccién de la
velocidad tangencial. .

Podemos notar que los efectos de las fuerzas pueden
traducirse en cambios de la velocidad que no se refieran a su
médulo. Para eso se requiere que la fuerza tenga una
componente en la direccién de la velocidad y no es el caso.

La velocidad tangencial es una magnitud que caracteriza
el movimiento circular. Es muy simple inferir que esta
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velocidad tangencial es fuertemente dependiente del radio
(distancia a la que se encuentra el mévil del centro de la
circunferencia). Es necesario encontrar la relacion matematica
entre esas variables.

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

En el movimiento circular los 4ngulos se miden en
“radianes”. Se define un 4ngulo como igual a 1 (uno) radian
cuando subtiende un arco que tiene una longitud igual al ra-
dio. Asi, aun dngulo de 360° le corresponde un arco igual a la
longitud de la circunferencia.

O sea si queremos establecer la equivalencia entre el
sistema sexagesimal y el radidn podemos tomar en cuenta esa
relacién y dado que medir es comparar con la unidad debemos
referir el arco (la longitud de la circunferencia), al valor del
radio.

2*m*R
R

y dado que el cociente entre una longitud y otra longitud carece

de unidad, el radién es en realidad un niimero, aunque a veces

suele aparecer la palabra radianes para referirse al sistema en
que estamos trabajando.

360° equivale a =2%q

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

Otra magnitud que caracteriza el movimiento circular es
la velocidad angular. Se la representa por ®.

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

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

® =0 /tlaunidad de ® es s, (jojo!, O medido en radianes)

La velocidad angular @ es un vector. La expresién ante-
rior permite el cdlculo del médulo del vector. La direccién es
perpendicular al plano de la trayectoria, pasa por el centro de
la misma y el sentido est4 dado por las reglas del cilculo vec-
torial. Mds adelante, cuando hablemos de campo magnético,
se encuentra desarrollado detalladamente cémo se determina
el sentido en estos casos.

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

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

v=arco/t €))]
{c6mo se mide la longitud de un arco?
Por lo que hemos dicho, al arco le corresponde un cierto
éngulo, que medimos en radianes.

Siel inguloes O podemos establecer esta proporcionalidad:

arco _ 2*m*R
0 2*T
Simplificando: arco/O=R = arco=0.R
*
Reemplazandoen (1): v = G_Ii
t
ycomo O/t=0 v=n.R

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

Asfi, por ejemplo, cuando gira una fila de soldados, el que
se encuentra en el centro de giro casi permanece en el lugar
(velocidad tangencial casi cero) pero el del extremo distal
tiene que moverse muy rdpido para que no se pierda la linea.
Sin embargo el angulo que describen es el mismo, es decir
ambos tienen la misma velocidad angular.

En las Figuras 21 y 22 los tridngulos OMN y omn son
semejantes, porque son isésceles y los dngulos que forman
los lados iguales entre si son iguales (dos tridngulos son
semejantes cuando los dngulos son iguales y los lados
homélogos son proporcionales).

As Av v * As
Entonces: — = — = Av=—
R v : R
. V*As
az=Av/t = a= pero  As/t=v
R *t
v *y
resulta: @ = ——— y a=v?/R 2)

R
La expresion (2) serd utilizada a continuacién.

2.- Campo magnético

La fuerza de origen magnético es directamente
proporcional a la carga del i6n, a su velocidad y al campo
magnético de induccién magnética B.
La expresién matemadtica que permite calcular la fuerza es:

F=q.(vxB)

vx B es el producto vectorial de ambos vectores. Por ello es
un vector.

El médulo del vectorFes: F=q.v.B.sen Q

siendo @ el 4ngulo que forman los vectores entre si.
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En el caso del espectrémetro de masa, vy B son
perpendicularesy sencp=1

Por definicion de producto vectorial, la direccién del vector F
es perpendicular al plano que determinan v y B.

El sentido de F queda determinado al operar
matematicamente. Asignando a cada uno de los vectores vy
B los sentidos de los ejes coordenados cartesianos +x e +y,
respectivamente, resulta para F el sentido +z.

En forma préactica el sentido de F queda determinado por
una regla denominada “de la mano derecha”.

El vector B “sale” de la palma de la mano derecha, los
dedos (menos el pulgar) deben apuntarse en el sentido de la
velocidad. Separando el pulgar en dngulo recto con el resto de
los dedos, el mismo apunta en el sentido de la fuerza si el i6n
es positivo. Si en cambio la carga fuese negativa el sentido de
la fuerza sera opuesto al que apunta el pulgar.

Hay otras formas “mas familiares”. Si se vuelca (gira) v
sobre B (en un &ngulo menor que 90°), el sentido en que
avanzaria un sacacorchos o un tornillo de rosca derecha daria
el sentido de F.

De todo esto resulta que en el momento en el que un ién
penetra en un campo magnético en forma perpendicular al
mismo, comienza a actuar una fuerza perpendicular a la
velocidad que hace que cambie su direccién de forma tal que
describe una trayectoria circular.

Cuando el i6n abandona el iméan cesa la fuerza magnética
y entonces el idn sigue con una trayectoria rectilinea llegando
a la zona de recoleccion de los iones.

El médulo de la fuerzaes F=q .v. B

También F=m.a => m.a=q.v.B y como en este
caso la fuerza es la fuerza centripeta, la aceleracién es la

centripeta.

De acuerdo a (2) a=vVv2/R
m*v?2 m*v
resulta =q*V*B => - =¢r =>R=
R q*B

¢;Como se lee esta ecuacion? El radio que describe el i6n
en un campo magnético depende de cuatro variables: la
velocidad (v), lacarga (q), lainduccién magnética B del campo
magnético y la masa (m) del i6n.

Dos de estas variables, la carga (q) y la induccion
magnética (B) son similares para todos los iones. La Figura
muestra un esquema de un espectrometro de masa que cuenta
con un selector de velocidad. Este dispositivo permite que
ingresen a la zona de accién del imén del espectrémetro sélo
los iones que poseen determinado valor de velocidad.

Los iones producidos en la fuente de iones, son acelerados
y penetran a una zona donde interactdian, un campo eléctrico
(E), que ejerce una fuerza eléctrica (F¢) sobre el ién en un
sentido (hacia abajo), y un campo magnético, perpendicular
al campo eléctrico y a la velocidad del i6n, que ejerce una
fuerza magnética (Fneg) 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:
Fel=q<E=> Fel=g.v/id 1
L v=
Freg=q-v B J

V/iB .d

Debido a que estas fuerzas Frly F son opuestas, si sus
modulos fuesen iguales los iones con velocidad v tendrian un
movimiento rectilineo uniforme.

Los iones con velocidad mayor que V/B.d se desplazaran
segun el sentido de la fuerza magnéticay si lavelocidad fuese
menor que ese valor lo haradn en el sentido de la fuerza
eléctrica. En estos dos casos no pasaran por un diafragma
ubicado geométricamente en la trayectoria de los iones que
poseen velocidad v.

Dado que los compuestos isotépicos s6lo difieren en su
masa nuclear, una mezcla de is6topos que poseen la misma
carga eléctrica, la misma velocidad y se mueven en una zona
de igual induccién magnética describiran trayectorias
circulares de diferente radio.

Esta es la razén que hace a la espectrometria de masas el
método de eleccion para determinar lacomposicién isotdpica
de un elemento en una muestra.
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ANEXO 2

La energia de los iones puede calcularse considerando que
la carga eléctrica de los iones se debe a la pérdida de un electrén
.y siendo la carga del electrén de -1.601864 * 10" coulomb,
resulta:

energia=q.V = energia = 1.601864 * 10° C * 3000 V
energia = 4.805592 * 1016 ]

Esta energfa se transfiere como energia cinética a los iones
producidos en la fuente de iones.

Calcularemos las velocidades que alcanzan los diferentes
isétopos CO,":

Engeneral: E, =m.v*/2
S \/2* 4805592 *10™*° —yy = 758067677 m
m N*167248 *10 ¥ kg IN s

. Reemplazando N por los valores de masa 44, 45 y 46
- (expresan el nimero de nucleones) resultan los siguientes
© valores de velocidad:

"V =114.283,0023 m/sec; Vﬁ:l 13.006,0572 m/secy V =111.770,982 m/sec

Los célculos fueron realizados asignando el valor de
¢ 1,67248 * 107" kg a la masa del nucleén (protones y neutrones).
¢ Estrictamente existe una diferencia a favor del protén pero la
" misma no fue considerada en este caso.

: Tampoco fue considerado el aporte de la masa de los
. electrones de los iones debido a que se estimd que no afectaba
¢ alos resultados.

: Los valofes de velocidad se encuentran alrededor de los
« 400.000 km/h. v

ANEXO 3

Para calcular los radios, primero deducimos una ecuacién
general y luego la aplicaremos a cada isétopo.

mv
ycomo R=—-

1 ]
Ecn =—mv? = V= —2 Ean
. m qB

2

resulta
m ,25 1 fmZZqV 1\/m
R=— ,|— R=——7—— R=—=.——

1 \/2*N*1,67248*10'2’ kg * 3000 V
0,47 Tesla 1,601864 *107'°C

= R

donde: Tesla: es la unidad de medida de la intensidad de campo
magnético
N: nimero de nucleones
masa de 1 (un) nucleén: 1,67248 * 104" kg
diferencia de potencial de aceleracién de los iones:
V =3000V
intensidad del campo magnético:
B= 4700 Gauss = 0,47 Tesla
carga elemental: g=1,601864 * 10 C

realizando las operaciones nos queda:

-3
_ 79148606 * 10 " m « N
0,47

R

Ahora resta simplemente reemplazar a N por los valores 44,
45y 46.

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

Estos valores son coherentes con la geometria del imén
que posee €l espectrémetro. :
Todo el desarrollo anterior puede resumirse a través de la
ecuacién: ) )
' m_B"*R
q 2*V

que expresa adecuadamente las condiciones del
espectrémetro.

En esta expresidn los valores de la carga eléctrica de los
iones g, el potencial acelerador V y la induccién magnética B
son los mismos para todos los isétopos. Por ello los radios R
de las trayectorias, dependeran de la masa m del i6n (que
puede calcularse como el valor de la masa de un nucleén
multiplicada por el nimero de nucleones). Ademis el valor
de B es fijo y V resulta de la seleccién del voltaje pico.






PROLOGUE

This report seeks to answer some of the questions raised during the practical training course organized within the framework
~of ARCAL-RLA-6042-IAEA project “Early diagnosis of Helicobacter pylori infection by means of nuclear techniques* un-
dertaken in Hermosillo, México, during the first week of November 2003. We include some general aspects of Helicobacter
pylori infection as well as the current method for the determination of '**2CO, ratio in exhaled air to detect the presence of this
bacterium in the gastric mucosa, the Urea Breath Test (*C-UBT). We hope that this manual will be useful and understandable
for the interested reader. Any doubts suggestions, corrections and queétions 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 '*C-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 amajor health problem. Improved methods for the diag-
nosis and follow up treatment of the infection have been developed.
Use of stable isotopes as non-invasive and safe diagnostic methods,
namely (**C) 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 isétopos estables en salud humana y
nutricion: espectrometria de masasy test de aliento con *C-urea
aplicados a la deteccién de infeccién por Helicobacter pylori. El
interés en investigacion en el drea de Helicobacter pylori se ha
incrementado en los dltimos afios. La infeccion por H. pylori puede
producir gastritis crénica a lo largo de toda la vida. Varios estudios
epidemiolégicos han demostrado que esta infeccién bacteriana es la
de mayor prevalencia en el mundo, afectando el 50% de la poblacién
mundial. Asi, es claro que el diagnéstico de la infeccién por H. pylori
representa un paso clave en el manejo de los pacientes que acuden al
gastroenter6logo. Asi mismo, debido al amplio rango de patologias
relacionadas con la infeccidon por esta bacteria que van desde la
deficiencia de micronutrientes a procesos neoproliferativos,
demuestran el potencial efecto nocivo que puede provocar la infeccion
por H. pylori en la salud humana. En los ltimos afios se han
mejorado significativamente los métodos de diagndstico. El uso de
isGtopos estables, especialmente los denominados prueba del aire
exhalado, como métodos seguros y no invasivos, han sido un paso
clave en una nueva era de investigacién dedicada al diagnéstico como
asi también en la eleccién de las terapias de erradicacién para H.
pylori. Esta técnica nuclear no invasiva, que actualmente es
considerada método de referencia para la determinacién de la
infeccién por H. pylori, ha sido exitosamente implementada en
América Latina. Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de la
infeccién por H. pylori , el impacto de la implementacién de esta
metodologia en la region es muy alto. En este articulo se discute en
forma detallada los aspectos de esta metodologia para armonizar la
aplicacién de este método diagndstico en las regiones en vias de
desarrollo.

Palabras clave: Helicobacter pylori, UBT, diagnéstico, isétopos
estables, espectrometria de masas.

INTRODUCTION

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 probably one of the most common bacterial
infections 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 gastroenterologist.
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Additionally, due to the wide range and relevance of
pathologies possibly related to this infection, from
micronutrient malnutrition and co-infections to malignancies,
there is the potential for H. pylori to be a major health problem.
Improved methods for the diagnosis and follow up treatment
of the infection have been developed. Use of stable isotopes
as non-invasive and safe diagnostic methods, namely ["*C]
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.

Helicobacter pylori

H. pylori is a Gram-negative, spiral shaped,
microaerophilic bacterium isolated from human gastric
mucosa that produces large amounts of urease, an enzyme
that hydrolyses urea into carbon dioxide and ammonia.

There are two identified patterns of infection for H. pylori.
In the first instance, developing countries have a large
proportion of children infected during early life and almost
all adults are colonised. Studies showed 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 of H. pylori
infection from 20 years onwards, and it is typical of developed
countries with values of 5-15% prevalence in children and
20-60% in individuals between 30-75 years of age. Thus, it is
accepted that H. pylori infection is disseminated worldwide,
with an average prevalence of 50%. There is also an inverse
relationship between the prevalence of the infection and the
socioeconomic status of 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 more likely to develop duodenal ulcers
than H. pylori negative individuals. The predominant infections
and concomitant inflammation 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 of duodenal ulcer initiates with the
infection causing inflammation in the mucosa. This leads to
alterations of regulatory hormones with the net effect of acid
hypersecretion. The duodenal mucosa reacts to acid
hypersecretion with the formation of gastric metaplasia, which
in turn allows H. pylori to colonize the duodenum. The final
event of mucosal breakdown is caused by several facultative
factors. In the long time interval between initial infection and
the occurrence of intestinal-type gastric carcinoma, data
suggest that H. pylori-associated chronic gastritis evolves
through atrophy, intestinal metaplasia and dysplasia. Many
factors involved in H. pylori virulence have been studied in

detail, including urease, the vacuolating cytotoxin (Vac A),
the product of cytotoxin-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 of specific adhesins. This is a
topic worthy of further investigation to clarify mechanisms of
H. pylori colonization and the possibility of developing new
strategies for treatment. ~

H. pylori has also been linked to micronutrient
malnutrition. Even though nutrient absorption does not take
place in the stomach, this organ contributes to the process by
means of the secretion of hydrochloric acid and enzymes,
which during the digestive process, help not only to release
the micronutrients from the food matrix but also, in the case
of the essential minerals, to render them soluble. Achlorhydria
(a decrease of hydrochloric acid secretion) occurs in 40-50%
H. pylori infected patients. A consequence of which is poor
absorption of micronutrients, which may compromise the
nutritional status of infected individuals provoking the
appearance of deficiency symptoms.

Stables isotopes in nutrition and metabolic research

Nuclear techniques have been used to determine dynamic
aspects of metabolism 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 community has recognized
the significance of isotope techniques, especially utilizing
stable isotopes, as providing accurate and non-invasive
methods for measuring 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 administered either orally or intravenously and when
incorporated into metabolic products, such as body water, urea
or COZ, they can be easily sampled in saliva, milk, breath,

~ urine and stool.

B3C breath tests are based on the delivery of a *C-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
BCO, into the body’s bicarbonate pool. The tracer is then
transported by the circulation and exhaled in the breath. The
pattern of breath *CO, enrichment over time can be measured.
The isotope analysis can be performed by isotope-ratio mass
spectrometry (IRMS).
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I13C-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 development of diagnostic
methods using either l4C-urea or 1X-urea, which are
hydrolysed to labelled CO, and exhaled. These methodologies
have the advantage of representing the whole stomach surface
and of being non-invasive. Until now, several invasive
endoscopic methods have been used in the diagnosis of 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 this report, we will describe and discuss some
methodological aspects related to the diagnosis of Helicobacter
pylori infection by mass spectrometric analysis of thel312CO,
ratio in exhaled breath.

1C-urea breath test (13C-UBT)

The I3C-urea breath test is used to diagnose H. pylori
infection. In this test, I13C-urca is administered orally in a test
meal (commonly natural orange juice), and urease secreted
by H. pylori in the stomach acts hydrolyses urea to release
BCO,. L0, then enters into the body’s bicarbonate pool and
is excreted in breath. Breath 13 02 enrichment can be
measured by IRMS. An increase in breath enrichment of I3CO,
within 45 minutes of the ingestion of 13C-urea is indicative of
the presence of H. pylori in the gastric mucosa.

Methodology as performed in Latin America

- Fasting for 6 hours.

- Basal samples in duplicate.

- Intake of 50-100 mg of I3C-urea in test meal (natural or-
ange juice).

- Breath samples at 30 and 45 min after 13-Urea intake.

- Measurement of the breath samples by IRMS.

M aterials: (Fig. 1) A few materials are needed to perform the
test, they are:
- 50-100 mg of 1X-urea.
Test meal: natural orange juice.
Straw
- Four Exetainers: two for the basal samples (red cap) and
two for 30 and 45 minutes post I3C-urea intake (blue cap).

FIGURE 1

Addition of the 1 -urea into the test meal (Fig. 2).
The 1X-urea is easily dissolved in the test meal by stir-
ring. It does not alter the taste of the meal.
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FIGURE 2

Teeth brushing (Fig. 3).

Teeth should be cleaned before ingestion of the 1X-urea
test meal to decrease the potential interference of bacteria in
dental plaque.

It should be done without toothpaste, using only water.

FIGURE 3

Basal breath samples (Fig. 4),

Basal breath samples should be taken in duplicate to de-
termine the basal IM2C 02ratio using the Exetainer with red
cap.

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

FIGURE 4

uC-urea- test meal intake (Fig. 5).
The whole test meal containing the 1-urea dose must be
taken.

FIGURE 5

Teeth brushing (Fig. 6).

Teeth should be brushed after consumption of the 1-urea
test meal to wash out any residual 1 -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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FIGURE 6

30 minute breath sample (Fig. 7).

Use the Exeteiner with the blue cap.

Breath should be sampled by normal-deep breath blowing
into the Exetainer through the straw.

FIGURE 7

45 minute breath sample (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.

FIGURE 8

Breath samples for measuring (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.

FIGURE 9

The basal value is determined in duplicate and then samples
are collected 30 and 45 minutes after the ingestion of approxi-
mately 250 cm1of 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 Helicobacter pylori does not
colonize the whole gastric mucosa but only patches.
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Mass spectrometry

The mass spectrometer, the cyclotron and the J.J. Thomp-
son device are based on the interaction of electric and mag-
netic fields with ions, i.e., electrically charged atoms or mol-
ecules. In 1887 J.J. Thompson at Cambridge (England) mea-
sured for the first time the electron charge/mass ratio using a
vacuum glass tube in which a bundle of electrons is pulled
out of the cathode and accelerated to a screen covered with a
fluorescent substance that indicates the impact site. Lawrence
and Stanley Livingston of California University discovered

the cyclotron in 1931. This consists of two metallic 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 of ions,
which are produced and separated or filtered according to their
mass/charge ratio (m/z) and finally detected. Many different
instruments have been developed using this principle. Breath
3C enrichment is measured using an isotope ratio mass spec-
trometer (IRMS). The first gas source IRMS 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, CO, is separated from the other
components of breath, in a helium stream, by gas chromatog-
raphy. Water is removed and the pure CO, is carried into the
IRMS, eliminating the need for off-line sample preparation.
The addition of an autosampler and computer controlled in-
strumentation lead to the first fully automated system for analy-
sis of breath *CO, enrichment (5). Other advances include
introduction of user-friendly software, allowing the spread of
IRMS instrumentation to many laboratories around the world.

Isotopes

Isotopes are forms of an element of differing mass that
have the same number of protons (and therefore electrons),
the difference being the number of neutrons.

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

The accepted nomenclature to designate a nuclide is

A

X

z

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

Isotopes of the same chemical element have the same Z
and differ in A. In 3C breath tests, we need to consider the
isotopes present in CO, in the breath sample.

Table 1 shows the percent composition of C and O of their
stable species, i.e., their isotopic abundance.

Table 1
Atom Isotope Isotopic abundance (%)
C 2C 98.89
BC 1.108
uc Very low
O 150 99.76
70 0.04
B0 0.2

The elements contain stable or radioactive isotopes.

In the case of carbon, we find two stable isotopes, '*C and
BC and one radioactive isotope, C. The three isotopes of
oxygen shown in the table are stable.

It should be noted that the quantity of '*C naturally present
in a human being weighing 70 kg is approximately 120 g.
Thus, if 50 mg PC-urea (~11mg >C) is given for a breath test,
this is scarcely 0.01 per cent of the total.

Several molecular species of CO, can be formed by com-
bining different isotopes.

These molecules of CO, correspond respectively to masses
44, 45, 45 and 46.

160 160 170 180

7 / / /
120 N 13C N 12C Q 120 N

160 160 160 160

The probability of finding theses ions among those formed
in exhaled breath depends upon the isotopic abundance of the
elements. Other CO, molecules, which could be formed by
combining two or more minor isotopes, have a very low prob-
ability of being formed. The intensity of ions at mass 44 will
be some 90-fold greater than that of other masses, due to the
contribution of 2C'SQ, formed by the most abundant isotopes.

Isotope Ratio Mass Spectrometry

A number of IRMS designed specially for automated
analysis of ’C breath tests are commercially available. The
photograph (Fig. 10) shows the equipment installed at the
Laboratory of Stable Isotopes applied to Biology and Medi-
cine, School of Pharmacy and Biochemistry, University of
Buenos Aires, which is a Finnigan BreathMAT (Thermo Elec-
tron Corporation, Tel: Africa+27 11 570 1840, UK +44 1442
233555; www.thermo.com). Although this instrument is no
longer commercially available, in principle, its design and
operation are similar to other instruments.
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FIGURE 10

The components of the BreathMAT can be seen (from left to

right) in Figure 10.

1. Heand 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: compressor, rotary vacuum pump and
computer CPU (partially obscured).

LASER
READER
FIGURE
NEEDLE TO
TAKE THE
SAMPLE
FIGURE 12
TURBOMOLECULAR

VACUUM PUMP

The procedure for the diagnosis of infection by H pylori
using the I3C-urea breath test is described step-by-step (pag.
29-31).

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

Once the bar code has been read by the laser reader, the
autosampler 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 sorter ramp (Fig. 11) where is
ordered according to the sequence of measurement of the
samples.

BOX TO
LOCATE THE
MAGAZINES

ORDERING RAMP FOR
THE UNKNOWN TUBES
(SORTER RAMP)

STANDARD
INJECTION
DEVICE

JUM CONTROL

DIGITAL
VALVE
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The breath sample is transported in a stream of helium to
an eight-way VALCO digital 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 chro-
matograph (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 computer software at predetermined times.

The breath sample mainly contains: oxygen, nitrogen,
water vapor and carbon dioxide.

FIGURE 13

Gases entering the GC are separated. W ater removal (Fig.
13) isaccomplished by a permeable membrane. The flow now
passes through an element called the Standard Injection
Device (Fig. 12), the function of which is to alternate pulses
of sample and reference gas.

Gases enter the ion source (Fig. 12), in which high vacuum
conditions prevail, produced by the turbomolecular vacuum
pump (Fig. 14) backed by the rotary pump.

PERMANENT
MAGNET

TURBOMOLECULAR
PUMP

FLIGHT
TUBE

COLLECTORS

TO ROTARY
VACUUM PUMP

CUP AMPLIFIER
BOX

FIGURE14

In the ion source there is a tungsten filament that emits
electrons, which ionize a small portion of the CO, transform-
ing it into a positive ion, CO,+

CO,+le -> CO,++2e

lons are formed following thermionic emission of elec-
trons from the filament and their collision with gas molecules.
Two small permanent magnets within the ion source increase
the probability of collision with a CO, molecule as they cause
the electrons to describe a spiral from the filament. The emis-
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 turbomolecular (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 approximately 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 BreathMAT spectrometer is an IRMS, which
is a low resolution magnetic sector MS, and so has no veloc-
ity selector as it will be described in Appendix 1. lons with
different mass enter the magnetic field, where they describe
different radii.

Detection

faoday

FIGURE 15
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The IRMS is designed to monitor ions of mass-to-charge-
ratio 44, 45 and 46. The detectors are ion collectors called
Faraday cups (Fig. 15). The different isotopic abundances
produce currents with different intensities in each detector
(cupl, cup2 and cup3). Therefore, each amplifier gain is
optimised (by the value of the resistor installed) so that those
receiving the less abundant ions (corresponding to masses 45
and 46) have ~100-fold more gain than that corresponding to
mass 44 (cup 1).

Data Analysis

IRMS results are expressed as current intensity ratios (the
BCO,/"CO, ratio is termed ratio 45 in the Breath MAT soft-
ware). Simultaneous collection of the isotopic species cannot
be affected by variations of the total ion amounts arriving at
the collectors, since intensity ratios and not their absolute val-
ues are determined. Processing includes comparison of the
ratio 45 (actually 45/44) of the sample with the ratio 45 of the
CO, reference gas, which has a known carbon isotopic com-
position relative to the international standard for carbon iso-
topic composition (notation & 3C; units %o, per mil). The origi-
nal international standard, a limestone called Pee Dee Belem-
nite (PDB) has been exhausted, but a new primary standard
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has been produced (6). This new standard is known as Vienna
PDB (VPDB).

The delta value of the reference gas has been entered into
the software, which now automatically undertakes a series of
corrections to account for the contribution of O to mass 45
in the calculation of R45/44 (the Craig correction, see scheme
below). The result is now calculated as 83C relative to the

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

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

The results of the determinations appear on a sheet simi-
lar to that shown here (Table 2).

Table 2
Sample * Barcode Name Remarks DOB  Del45 Del46 Ratio45 Ratio46 Del13 Del13PDB  mV
Basal 52100 NICOLAS 0.0 5.1 -1.6 1.2 04 5.5 -22.6 2398
30 min 52100 ' Positive  47.3 50.7 1.3 1.2 04 54.1 24.7 1980
Basal 52130 0.0 4.8 -0.8 1.2 0.4 52 -22.9 2478
45 min 52130 Positive  31.3 35.1 43 1.2 04 373 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 04 66.4 36.7 604
Basal 52230 0.0 7.0 -4.6 1.2 04 7.6 -20.5 2414
45 min 52230 Positive  41.6 473 -0.7 1.2 0.4 50.5 21.2 2634
Basal 52300 MARCOS 0.0 9.0 -2.1 12 0.4 9.7 -18.5 2477
30 min 52300 Negative 1.5 10.5 -1.8 1.2 0.4 113 -17.0 2317
Basal 52330 0.0 6.9 -6.9 12 0.4 .16 -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 of the test is a DOB higher
than 3.5, i.e., once the DOB of a sample 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 of most interest.
In the second column the number, 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. If 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 “Unknown” will
appear in the output followed by the number indicating the



36 BARRADO etal.

sequence order. When this occurs for the tenth time, the batch
will be terminated since the ordering ramp will be full. In this
eventuality sample identities are entered into the spreadsheet
manually in the order indicated by the position of the tube on
the ramp and the number. The column “mV” contains the
values corresponding to a signal generated in the detector of
the ions of mass 44 (of the isotope [2C 18 1), the most abun-
dant. These values act as a quality control because the signal
measured should be higher than the predetermined threshold
value.

613 /S12C

The schematic diagram shows the series of steps that to-
gether comprise the measurement of the I3C/I2C ratio in the
sample and in the reference gas.

Ratio 45 and 46: The ratios established between the signal
intensities

o 1+ ,2c 170 ,60 + 12C 160 170
1z 1o,

R 45 [44 =

= nR45/44 + 2*nR45/44

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

6°3c(°/J =[(r,.,,d/R 1] *10!

(ratio 45 /44 siml. - ratio 45 /44 )
= A — " *1000 (°/,
ratio 45 /44 rnr

" . (ratio 46 / 44
Del 46: 046 = =
ratio 46 /44

- ratio 46 /44 _r)
— » 1000 (°/00)
00

Del 13: The result of correction for the I70 contribution to
mass 45 in the calculation of R45/44. The correction proposed
by Craig includes two constants (Craig A and Craig B), deter-
mined experimentally (9).

8 13C = CraigA * 845 - CraigB *846

813C = 1 0676758 *§45 - 0.0338362* §46

Routine quality control checks

In all routine IRMS operations, regular QC checks are
undertaken. Peak centering is undertaken to ensure that the
high voltage is adjusted to optimize ion beam focus; a stabil-
ity test is undertaken to ensure that any variation of isotope
ratio with time is within acceptable limits; a reproducibility
or analytical precision test is undertaken to ensure precision
is acceptable and that ‘zero enrichment’ criteria are met. Some-
what less frequently, an abundance sensitivity test (sometimes
called amount dependence or linearity) is performed to en-
sure that any variation of measured ratio with sample size is
within accepted limits.

In the Finnigan BreathMAT, routine QC tests are known
as:

1) High voltage; 2) Time scan; 3) C02ero _20

1- High Voltage Scan (Fig. 16).

A reference gas peak is scanned over a 10 V range in HT
to find the optimal accelerating voltage. Once automatically
selected it should prove stable for the ratio 45/44 (<1 V per
kV) in a constant temperature environment (18°C).
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FIGURE 16

2- Time scan (Fig. 17).

A reference gas peak is monitored over 10 minutes, at the
previously selected accelerating voltage. A variation of <1 per
thousand in ratio 45/44 over 10 minutes is acceptable.
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3- C02zero_20

This test is performed by undertaking 20 measurements
of reference gas. The standard deviation of the Del 13 PDB
values is calculated by means of an Excel sheet. The result
should not be greater than 0.07 per mil. The purpose of this
control is to check the reproducibility of the determinations.
The data from this test are transferred automatically to a sheet
which can be exported to Excel (Table 3).

Table 3

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

1 -0.16 -0.05 1.18 042 -0.17 -28.06 3108.20
2 -012 -0.08 1.18 042 -0.13 -28.03 3105.40

19 0.00 0.01 118 0.42 0.00 -27.90 3076.50
20 0.02 -0.07 118 0.42 0.02 -27.88 3143.90
0.05

The value of 0.05 °/001X, at the end of the Dell3PDB
column corresponds to the standard deviation of the 20 pre-
ceding values. The test is satisfactory.
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Other breath tests in human health

The 1-PC-octanoic acid breath test for solid phase gastric
emptying
This test of solid phase gastric emptying is described in

full by Ghoos and co-workers (10,11). Unlike the case with
the UBT, where data is expressed in units of enrichment, the
convention has been to convert the IRMS data from the oc-
tanoic acid breath test into units of percentage dose recovered
(PDR), where,

VCO, (mmol h*') x breath "CO, enrichment (ppm excess) x 100

PDRh' =

Note that many IRMS data systems only yield data in &
BC units (7). As it is more convenient to deal with tracer dose
in units derived from atom fraction (atom % excess, or ppm
excess), it may be necessary to interconvert units of enrich-
ment (7). ‘

A modest dose (typically 100 ul) of 1-*C-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 of breath

samples are given over a 6 hour period. The full protocol is

available on the SIGN website (www.med.rug.nl/sign).

The Figure 18 shows the output from a solid phase gastric
emptying test. Use of the curve fitting procedure advocated
by Ghoos and co-workers (10,11) revealed in this case a gas-
tric emptying half time of 2.8 hours. Calculations such as these
that may involve data manipulation and curve fitting are greatly
facilitated by use of spreadsheets. All the IRMS manufactur-
ers provide data outputs that can be readily imported into pro-
prietary spreadsheets, such as Microsoft Excel.

BBC.-octanoic acid breath test

PDRh™
(-]

"Time (h)
FIGURE 18

The main outcome of the octanoic acid breath test is a
kinetic measurement, typically gastric emptying half time.
Strictly speaking, this information could have been calculated
from the plot of tracer enrichment with time, without having
to convert it to PDR. However it is essential to express the
outcome in PDR units in certain breath tests (see below).

amount substrate taken (mmol) x substrate enrichment (atom % excess x 10%)

The study above was performed using an AP2003 isotope
ratio mass spectrometer system designed for automatic analysis
of BC breath tests. This IRMS is currently manufactured by:
GV Instruments, Crewe Road, Wythenshawe, Manchester M23
9BE, UK (tel: +44 (0) 161 9022100; fax: +44 (0) 161 9022198,
http://www.gvinstruments.co.uk).

The 3C-mixed triacylglycerol breath test for pancreatic
lipase sufficiency

Here a novel molecule, the mixed triacylglycerol (1,3
distearyl 2-[1-"*Cloctanoyl-glycerol), was designed and de-
veloped by Ghoos and co-workers (12,13), to detect
maldigestion due to insufficient secretion of pancreatic lipase.
This is now available commercially (www.isotope.com). The
triacylglycerol is incorporated into a test meal and consumed.
A series of breath samples taken, as in the octanoic acid breath
test. When the tracer is fully digested, the unlabelled stearic
acid moities are removed from the sn-1 and sn-2 positions by
pancreatic lipase. The resulting monoacylglycerol or
nonesterified fatty acid is readily absorbed and transported to
the liver where it is oxidised, releasing *CO,, which is ex-
haled in breath. Subjects with insufficient pancreatic lipase
secretion give low recovery of *C in breath CO, (14).

Mixed triacylglycerol breath test
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FIGURE 19
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The Figure 19 shows the cumulative PDR (cPDR) in breath
CO, following a mixed triacylglycerol breath test in children
with cystic fibrosis ( @ pancreatic sufficient, PS; m 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 of
PDR are essential (18).

GOF

[<d
(=3

o
o
—_—

Cumulative % dose recovered
~N [23
o o

-
o
T

Predicted resting  Measured resting Measured non-resting

VCO; estimate

FIGURE 20

This Figure 20 illustrates the importance of obtaining ac-
curate estimates of CO, production to yield accurate cPDR
data. Non-resting VCO, 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 fi-
brosis, who have been prescribed pancreatic enzyme replace-
ment therapy, but did not take PERT with the test meal (n =35,
shown with range).

These studies were performed using a Europa ABCA iso-
tope ratio mass spectrometer system designed for automatic
analysis of 1C breath tests. This IRMS is currently manufac-
tured by: SerCon Ltd, Wistaston Road Business Centre,
Wistaston Road, Crewe, Cheshire CW2 7RP, UK (Tel: +44-
(0)1270-580008;Fax:+44-(0)1270-252310;http://
WWww.sercongroup.com)
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APPENDIX 1

A shortintroduction to a few basic physical concepts such
as circular motion and magnetic fields will help to understand
the reasons for the separation of isotopes in a sample of ex-
haled breath to quantify the isotope ratio.

1. Circular motion
When an ion moves in a magnetic field in such a way that

the direction of the velocity vector is perpendicular to the
magnetic induction vector, its trajectory is a circumference.

FIGURE 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 of the paper sheet.

The grey vector represents the force, which the magneuc 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 @ (the heat of the arrow)

When 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 compared to that of a stone attached
to arope. The stone remains in a circular trajectory as long as
the tension of the rope is maintained. If the rope is broken, the
stone will move with a rectilinear trajectory with a direction
coincident to that of the velocity vector at the moment of the
break of the rope. In the case of the stone the involved forces
are contact forces since they are transmitted by the rope; in
the mass spectrometer the forces are transmitted by a field
through a distance.

In the Figure 21 the vectors vy and v, represent tangen-
tial instantaneous velocities at M and N respectlvely

Tangential velocity is defined as the quotient between the
traveled arc and the time employed for the travel; in a more
rigorous way it should be defined as the limit of the quotient
between As y At when At tends to zero. Under these circum-
stance the arc may be taken as having the same length as As;
therefore the first definition makes sense. The Greek letter A
is used to symbolize changg, in this case the “increase of” the
variable which follows. It replaces the difference between the
final and the initial values of the variable during the consid-
ered interval.

If we move the vectors representing the speeds to a com-
mon origin we can find the difference vector (Av) between
v, and v (Figure 22).

FIGURE 22

In order to understand these considerations, we may rep-
resent the difference between two vectors as the sum of v,

and Av. Then:

vy, +Av=v,  resulting Av=v -v,

Conceptually the velocity change (Av) as a function of
time is the acceleration. If we take the point N closer and

closer to M, with time tending to zero, it will be:

dv/dt = a the dircction and scnse of 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 of 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 of the ac-
celeration; we symbolize 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.

We 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 component 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 simple 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 of the
circumference of the trajectory which it is describing). It is
necessary to find a mathematical relationship between these
variables.

When abody turns around a point it will “sweep” an angle.
In a circular motion, angles are measured in “radians”. An
angle of 1 radian is defined when it subtends an arc equal to
the length of the radius. Thus, an angle of 360° corresponds to
an arc equal to the length of the circumference.

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 measurement is a comparison with
the unit, we should refer the arc (the length of the circumfer-
ence) to the value of the radius.

360°is equivalentto 2 * ® *R

R

=2*1‘[

Since the ratio between a length and another length has no
unit, the radian is actually dimensionless, even though some-
times it is referred to by the word “radian” in order to-have a
reference to the system in which we are working.

For example an angle of 45° is equal to 7t/ 4 radians.

Another property that characterizes the circular motion is
the angular velocity, which is represented by ®.

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

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

® = O/t the unit of ® will be s ,‘provided 0 is give in radians

The angular velocity O is a vector. The foregoing expres-
sion allows the calculation of the module of the vector. The
direction will be perpendicular to the plane of 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 mag-
netic fields, we shall develop in detail the manner by which
we can determine 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.

v=arco/t €9

In order to measure the length of this arc it should be taken
into account that a certain angle measured in radians belongs
to this arc.

If the angle is 6 we can establish this proportionality:

arco _ 2*T*R
6 2*m
Simplifying: arco/0=R = arco=0*R
Replacing in (1):  y _ 9*R
t
Since 0/t=o v=o0*R

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

In the Figures 21 and 22 the triangles OMN and omn are
resembling because they are isosceles and the angles formed
by equal sides are equals between them (two isosceles tri-
angles are resembling if the angles are equals and the homolo-
gous sides are proportional).

A A . Vv * As
Thus: __s_=_v = Av=—
R v _ R
v * As
a=Av/t = a=——— but As/t=v
R *t
VvV ¥y
Itresults: a = and a=v?*/R )

R

The expression (2) will be used in the forthcoming analysis.
2.- Magnetic Field

The force of magnetic (F) origin is directly proportional
to the charge (q) of the ion, to its velocity (v) and to the mag-
netic field of magnetic induction (B).

The mathematical expression by which it is possible to calcu-
late the force is:

F=q.(vxB)
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v X B being the vector product of both vectors; for this reason
the result is also a vector.

The module of the vector F is: F =g 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 of the vector product, the direction of the vector
F is perpendicular to the plane determined by v and B.

The sense of F will be determined operating mathemati-
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 of the velocity. Sepa-
rating the thumb at aright angle from the remaining fingers,
the thumb will point in the sense of the force if the ion is
positive. If the ion is negative the sense of the force will be
opposite to that of the thumb.

There are more “familiar” ways to determine 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 of F.

The foregoing analysis shows that at the moment in which
an ion penetrates perpendicularly into a magnetic field, a per-
pendicular force will begin to act by which the direction of
the movement of the ion will change; the ion will be describ-
ing acircular trajectory.

When 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=gxVvXxR

The forceisalso F=mxa=>mxa =gxvxB (m =mass)

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

*

According to equation (2)

m *v?2
a=v2/R It results ----------mm- =q*v *B =>
R
m *v v
=R => R = m
q*B q*B

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

Two of these variables, the charge (q) and the magnetic
induction (B) are similar 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 spectrometer magnet of ions having
only a determined value of its velocity.

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 (F€) 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 (Freg) in an oppo-
site sense to the electric field. The electric field E is produced
by two conducting plates submitted to difference of potential
V and separated by a distance d.

The corresponding equations are:
Fel=q <E => Fel=q.V/d
V= V/B.d
Emag - Q- v mB

Since the forces F ,and F _ are opposite, if their modules
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 of the magnetic force, whereas if their
velocity would be smaller than this value, they would move
in the sense of the electric force. In both cases they would not
pass through a diaphragm located geometrically in the trajec-
tory of the ions having velocity v.

Since isotopic compounds only differ in their nuclear
masses, a mixture of isotopes with the same electric charge,
the same velocity and moving in a zone with the same mag-
netic induction, will describe circular trajectories with differ-
ent radii.

This is the reason that renders mass spectrometry a method
of choice to determine the isotopic composition of an ele-
ment in a sample.

APPENDIX 2

The energy of the ions can be calculated by taking into
account that the electric charge of the ions is caused by the
loss of one electron; since the charge of an electron is
—-1.601864 x 10" coulombs, it results:

energy = q x V = energy = 1.601864 x 10" coulomb x 3000 volt
energy = 4.805592 x 10-'¢ 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 of CO,* taking into account that the kinetic en-
ergy, E,, is equal to m.v¥/2.

— ’ZEcln
m

Replacing N for the mass values 44, 45 and 46 (which
give the nucleon number), the following values for the ve-
locities result:

2+%4.805592* 107" J _ 758067,677 m
57 = v= —_
N*167248 * 10 %' kg WN s

V =114.283,0023 m/sec; V =113.006,0572 m/secy V =111.770,982 m/sec
“ 4 %

The calculations were carried out assigning a value of
1,67248 x 107" 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.

APPENDIX 3

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

Eun = 1m\/2 =>v= JEE“— and since R = MV it results
2 m gB
2E4, 1 ’ 2mvVv
= -B— =
1 JZ*N*1,67248*10'27 kg * 3000 V
0,47 Tesla 1,601864 *10™C

* Where: Tesla is the unit of magnetic field intensity

N: number of nucleons

Mass of 1 (one) nucleon: 1,67248 * 10" kg
Acceleration potential difference of the ions:
V=3000V

Intensity of the magnetic field:

B=4700 gauss = 0.47 tesla

Elemental charge: g=1,601864 * 10" coulomb

Performing the operations we obtain:

-3
7,9148606+10° m o
0,47

=>R=

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

R =0,1117m R
45

44

=0,1130m R =0,1142m
46

These values are coherent with the geometry of the spec-
trometer magnet. All the previous development may be sum-
marized by the equation:

B?*+ R?
2%V

m _ this expresses adequately the conditions of
q B the spectrometer

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