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(57) Abstract

The method is based on the assay of breath with urea marked with carbon—13 and which comprises (a) administering to the patient an
aqueous solution of citric acid having a pH comprised between 2 and 2.5; (b) collecting a sample of the patient breath in order to determine
the basal content of carbon-13; (c) administering to the patient an appropriate amount of urea marked with carbon-13; (d) collecting a
sample of breath from the patient in order to determine the content of carbon-13 after administering the marked urea; and (e) analyzing the
collected breath samples in order to determine the content of carbon-13 before and after the administration of urea marked with carbon—13.
The kit comprises a container for the citric acid, another container for the urea marked with carbon-13, test tubes intended to receive the
patient breath and means to blow the breath into the test tubes.

(57) Resumen

El método se basa en el ensayo del aliento con urea marcada con carbono—13 y que comprende (a) administrar al paciente una solucién
acuosa de 4cido citrico con un pH comprendido entre 2 y 2,5; (b) recoger una muestra del aliento del paciente para determinar el contenido
basal en carbono—13; (c) administrar al paciente una cantidad apropiada de urea marcada con carbono-13; (d) recoger una muestra del
aliento del paciente para determinar el contenido en carbono—13 post-administracién de la urea marcada; y (e) analizar las muestras de
aliento recogidas para determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la administracién de urea marcada con carbono-13. El
kit contiene un recipiente para el 4cido citrico, otro para la urea marcada con carbono—-13, unos exeteiners destinados a contener el aliento
del paciente, y unos medios para soplar el aliento dentro de los exeteiners.
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METODO Y KIT PARA LA DETECCION DE Helicobacter pylori

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a un método para la deteccidn de
Helicobacter pylori basado en el test del aliento con urea
marcada con **C, y a un kit para la realizacién de dicho
método. Este método puede ser utilizado en el diagnéstico de
enfermedades gastroduodenales relacionadas con Helicobacter

pylori.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Helicobacter pylori es un bacilo Gram negativo aislado
por primera vez en el afo 1982 y cuya presencia en el organismo
estd relacionada con enfermedades gastroduodenales. En
concreto, este bacilo es el principal causante del desarrollo
de la ulcera péptica duodenal asi como el principal agente
causal de las gastritis crénicas, donde aparece en el 90-95%
de los pacientes, detectandose también su presencia en
pacientes con uUlcera duodenal, ulcera gastrica, dispepsia,
linfomas “no Hodgkins” géstricos e incluso en el cancer de
estdémago.

Con el fin de establecer un tratamiento correcto y eficaz
de una posible enfermedad gastroduodenal es necesario efectuar
un diagnéstico preciso y fiable de la misma. Algunos métodos
para el diagndéstico de enfermedades gastroduodenales se basan
en la deteccién de H. pylori mediante unos métodos que pueden
agruparse en métodos invasivos y en métodos no invasivos. Los
métodos invasivos requieren la realizacién de una endoscopia
en el paciente y la posterior realizacién de estudios
histolégicos, cultivos o el test radpido de la ureasa en
muestras de mucosa gastrica recogidas por biopsia endoscépica.
Aunque estos métodos tienen una sensibilidad y especificidad
adecuada, son caros, requieren personal cualificado para su
realizacidén y ocasionan molestias al paciente gquien, a veces,

los rechaza. Entre los métodos no invasivos se encuentran los
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métodos seroldgicos y el test del aliento con urea. Los métodos
seroldégicos, en general, presentan una menor sensibilidad vy
especificidad que el test del aliento con urea y ademds solo
detectan anticuerpos de H. pylori y no la presencia del mismo
como lo hace el test del aliento con urea marcada con ¥C. La
prueba seroldégica no es fiable para comprobar la eficacia del
tratamiento erradicador porque el descenso significativo del
titulo de anticuerpos es apreciable a partir del sexto mes
post-erradicacién sin que haya seguridad hasta el decimoctavo
mes post-erradicacién, mientras que con el test del aliento se
puede demostrar con seguridad la eliminacién de H. pylori con
el tratamiento a partir del primer mes de finalizado el mismo.

El test del aliento con urea estd basado en el hecho de
que se observa una actividad ureasa fuera de lo normal en
numerosas enfermedades gastroduodenales, en particular, en las
relacionadas con la presencia de H. pbylori, por lo que la
deteccidén de una actividad ureasa en cantidades anormales es
indicativo de la existencia de H. pylori y, por tanto, de una
posible patologia gastroduodenal. La ureasa (urea amido-
hidrolasa) es una enzima que cataliza la hidrélisis de la urea
(carbonildiamida) en carbonato amdénico que se descompone en
didoxido de carbono y amoniaco. Para la realizacién del test del
aliento con urea al paciente se le administra urea, marcada
opcionalmente con carbono-13 (**C), con carbono-14 (), o bien
con nitrégeno-15 (**N), y posteriormente se analiza el aliento
del paciente para detectar la presencia de 1los productos
resultantes de la hidrdélisis de la urea marcada. El didxido de
carbono marcado con carbono-13 o con carbono-14, producido por
la hidrélisis de la urea marcada con tales isdétopos, es
absorbido por el sistema sanguineo, transportado a los pulmones
y finalmente espirado, por lo que puede ser detectado en el
aliento del paciente.

La patente norteamericana US 4.830.010, a nombre de B.J.
Marshall, describe un método para el diagndéstico de

enfermedades gastroduodenales basado en el test del aliento con
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urea, que presenta numerosos inconvenientes, entre los que se
encuentran:

- el empleo de soluciones previas a la administracién de
la urea que no reproducen el pH del antro estomacal (entre 2
Yy 2,3), adecuado para mantener al H. pylori en su entorno, por
lo que los resultados obtenidos presentan una fiabilidad y
sequridad dudosa, y, ademds, tales soluciones habitualmente
provocan trastornos gastrointestinales en el paciente, tales
como diarrea, pesadez de estémago, vémitos, etc.;

- el empleo de urea marcada con carbono-14, un isdétopo
radiactivo, encarece el método y limita considerablemente su
ambito de aplicacién, pues no debe aplicarse en embarazadas ni
en nifnos, ni se puede repetir la prueba en el mismo paciente
mas de dos o tres veces debido a su radiactividad;

- la dosificacidén de la urea marcada, en funcién del peso
del paciente, 1lleva consigo una cierta complejidad en la
realizacién del ensayo asi como un mayor consumc de reactivo
con su consiguiente repercusién no sélo a nivel econémico sino
también a nivel de la posible existencia de un cierto riesgo
de toxicidad y/o efectos adversos en el paciente;

- el paciente debe permanecer en posicién horizontal
durante la realizacién del ensayo, lo gue puede ocasionar
molestias al paciente; vy

- la recogida del aliento del paciente se realiza en
bolsas de plédstico mediante el empleo de boguillas de pléstico
y posteriormente el aire se retira de las bolsas mediante el
empleo de jeringuillas y se introduce en un Vacutainer® (tubo
de cristal provisto de tapén de goma y a presidén, que puede
desarrollar a largo plazo interferencias de los gases
producidos con el aire del paciente recogido en el tubo). E1
elevado numero de componentes necesarios para recoger el
aliento del paciente no sélo complica la realizacién del ensayo
sino que ademds, incrementa el coste del mismo pues al coste
de los componentes se debe unir el del tratamiento aplicable

a los residuos generados con el fin de evitar problemas medio-
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Por tanto, el método descrito en la patente norteamericana
US 4.830.010 es un método general, poco concreto, de fiabilidad
y reproducibilidad dudosa, tiene un &mbito de aplicacién
limitada, es complicado, caro, molesto e incémodo para el
paciente.

La presente invencién proporciona un método y un kit para
la realizacién de un ensayo del aliento con urea marcada con
carbono~13 para la deteccién de H. pylori que supera los
inconvenientes previamente mencionados. En particular, la
invencién proporciona un ensayo para la deteccién de H. pylori
sencillo, f&cil de realizar, fiable, reproducible, de amplia
aplicacién, simple, econémico, seguro y cdémodo para el

paciente.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 muestra el dibujo de un exeteiner del tipo
utilizado en el kit objeto de esta invencidén, en el que se
muestran, separados, los distintos componentes del exeteiner.
La Figura 2 muestra el dibujo de un exeteiner del tipo

mostrado en la Figura 1, con todos sus componentes acoplados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Método para la deteccién de Helicobacter pylori

En un primer objeto de esta invencién, se proporciona un
método para la deteccién de Helicobacter pylori, basado en el
ensayo del aliento con urea marcada con carbono-13, que
comprende las etapas generales de:

- administrar al paciente una cantidad apropiada de urea
marcada con carbono-13; vy

- determinar el contenido en carbono-13 a partir de
muestras de aliento del paciente antes y después de la
administracién de urea marcada con carbono-13;
que se caracteriza porque:

- Sé administra al paciente una solucién acuosa de acido
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citrico que comprende &cido citrico en una cantidad suficiente
para dar un pH comprendido entre 2 y 2,5;

- el contenido en carbono-13 en la muestra de aliento del
paciente antes de 1la administracién de urea marcada con
carbono-13 se puede realizar antes de, o alternativamente
después de, administrar al paciente dicha solucién acuosa de
acido citrico; vy

- la urea marcada con carbono-13 puede ser administrada
al paciente después de, o simultdneamente junto con, la
administracién de dicha solucién acuosa de acido citrico.

Una primera alternativa de realizacién del método para la
deteccidén de Helicobacter pylori, basado en el ensayo del
aliento con urea marcada con carbono-13, proporcionado por esta
invencién, implica la administracién al paciente de la solucién
acuosa de acido citrico antes de determinar el contenido basal
en carbono-13 en la muestra de aliento y antes de administrar
la urea marcada con carbono-13, y comprende las etapas de:

a) administrar al paciente una solucidén acuosa de acido
citrico que comprende acido citrico en una cantidad suficiente
para dar un pH comprendido entre 2 y 2,5;

b) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido basal en carbono-13:

c) administrar al paciente una cantidad apropiada de urea
marcada con carbono-13;

d) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido en carbono-13 tras la administracidén
de la urea marcada con carbono-13; y

e) analizar las muestras de aliento recogidas para
determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la
administracién de urea marcada con carbono-13.

La solucidén acuosa de &cido citrico comprende una
disolucién en agua de &cido citrico en cantidad suficiente para
dar un pH comprendido entre 2 y 2,5. Normalmente, ese pPH se
alcanza con una disolucién acuosa de 4&cido citrico a una

concentracién de, aproximadamente, 0,021 g/ml. El empleo de
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esta solucién cumple dos objetivos, por una parte, contribuye
al retardamiento del vaciamiento gdstrico, con 1lo que se
consigue que la urea marcada con carbono-13 permanezca mas
tiempo en el antro estomacal, y, por otra parte, al rendir un
pH como el del antro estomacal, permite que la colonia de H.
pylori pueda ejercer con mayor seguridad su actividad ureasa
hidrolizando la urea en didéxido de carbono y urea. El empleo
de esta solucidén es fundamental y critico para que el ensayo
sea significativamente eficaz, sensible, fiable y reproducible,
y constituye uno de los aspectos esenciales de esta invencién.

La solucién acuosa de éacido citrico puede contener,
ademas, unos aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables,
que mejoren sus propiedades y caracteristicas organclépticas
tales como, edulcorantes, aromatizantes, colorantes 3%
conservantes.

Dicha solucidén acuosa de 4acido citrico puede obtenerse
facilmente por disolucién de los componentes en la cantidad
apropiada de agua. En una realizacién particular y preferida
del método objeto de esta invencién, la solucién acuosa de
dcido citrico se obtiene disolviendo una cantidad comprendida
entre 2 y 5 g de acido citrico en la cantidad apropiada de
agua.

En otra realizacidén particular del método objeto de esta
invencién se contempla la posibilidad de utilizar zumos de
frutas, por ejemplo, de citricos (naranja, limén, pomelo, etc.)
como fuente de dicha solucién acuosa de acido citrico siempre
y cuando dicho zumo tenga un pH comprendido entre 2 y 2,5. En
caso de que el zumo no tuviera dicho pH se podrian afnadir los
acidulantes alimentarios o farmacéuticos aceptables en la
cantidad necesaria para alcanzar dicho pH.

El empleo de una solucién acuosa de Aacido citrico que
comprende &cido citrico en cantidad suficiente para dar un pH
comprendido entre 2 y 2,5, opcionalmente junto con otros
aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables, en 1la

realizacién de un método de deteccién de H. pylori, basado en
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el ensayo del aliento con urea marcada con carbono-13,
constituye un objeto adicional de esta invencién.

Después de la administracién de la solucidn acuosa de
dcido citrico se recogen muestras del aliento del paciente en
unos recipientes adecuados, tal como unos exeteiners, al objeto
de determinar el contenido basal en carbono-13. Como es
conocido, el carbono-13 es un isétopo que normalmente esta
presente en cantidades muy pequefias en productos de origen
natural, tal como la urea procedente del metabolismo proteico.
En general, los atomos de carbono presentes en una muestra de
urea de origen natural comprenden mayoritariamente el isdétopo
carbono-12 y una muy pequefia cantidad del isétopo carbono-13
(aproximadamente el 1,1%). Normalmente las muestras se recogen
por duplicado al cabo de unos 10 minutos tras la administracién
de la solucidén acuosa de &cido citrico. Los recipientes
adecuados son, preferiblemente, unos exeteiners del tipo
mostrado en las Figuras 1 y 2, cuyas caracteristicas se
mencionan con mé&s detalle al tratar el kit proporcionado por
esta invencién. En una realizacién particular y preferida del
método objeto de esta invencién, el paciente introduce su
aliento en los exeteiners por soplado con ayuda de una pajita
previamente introducida en ellos y posteriormente se cierra el
exeteiner por medio de su tapén.

A continuacién, se administra al paciente una cantidad
apropiada de urea marcada con carbono-13. El término “cantidad
apropiada” se refiere a una cantidad segura y efectiva de urea
marcada con carbono-13 que es suficiente para producir un nivel
detectable de didéxido de carbono marcado con carbono-13 sin
provocar efectos adversos, tales como toxicidad, o reacciones
alérgicas, en el paciente.

La urea marcada con carbono-13 se administra, normalmente,
en forma de solucidén acuosa tras su disolucién en agua. En una
realizacidén particular del método objeto de esta invenciédn, se
disuelve wuna cantidad de wurea marcada con carbono-13

comprendida entre 50 y 100 mg en una cantidad de agua
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comprendida entre 20 y 50 ml. En una realizacién preferida se
administra al paciente una solucién acuosa de urea marcada con
carbono-13 a una concentracién comprendida entre 1 y 4,5 mg/ml.
Alternativamente, se puede administrar la urea marcada con
carbono-13 en forma de comprimido, opcionalmente dispersable,
que contiene la cantidad apropiada de urea marcada con carbono-
13.

Esta dosificacién, independiente del peso, constituye una
simplificacién operativa asi como un importante ahorro
econdmico pues se reduce el consumo de reactivo ya que, por
ejemplo, para realizar el ensayo proporcionado por esta
invencién en un adulto de 70 kg de peso se pueden emplear 100
mg de urea marcada con carbono-13, mientras que en otros
ensayos del estado de la técnica, en los que la dosificacién
es funcidén del peso corporal (tipicamente 2 mg/kg de peso
coroporal), para un adulto de 70 kg se necesitan 140 mg de urea
marcada con carbono-13. El empleo de una menor cantidad de urea
marcada con carbono-13 provoca un menor riesgo de toxicidad Y
de posibles efectos adversos en el paciente. Todo esto hace que
el ensayo de la invencién sea mas simple, econémico Yy seguro
que otros ensayos similares conocidos. Por otra parte, el
empleo de urea marcada con carbono-13 presenta la ventaja de
que, al no ser radiactiva, puede administrarse tanto a adultos
como a nifios e, incluso, a mujeres embarazadas, y, ademas, se
puede repetir cuantas veces sean necesarias en un mismo
paciente. Adicionalmente, su realizacién no requiere de
instalaciones especiales y las muestras pueden enviarse a otros
centros para su lectura, por correo ordinario o por cualquier
otro medio, sin necesidad de unos cuidados especiales.

La urea marcada con carbono-13 es un producto comercial,
disponible en forma de polvo, comprimidos Yy otras formas de
presentacién, fabricado, por ejemplo, por Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.

Después de la administracién de la solucidn acuosa de urea

marcada con carbono-13 se recogen muestras del aliento del
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paciente en unos recipientes adecuados, tal como los exeteiners
antes citados, con el fin de determinar el contenido en
carbono-13 post~administracién de la urea marcada con dicho
isétopo. En general, las muestras se recogen por duplicado
después de dejar actuar la actividad ureasa durante un periodo
de tiempo adecuado, normalmente unos 30 minutos. EL paciente
introduce su aliento en los exeteiners mediante soplado con
ayuda de una pajita tal como se ha mencionado previamente.

Los exeteiners con las muestras de aliento recogidas
pueden mantenerse a temperatura ambiente durante varios nmeses,
sin que se afecte adversamente el contenido del aliento del
paciente.

Las muestras de aliento recogidas en los recipientes se
envian al laboratorio para efectuar el anédlisis del aliento y
determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la
administracién de urea marcada con carbono-13, mediante el
empleo de técnicas apropiadas. En una realizacién particular,
la separacién de los gases se lleva a cabo por cromatografia
de gases y la determinacién de carbono-13 se realiza por
espectroscopia de masas.

Una sequnda alternativa de realizacién del método para la
deteccién de Helicobacter pylori, basado en el ensayo del
aliento con urea marcada con carbono-13, proporcionado por esta
invencién, implica determinar el contenido basal en carbono-13
en la muestra de aliento antes de administrar la solucién
acuosa de éacido citrico y la urea marcada con carbono-13 y
administrar simulténeamente al paciente la solucién acuosa de
dcido citrico y la urea marcada con carbono-13, y comprende las
etapas de:

a) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido basal en carbono-13;

b) administrar al paciente, simultdneamente:

- una solucidén acuosa de acido citrico que comprende
adcido citrico en una cantidad suficiente para dar un pH

comprendido entre 2 y 2,5; y
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- una cantidad apropiada de urea marcada con
carbono-13;

C) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido en carbono-13 tras la administracidén
de la solucidén de &cido citrico y de la urea marcada con
carbono-13; vy

d) analizar las muestras de aliento recogidas para
determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la
administracién de urea marcada con carbono-13.

Mediante la realizacién de esta segunda alternativa, la
duracién del ensayo se reduce en unos 10 minutos
aproximadamente y se elimina una etapa, debido a la
administracién simultédnea de la solucién acuosa de acido
citrico y la urea marcada con carbono-13.

La recogida de muestras del aliento del paciente antes de
administrarle la solucién acuosa de &cido citrico y la urea
marcada con carbono-13, con el fin de determinar el contenido
basal en carbono-13, se realiza en unos exeteiners tal como se
ha mencionado previamente en la primera alternativa de
realizacién del método para la deteccidén de H. pylori objeto
de esta invencidn.

A continuacién, se administran al paciente simultdneamente
la solucidén acuosa de acido citrico y la cantidad apropiada de
urea marcada con carbono-13. Al igual que en la primera
alternativa, la solucién acuosa de acido citrico comprende una
disolucién en agua de &acido citrico en cantidad suficiente para
dar un pH comprendido entre 2 y 2,5 y puede contener, ademis,
unos aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables, que
mejoren sus propiedades y caracteristicas organolépticas tales
como, edulcorantes, aromatizantes, colorantes y conservantes.
La urea marcada con carbono-13 se administra bien en forma de
solucidn acuosa tras su disolucidn en agua o bien en forma de
un comprimido. En una realizacién particular del método objeto
de esta invencidén, se administra una cantidad de urea marcada

con carbono-13 comprendida entre 50 y 100 mg, opcionalmente
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disuelta en una cantidad de agua comprendida entre 20 y 50 ml.

Después de la administracién de la solucién acuosa de
acido citrico y la urea marcada con carbono-13 se recogen
muestras del aliento del paciente en unos exeteiners con el fin
de determinar el contenido en carbono-13 post-administracién
de la urea marcada con dicho isétopo. En general, las muestras
se recogen por duplicado después de dejar actuar la actividad
ureasa durante un periodo de tiempo adecuado, normalmente unos
30 minutos. El paciente introduce su aliento en los exeteiners
mediante soplado con ayuda de una pajita tal como se ha
mencionado previamente.

Los exeteiners con las muestras de aliento recogidas
pueden mantenerse a temperatura ambiente durante varios meses,
sin que el contenido del aliento del paciente se vea afectado
adversamente.

Las muestras de aliento recogidas en los exeteiners se
envian al laboratorio para efectuar el andlisis del aliento Y
determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la
administracién de urea marcada con carbono-13, mediante el
empleo de técnicas apropiadas, tales como cromatografia de
gases y espectroscopla de masas.

En general, para la ejecucién del método para la deteccién
de H. pylori objeto de esta invencién, en cualquiera de sus
alternativas de realizacidén, es conveniente que el paciente se
encuentre en ayunas, siendo recomendable que el paciente no
haya ingerido ningun tipo de alimento en las 6-8 horas previas
a la realizacién del ensayo.

La comparacidén entre el contenido basal en carbono-13 y
el contenido en carbono-13 tras la administracién de urea
marcada con carbono-13 permite evaluar la actividad ureasa. Una
actividad ureasa alta, baja o nula (punto de corte o de
referencia [cut-off]: 3-5) puede ser indicativa de la presencia
de un microorganismo con actividad ureasa, tal como el H.
pbylori y, por tanto, puede ser indicativo de la existencia de

una enfermedad gastroduodenal.
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Por consiguiente, una aplicacién particular del método de
deteccion de H. pylori proporcionado por esta invencién
consiste en el diagnédstico de la infeccién de H. pylori, agente
causal directo de las enfermedades gastroduodenales antes
mencionadas, mediante un método no invasivo basado en el test
del aliento con urea marcada con carbono-13. Por tanto, el
método de deteccidén de H. pylori proporcionado por esta
invencién puede ser utilizado en el diagnéstico de enfermedades
gastro-duodenales, tales como uUlcera péptica duodenal, Glcera
duocdenal, uUlcera géstrica, dispepsia, linfomas “no Hodgkins”
gastricos e incluso en el céancer de estémago.

Otra aplicacidén del método de deteccién de H. pylori
objeto de esta invencidén es la de comprobar la evolucién del
tratamiento de la enfermedad gastroduodenal y, en particular,
la erradicacién del H. pylori, puesto que permite determinar
la erradicacidén del H. pylori hasta en un plazo méximo de un
mes después del tratamiento sin dar lugar a falsos negativos
como ocurre con los métodos seroldgicos.

El método de detecciédn de H. pylori proporcionado por
esta invencidén, en cualquiera de sus alternativas de
realizacidén, presenta numerosas ventajas sobre otros métodos
similares conocidos ya que:

- es un método no invasivo, por lo que no requiere la
realizacidén de una gastroscopia en el paciente;

— €S seguro, puesto que utiliza un isdtopo estable y no
radiactivo (carbono-13) en cantidades moderadas;

- es fiable y reproducible, puesto que reproduce las
condiciones estandar del entorno del antro estomacal y asegura
la pervivencia de la posible colonia de H. pylori;

- es eficaz, puesto que refleja la infeccién de toda la
superficie estomacal;

- es réapido, ya que proporciona resultados en 48 horas;

- es facil, sencillo, no requiere personal cualificado Y,
de hecho, puede realizarse tanto en la propia consulta o

clinica del médico como en el propio domicilio del paciente y
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enviar los recipientes cerrados conteniendo las distintas
muestras de aliento al laboratorio de andlisis;

- es cémodo, puesto que el paciente no estéa obligado a
mantener una determinada posicién durante el desarrollo del
ensayo, de hecho, durante la realizacién del ensayo el paciente
no necesita mantenerse en posicién horizontal, como en otros
ensayos del estado de la técnica, sino que puede cambiar de
postura y permanecer sentado o de pie, siendo 1la Unica
limitacién la de que durante la realizacién del ensayo el
paciente no puede fumar ni ingerir ninguna comida ni bebida;

- la recogida del aliento es muy sencilla y econémica; y

- tiene una amplia aplicacién, puesto que puede ser

aplicado en mujeres embarazadas, nifios, adultos y ancianos.

2. Kit para la deteccidén de H.pvlori

En un segundo objeto, se proporciona un kit para la
deteccidon de Helicobacter pylori, en particular, un kit para
la realizacidén del método basado en el test del aliento con
urea marcada con carbono-13 previamente descrito. En su forma
mas simple, el kit comprende un estuche que contiene:

- un recipiente que contiene urea marcada con carbono-13;

- al menos, dos recipientes destinados a contener el
aliento del paciente, uno de los cuales estd destinado a
contener el aliento del paciente tras la administracién del
acido citrico pero antes de la administracién de la urea
marcada con carbono-13, mientras que el otro recipiente esté
destinado a contener el aliento del paciente tras la
administracidén de la urea marcada con carbono-13, estando
dichos recipientes constituidos por unos tubos de cristal
provistos de unos tapones que van a rosca y tienen un septum;
Y

- unos medios para soplar el aliento dentro de los
recipientes antes citados.

El kit puede incluir, o no, ademds, un recipiente que

contiene é&cido citrico, el cual puede encontrarse en estado
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s6lido, en una cantidad tal gue tras disolucién en la cantidad
apropiada de agua rinde un pH comprendido entre 2 y 2,5. En
este caso particular, el recipiente que contiene el &cido
citrico es un sobre o similar. Alternativa y opcionalmente, el
recipiente puede contener ademds del 4&cido citrico unos
aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables (edulcorantes,
aromatizantes, conservantes y colorantes). Por tanto, en una
realizacién particular del kit objeto de esta invencidén se
proporciona un sobre que contiene entre 2 y 5 g de &cido
citrico, tipicamente 4,2 g de &cido citrico, opcionalmente
junto con otros aditivos, para su disolucién en 200 ml de agua.

El recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13
puede ser un sobre conteniendo la cantidad apropiada de urea
marcada con carbono-13 en forma de polvo, o un blister
conteniendo un comprimido de urea marcada con carbono-13 con
la dosis apropiada, o, alternativamente, un frasco cerrado que
contiene la cantidad apropiada de urea marcada con carbono-13
y el frasco tiene el volumen adecuado para obtener la
disolucidén acuosa de urea marcada con carbono-13 a la
concentracién deseada. En una realizacién particular, el
recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13 es un
frasco de, al menos, 20 a 50 ml, que contiene entre 50 y 100
mg de urea marcada con carbono-13 en polvo. En otra realizacién
particular, dicho recipiente es un blister que contiene un
comprimido, opcionalmente dispersable, que contiene entre 75
y 100 mg de urea marcada con carbono-13.

Los recipientes destinados a contener el aliento del
paciente son unos exeteiners como los que se muestran en las
Figuras 1 y 2, donde puede apreciarse que dichos exeteiners
estan constituidos por un tubo (1), preferentemente de cristal,
cuyos tapones (2) van a rosca y tienen un septum (3) en el
centro, hecho de un material elastémero apto para farmacia, que
permite su penetracién por medio de una aguja que recoge el
aire contenido en el exeteiner para su andlisis posterior. El

septum (3) esta especialmente diseflado para que la aguja de la
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maquina de recogida de aire pueda pinchar y realizar su funcién
sucesivas veces sin romperse.

Para evaluar la fiabilidad y reproducibilidad del ensayo
objeto de esta invencién es conveniente recoger las muestras
de aliento, tanto antes como después de la administracioén de
urea marcada con carbono-13, por duplicado, por lo que, el kit
de la invencidén contendra, preferentemente, cuatro exeteiners,
de los cuales dos se utilizarédn para recoger el aliento del
paciente tras la administracién del acido citrico pero antes
de la administracién de la urea marcada con carbono-13,
mientras que los otros dos recogeran el aliento del paciente
tras la administracién de la urea marcada con carbono-13. Para
facilitar la interpretacién de los resultados obtenidos es
conveniente que los exeteiners lleven alguna marca que permita
distinguir entre los que recogen el aliento antes de la
administracién de urea marcada con carbono-13 y los que recogen
el aliento tras la administracién de la urea marcada con
carbono-13.

En general, los medios para soplar el aliento dentro de
los recipientes son unas pajitas o similares.

Por tanto, en una realizacién particular Yy preferida de
esta ilnvencidén se proporciona un kit para la deteccién de H.
pylori, en particular, un kit para la realizacién del test del
aliento con urea marcada con carbono-13 previamente descrito,
que comprende un estuche que contiene:

— un sobre que contiene 4cido citrico, en estado sélido,
en cantidad suficiente para que, tras disolucidén en 1la cantidad
adecuada de agua, rinda un pH comprendido entre 2 Y 2,5, junto
con opcionalmente, unos aditivos, tales como edulcorantes,
aromatizantes, conservantes y colorantes:

- un frasco que contiene la cantidad apropiada de urea
marcada con carbono-13 en forma de polvo, conteniendo dicho
frasco el volumen necesario para disolver la urea y alcanzar
la concentracién deseada, o alternativamente, un blister

conteniendo un comprimido con la cantidad apropiada de urea
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marcada con carbono-13;

- cuatro exeteiners destinados a contener el aliento del
paciente, dos de los cuales se utilizan para recoger el aliento
del paciente tras la administracién de la solucién acuosa de
acido citrico pero antes de la administracién de la solucién
acuosa de urea marcada con carbono-13, mientras que los otros
dos estan destinados a contener el aliento del paciente tras
la administracidén de la solucidén acuosa de urea marcada con
carbono-13; vy

- unas pajitas para soplar el aliento dentro de los
exeteiners.

Ventajosamente, los exeteiners estdn marcados de forma que
se puedan distinguir de manera sencilla los exeteiners
destinados a ser utilizados para recoger el aliento antes de
la administracién de la urea marcada con carbono-13 de los que
se utilizan para recoger el aliento después de la
administracién de la urea marcada con carbono-13.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién.

EJEMPLO 1

Preparacidén de una solucidn acuosa de &cido citrico

Se prepara una solucidn acuosa de &cido citrico con un pH
comprendido entre 2 y 2,5, disolviendo en 200 ml de agua una

mezcla formada por:

Gramos Poxrcentaje
Acido citrico 4,2 96,1
Carbonato sdédico 0,1 2,24
Aroma de limdén (polvo) 0,04 0,9
Aspartamo 0,03 0,67
Sunset-Yellow 0,002 0,04
TOTAL 4,472 99, 95

EJEMPLO 2

Ensayo para la deteccidn de H. pvlori

Un paciente sospechoso de padecer una enfermedad gastro-
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duodenal relacionada con H. pylori, se somete al ensayo que se
describe a continuacién. El ensayo se realiza sobre un paciente
adulto, que haya permanecido 8 horas en ayuno.

Al paciente se le administran 200 ml de una solucién
acuosa de acido citrico como la preparada en el Ejemplo 1. Al
cabo de 10 minutos se recogen unas muestras de aliento del
paciente, por duplicado, en unos exeteiners identificados con
el indicativo "“BASAL” que se utilizan para determinar el
contenido basal en carbono-13. Para la recogida del aliento,
el paciente hace uso de una pajita previamente situada dentro
del exeteiner y sopla lentamente el aire espirado hasta que
aparece condensacién del aliento en las paredes internas del
exeteiner, y a continuacién sigue espirando el aliento a la vez
que retira la pajita y finalmente cierra el exeteiner mediante
el tapdédn correspondiente.

Posteriormente, al paciente se le administran 50 ml de una
solucién acuosa de urea marcada con carbono-13 [Cambridge
Isotope Laboratories, Inc.], a una concentracién de 1,5 mg/ml.
Al cabo de 30 minutos se recogen unas muestras del aliento del
paciente, por duplicado, tal como se ha mencionado previamente,
en unos exeteineres identificados con el indicativo “POST”, que
se utilizan para determinar el contenido en carbono-13 tras la
administracién de la urea marcada con dicho isétopo.

Los exeteiners se envian al laboratorio de andlisis para
analizar las muestras de aliento recogidas y determinar el
contenido en carbono-13 antes y después de la administracién
de urea marcada con carbono-13. Para ello, las muestras se
envian a un analizador automdtico de carbono en aliento (ABCA)
[Europa Cientifica, S.L.] previa extraccién del aire contenido
en los exeteiners con ayuda de una aguja que atraviesa el
septum del tapdn sin romperlo. Los gases contenidos en las
muestras de aliento se separan por cromatografia de gases y el
contenido en carbono-13 se determina por espectroscopia de
masas siguiendo las instrucciones del fabricante.

La comparacién entre el contenido basal en carbono-13
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[BASAL] y el contenido en carbono-13 tras administrar la urea
marcada con carbono-13 [POST] permite al médico evaluar la
actividad ureasa y consecuentemente el diagnéstico de una
posible enfermedad gastroduodenal asociada con la presencia de

H. pylori.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccién de Helicobacter pylori,
basado en el ensayo del aliento con urea marcada con carbono-
13, que comprende las etapas de:

a) administrar al paciente una solucién acuosa de acido
citrico que comprende &cido citrico en una cantidad suficiente
para dar un pH comprendido entre 2 y 2,5;

b) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido basal en carbono-13;

c) administrar al paciente una cantidad apropiada de urea
marcada con carbono-13;

d) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido en carbono-13 tras la administracién
de la urea marcada con carbono-13; vy

e) analizar las muestras de aliento recogidas para
determinar el contenido en carbono-13 antes vy después de la

administracidén de urea marcada con carbono-13.

2. Un método segun la reivindicacién 1, en el que dicha
solucién acuosa de &cido citrico comprende, ademds, unos
aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables, seleccionados
del grupo formado por edulcorantes, aromatizantes, colorantes

Yy conservantes.

3. Un método segun la reivindicacién 1, en el que dicha
solucidén acuosa de acido citrico procede de un zumo de frutas,
opcionalmente acidulado con un acidulante alimentario o

farmacéutico aceptable.

4. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la
recogida de las muestras del aliento del paciente para
determinar el contenido basal en carbono-13 se realiza al cabo
de unos 10 minutos tras la administracién de la solucidén acuosa

de Acido citrico.
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5. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la urea
marcada con carbono-13 se administra en forma de una soluciédn

acuosa.

6. Un método seqin la reivindicacién 5, en el que dicha
solucién acuosa de urea marcada con carboneo-13 tiene una

concentracién comprendida entre 1 y 4,5 mg/ml.

7. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la urea

marcada con carbono-13 se administra en forma de un comprimido.

8. Un método segln la reivindicacién 7, en el que dicho
comprimido contiene entre 50 y 100 mg de urea marcada con

carbono-13.

9. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la
recogida de las muestras del aliento del paciente para
determinar el contenido en carbono-13 tras la administracioén
de urea marcada con carbono-13 se realiza al cabo de unos 30

minutos después de administrar la urea marcada con carbono-13.

10. Un método segln la reivindicacién 1, en el que el

aliento del paciente se recoge en unos exeteiners.

11. Un método segun la reivindicacién 1, en el que el
andlisis del aliento y 1la determinacién del contenido en
carbono-13 se lleva a cabo mediante cromatografia de gases vy

espectroscopia de masas.

12. Un método segun la reivindicacién 1, en el que la
comparacién entre el contenido basal en carbono-13 y el
contenido en carbono-13 tras la administracién de urea marcada
con carbono-13 es indicativo de la actividad ureasa existente

en el paciente.
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13. Un método para la deteccién de Helicobacter pylori,
basado en el ensayo del aliento con urea marcada con carbono-
13, que comprende las etapas de:

a) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido basal en carbono-13;

b) administrar al paciente, simultaneamente:

- una solucidn acuosa de &cido citrico que comprende
dcido citrico en una cantidad suficiente para dar un pH
comprendido entre 2 y 2,5; vy

- una cantidad apropiada de urea marcada con
carbono-13;

Cc) recoger una muestra del aliento del paciente con el fin
de determinar el contenido en carbono-13 tras la administracidn
de la solucidén de &cido citrico y de la urea marcada con
carbono-13; y

d) analizar las muestras de aliento recogidas para
determinar el contenido en carbono-13 antes y después de la

administracién de urea marcada con carbono-13,

14. Un método segln la reivindicacién 13, en el que dicha
solucidén acuosa de A&cido citrico comprende, ademds, unos
aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables, seleccionados
del grupo formado por edulcorantes, aromatizantes, colorantes

Yy conservantes.

15. Un método seguin la reivindicacién 13, en el que dicha
solucion acuosa de &cido citrico procede de un zumo de frutas,
opcionalmente acidulado con un acidulante alimentario o

farmacéutico aceptable.
16. Un método segin la reivindicacién 13, en el que 1la
urea marcada con carbono-13 se administra disuelto en una

solucidén acuosa.

17. Un método segun la reivindicacién 16, en el que dicha
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solucidén acuosa de urea marcada con carbono-13 tiene una

concentracién comprendida entre 1 y 4,5 mg/ml.

18. Un método segun la reivindicacién 13, en el que la
urea marcada con carbono-13 se administra en forma de un

comprimido.

19. Un método segun la reivindicacién 18, en el que dicho
comprimido contiene entre 50 y 100 mg de urea marcada con

carbono-13.

20. Un método segun la reivindicacién 13, en el que la
recogida de las muestras del aliento del paciente para
determinar el contenido en carbono-13 tras la administracién
de urea marcada con carbono-13 se realiza al cabo de unos 30

minutos después de administrar la urea marcada con carbono-13.

21. Un método segun la reivindicacién 13, en el que el

aliento del paciente se recoge en unos exeteiners.

22. Un método segun la reivindicacién 13, en el que el
andlisis del aliento y la determinacién del contenido en
carbono-13 se lleva a cabo mediante cromatografia de gases vy

espectroscopia de masas.

23. Un método segun la reivindicacién 13, en el que la
comparacién entre el contenido basal en carbono-13 y el
contenido en carbono-13 tras la administracién de urea marcada
con carbono-13 es indicativo de la actividad ureasa existente

en el paciente.

24. Un kit para la deteccién de Helicobacter pylori,
mediante la realizacidén de un método basado en el test del
aliento con urea marcada con carbono-13 segun la reivindicacién

1 6 13, que comprende un estuche que contiene:
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~ un recipiente gque contiene urea marcada con carbono-~13;

- al menos, dos recipientes destinados a contener el
aliento del paciente, uno de los cuales esta destinado a
contener el aliento del paciente tras la administracién del
dcido citrico pero antes de la administracién de la urea
marcada con carbono-13, mientras que el otro recipiente esta
destinado a «contener el aliento del paciente tras la
administracién de la urea marcada con carbono-13, estando
dichos recipientes constituidos por unos tubos de cristal
provistos de unos tapones que van a rosca y tienen un septum;
y

- unos medios para soplar el aliento dentro de los

recipientes antes citados.

25. Un kit seguin la reivindicacién 24, que comprende

ademés un recipiente que contiene &acido citrico.

26. Un kit segln la reivindicacién 25, en el que el acido
citrico se encuentra en estado s6lido, en una cantidad tal que
tras disolucidén en la cantidad apropiada de agua rinde un pH

comprendido entre 2 y 2,5.

27. Un kit segin la reivindicacién 26, en el que el

recipiente que contiene el &cido citrico es un sobre.

28. Un kit seguin la reivindicacién 25, en el que el
recipiente del &cido citrico contiene, ademas del acido citrico
unos aditivos alimentarios o farmacéuticos aceptables
seleccionados del grupo formado por edulcorantes,

aromatizantes, conservantes y colorantes.

29. Un kit segun la reivindicacién 24, en el que el
recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13 es un
frasco que contiene la cantidad apropiada de urea marcada con

carbono-13 y el frasco tiene el volumen adecuado para obtener
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la disolucién acuosa de urea marcada con carbono-13 a la

concentracidén deseada.

30. Un kit segin la reivindicacién 24, en el que el
recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13 es un
blister que contiene un comprimido, opcionalmente dispersable,
que contiene la cantidad apropiada de urea marcada con carbono-
13.

31. Un kit segtn la reivindicacién 24, en el que los
recipientes destinados a contener el aliento del paciente son
unos exeteiners y estdn constituidos por un tubo (1) de
cristal, cuyos tapones (2) van a rosca Yy tienen un septum (3)
en el centro, hecho de un material elastémero apto para
farmacia, que permite su penetracidén por medic de una aguja
para recoger el aire contenido en el exeteiner para su andlisis

posterior.

32. Un kit seguin la reivindicacién 24, en el que dichos
medios para soplar el aliento dentro de los recipientes son

unas pajitas.

33. Un kit para la deteccién de H. pylori, adecuado para
la realizacidén de un método basado en el test del aliento con
urea marcada con carbono-13, segun la reivindicacién 1 & 13,
que comprende un estuche que contiene:

- un sobre que contiene acido citrico, en estado sélido,
en cantidad suficiente para que, tras disolucién en la cantidad
adecuada de agua, rinda un pH comprendido entre 2 y 2,5, junto
con opcionalmente, unos aditivos, tales como edulcorantes,
aromatizantes, conservantes y colorantes;

- un recipiente que contiene urea marcada con carbono-13
seleccionado entre:

i) un frasco que contiene la cantidad apropiada de urea

marcada con carbono-13, conteniendo dicho frasco el
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volumen necesario para disolver la urea y alcanzar
la concentracién deseada, o alternativamente,

ii) un blister conteniendo un comprimido, opcionalmente
dispersable, que contiene la cantidad apropiada de
urea marcada con carbono-13;

- cuatro exeteiners destinados a contener el aliento del
paciente, dos de los cuales se utilizan para recoger el aliento
del paciente tras la administracién de la solucién acuosa de
dcido citrico pero antes de la administracién de la solucién
acuosa de urea marcada con carbono-13, mientras que los otros
dos estan destinados a contener el aliento del paciente tras
la administracién de la solucién acuosa de urea marcada con
carbono-13; vy

- unas pajitas para soplar el aliento dentro de los

exeteiners.

34. Un kit segln la reivindicacién 33, en el gque el dicho
sobre contiene entre 2 y 5 g de &cido citrico, opcionalmente
junto con otros aditivos, para su disolucién en la cantidad

apropiada de agua.

35. Un kit segin la reivindicacién 33, en el que el frasco
que contiene la urea marcada con carbono-13 es un frasco de,
al menos, 20 a 50 ml y contiene entre 50 y 100 mg de urea

marcada con carbono-13.

36. Un kit segun la reivindicacién 33, en el que dicho
comprimido contiene entre 50 y 100 mg de urea marcada con

carbono-13.

37. Un kit segun la reivindicacién 33, en el que dichos
exeteiners estan marcados de forma que se puedan distinguir de
manera sencilla los exeteiners destinados a ser utilizados para
recoger el aliento antes de la administracién de la urea

marcada con carbono-13 de los que se utilizan para recoger el
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aliento después de la administracién de la urea marcada con

carbono-13.

38. Empleo de una solucidén acuosa de &cido citrico que
comprende acido citrico en cantidad suficiente para dar un pH
comprendido entre 2 y 2,5, opcionalmente junto con otros
aditivos farmacéuticamente aceptables, en la realizacién de un
método de deteccién de H. pylori, basado en el ensayo de la

urea marcada con carbono-13.
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RETIVINDICACIONES MODIFICADAS
[recibidas por la oficina Internacional el 10 de marzo de 1998 (10.03.98);
reivindicaciones 1-38 reemplazadas por las reivindicaciones
1-14 modificadas (4 paginas)]

1. Un kit para la deteccidén de Helicobacter pylori,
mediante la realizacidén de un método basado en el test del
aliento con urea marcada con carbono-13, que comprende un
estuche que contiene:

- un recipiente que contiene urea marcada con carbono-13;

- al menos, dos recipientes destinados a contener el
aliento del paciente, uno de los cuales esta destinado a
contener el aliento del paciente tras la administracidén del
dcido citrico pero antes de la administracidén de la urea
marcada con carbono-13, mientras que el otro recipiente esta
destinado a contener el aliento del paciente tras la
administracién de la urea marcada con carbono-13, estando
dichos recipientes constituidos por unos tubos de cristal
provistos de unos tapones que van a rosca y tienen un septum;
Y

- unos medios para soplar el aliento dentro de 1los

recipientes antes citados.

2. Un kit segun la reivindicacién 1, que comprende ademas

un recipiente que contiene acido citrico.

3. Un kit segun la reivindicacién 2, en el que el acido
citrico se encuentra en estado sélido, en una cantidad tal que
tras disolucién en la cantidad apropiada de agua rinde un pH

comprendido entre 2 y 2,5.

4. Un kit segun la reivindicacién 3, en el que el

recipiente que contiene el &cido citrico es un sobre.

5. Un kit segun 1la reivindicacién 2, en el que el
recipiente del acido citrico contiene, ademas del acido citrico
unos aditivos alimentarios o farmacéuticos  aceptables

seleccionados del grupo formado por edulcorantes,

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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aromatizantes, conservantes y colorantes.

6. Un kit segun la reivindicacién 1, en el que el
recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13 es un
frasco que contiene la cantidad apropiada de urea marcada con
carbono-13 y el frasco tiene el volumen adecuado para obtener
la disclucidén acuosa de urea marcada con carbono-13 a la

concentracién deseada.

7. Un kit segun la reivindicacién 1, en el que el
recipiente que contiene la urea marcada con carbono-13 es un
blister que contiene un comprimido, opcionalmente dispersable,
que contiene la cantidad apropiada de urea marcada con carbono-
13.

8. Un kit segun la reivindicacidén 1, en el que 1los
recipientes destinados a contener el aliento del paciente son
unos exetelners y estan constituidos por un tubo (1) de
cristal, cuyos tapones (2) van a rosca y tienen un septum (3)
en el centro, hecho de un material elastdmero apto para
farmacia, que permite su penetracién por medio de una aguja
para recoger el aire contenido en el exeteiner para su andlisis

posterior.

9. Un kit segun la reivindicacién 1, en el gue dichos
medios para soplar el aliento dentro de los recipientes son

unas pajitas.

10. Un kit para la deteccidén de H. pylori, adecuado para
la realizacidén de un método basado en el test del aliento con
urea marcada con carbono-13, que comprende un estuche que
contiene:

- un sobre que contiene acido citrico, en estado sdélido,
en cantidad suficiente para que, tras disolucidn en la cantidad

adecuada de agua, rinda un pH comprendido entre 2 y 2,5, junto

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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con opcionalmente, unos aditivos, tales como edulcorantes,
aromatizantes, conservantes y colorantes;

- un recipilente gue contiene urea marcada con carbono-13
seleccionado entre:

i) un frasco gue contiene la cantidad apropiada de urea

marcada con carbono-13, conteniendo dicho frasco el

volumen necesario para disolver la urea y alcanzar
la concentracién deseada, o alternativamente,

ii) un blister conteniendo un comprimido, opcionalmente
dispersable, gue contiene la cantidad apropiada de
urea marcada con carbono-13;

- cuatro exeteiners destinados a contener el aliento del
paciente, dos de los cuales se utilizan para recoger el aliento
del paciente tras la administracién de la solucidédn acuosa de
acido citrico pero antes de la administracién de la solucién
acuosa de urea marcada con carbono-13, mientras que los otros
dos estan destinados a contener el aliento del paciente tras
la administracidén de la solucién acuosa de urea marcada con
carbono-13; y

- unas pajitas para soplar el aliento dentro de los

exeteiners.

11. Un kit segun la reivindicacidén 10, en el gue el dicho
sobre contiene entre 2 y 5 g de &cido citrico, opcionalmente
junto con otros aditivos, para su disolucién en la cantidad

apropiada de agua.

12. Un kit segun la reivindicacién 10, en el que el frasco
que contiene la urea marcada con carbono-13 es un frasco de,
al menos, 20 a 50 ml y contiene entre 50 y 100 mg de urea

marcada con carbono-13.

13. Un kit segun la reivindicacién 10, en el que dicho
comprimido contiene entre 50 y 100 mg de urea marcada con

carbono-13.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)



WO 98/21579 PCT/ES97/00184

30

14. Un kit segun la reivindicacién 10, en el que dichos
exeteingrs estan marcados de forma que se puedan distinguir de
manera sencilla los exeteiners destinados a ser utilizados para
recoger el aliento antes de la administracién de la urea
marcada con carbono-13 de los que se utilizan para recoger el
aliento después de la administracidén de la urea marcada con

carbono-13.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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Declaracion segin el Articulo 19

Las reivindicaciones 1 al 23 han sido retiradas porque se refieren a un método de
diagnéstico del cuerpo humano o animal.
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