Medida de la composicién fecal en niios celiacos mediante espectros-
copia de reflectancia en el infrarrojo cercano

Measurement of stool compaosition in children with celiac disease
using near-infrared reflectance spectroscopy
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RESUMEN

La enfermedad celiaca es una patologia originada
por la intolerancia al gluten y que cursa frecuentemen-
te con un sindrome de malabsorcion cuando se pre-
senta en su forma clasica digestiva. El objetivo de este
trabajo es evaluar en el momento del diagnéstico la
composicion de las heces de nifios celiacos con sin-
drome de malabsorcion, comparandola con la de nifios
sanos mediante un nuevo procedimiento analitico.

Se han estudiado 30 nifios celiacos diagnosticados
mediante biopsia yeyunal y 86 ninos control. El analisis
de la composicion fecal, agua, grasa, nitrégeno y azi-
car, se realiz6 mediante espectroscopia de reflectancia
en el infrarrojo cercano en heces de 24 horas.

Los resultados muestran que los nifios celiacos eli-
minan diariamente mayor cantidad de agua, grasa,
nitrogeno y azicar que los nifios control. Esto puede
ser debido no s6lo a su condicién de celiacos sino a la
mayor eliminacién en peso de heces. De todos los
nNutrientes, la grasa fecal es la sustancia que mas se
modifica, indicando que este nutriente sigue siendo el
mejor parametro fecal para el manejo de pacientes con
sindrome de malabsorcién. La espectroscopia de
teflectancia en el infrarrojo cercano se perfila como
una‘buena herramienta a la hora de conocer la elimi-
nacion fecal de los principales nutrientes.

Palabras clave: Enfermedad celiaca. Heces. Espec-
troscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano.
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ABSTRACT

Celiac disease is a disorder caused by gluten-sen-
sitivity which, when manifested in its classical diges-
tive form, frequently presents a malabsorption syn-
drome. The aim of this study is to evaluate the faecal
composition in celiac children with malabsorption syn-
drome at the moment of diagnosis by using near-infra-
red reflectance spectroscopy and to compare it with
that of healthy children.

Thirty children with biopsy-proven celiac disease
and 86 age-matched control children were recruited in
our study. Children collected 24 hour faecal specimens
and the analyses of faeces, water, fat, nitrogen and
sugar were performed using near-infrared reflectance
spectroscopy. Results show that celiac children daily
eliminate a significantly greater quantity of water, fat,
nitrogen and sugar than those in the control group.
This might be due to the higher weight of faeces elimi-
nated in the celiac group and, of course, to their celiac
condition. Of all the nutrients, faecal fat is the substan-
ce which undergoes the greatest change, indicating
that this nutrient continues to be the best parameter
for dealing with patients with malabsorption syn-
drome. Near-infrared reflectance spectroscopy
appears to be a useful tool for assessing stool compo-
sition in celiac disease.

Key Words: Celiac disease. Stools. Near-infrared
reflectance spectroscopy.
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INTRODUCCION

La enfermedad celiaca, también cono-
cida como enteropatia sensible al gluten,
es una patologia del intestino delgado
caracterizada por una atrofia de las vello-
sidades yeyunales y causada por una into-
lerancia al gluten de la dieta'. Esta directa-
mente relacionada con la ingesta de
ciertas proteinas de los cereales, entre las
cuales la gliadina juega un papel importan-
te en la respuesta patologica’.

En los tltimos anos se ha producido un
aumento en los casos diagnosticados de
celiaquia debido al desarrollo de progra-
mas de escrutinio y al diagnéstico de la
enfermedad en sus formas silente o laten-
te,

En 1969 la European Society of Paedia-
tric Gastroenterology and Nutrition (ESP-
GAN) definio los criterios para el diagnos-
tico de la enfermedad. Algunos afos mas
tarde los criterios previos fueron revisa-
dos y actualmente el diagnostico se basa
en la evidencia de atrofia de la mucosa
intestinal, niveles patolégicos en suero de
anticuerpos especificos como antigliadina
o antiendomisio, y mejora clinica tras la
retirada del gluten de la dieta’. La celiaquia
clasica digestiva se caracteriza por ciertos
sintomas originados por la malabsorcion
de grasa, carbohidratos, proteinas, mine-
rales y vitaminas. El dafio de la mucosa
intestinal hace de la enfermedad celiaca
uno de los mas frecuentes sindromes de
malabsorcion en Pediatria. Clinicamente
este sindrome cursa con diarrea, esteato-
rrea y pérdida de peso entre otros hallaz-
gos. Fl laboratorio juega un papel impor-
tante en la demostracion de esteatorrea, la
cual es usualmente valorada mediante la
técnica de Van de Kamer®. Sin embargo, los
métodos clasicos para la cuantificacion no
solo de grasa sino también de agua, nitro-
geno y azucar fecales son laboriosos y lar-
gos®.

En los dltimos afos, un nuevo método
basado en la espectroscopia de reflectan-
cia en el infrarrojo cercano (NIRRS) parece
representar una alternativa metodoldgica
a las técnicas antes mencionadas. NIRRS
ofrece importantes ventajas: es rapido, no
necesita reactivos y la manipulacién de la
muestra es muy reducida®.
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El objetivo de este estudio es evaluar la
composicion fecal de nifios celiacos con
sindrome de malabsorciéon y compararla
con la de nifios control utilizando esta
nueva tecnologia.

MATERIAL Y METODOS

Instrumentaciéon

Los analisis de las muestras fecales fue-
ron realizados en el analizador infrarrojo
Fenir 8820 (Alerbio S.A., Madrid) conecta-
do a un PC y utilizando el software del pro-
veedor. Este instrumento es capaz de
medir agua, grasa, nitrégeno y aztcar en
una muestra fecal. El método esta basado
en la relacion entre la reflectancia de la
muestra a determinadas longitudes de
onda y la composicién de la misma. Cada
sustancia tiene bandas de absorcion carac-
teristicas en el infrarrojo (1400-2600 nm),
por tanto, la reflectancia de la muestra se
relaciona con la concentraciéon del com-
puesto de la siguiente manera: x=z-fjlogR;-
fologRo-. ... f logR," donde x es la concen-
tracién de la sustancia, R, la reflectancia
para el filtro n, {, es el factor de escala para
cada filtro y z es una constante de correc-
cion de la inexactitud.

Sujetos

Treinta nifos de edades comprendidas
entre 18 meses y 14 afios con un cuadro cli-
nico sugestivo de sindrome de malabsor-
ci6n fueron incluidos en el estudio. La exis-
tencia de enfermedad celiaca fue
sospechada e investigada, y para ello, se
midieron los anticuerpos antigliadina y
antiendomisio y se practic6é biopsia yeyu-
nal en todos los casos. El anticuerpo anti-
gliadina se midi6 mediante enzimoinmuno-
analisis (Ref. 10316, Medical Innovations Lt,
Cormédica). El anticuerpo antiendomisio
se midié, en suero diluido 1/5, por micros-
copia de inmunofluorescencia, utilizando
como sustrato antigénico es6fago de mono
(Ref. 317998, Medical Innovations Lt., Cor-
medica). El diagnostico de celiaquia se
estableci6 de acuerdo a la biopsia yeyunal
siguiendo las recomendaciones de la ESP-
GAN®,

Por otra parte, los nifios celiacos reco-
gieron heces de 24 horas antes de ser
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diagnosticados por cuanto se encontra-
ban en dieta libre, al igual que los 86
nifnos control, los cuales tenian la misma
edad que los celiacos y que fueron selec-
cionados en el Servicio de Pediatria des-
pués de excluir cualquier enfermedad
gastrointestinal.

Especimenes fecales

Tanto los celiacos como el grupo con-
trol recogieron heces de 24 horas en reci-
pientes previamente pesados y destinados
a tal fin. En el laboratorio las muestras
fecales fueron pesadas y homogeneizadas
manualmente antes de su anélisis. Tres ali-
cuotas de cada muestra fueron extendidas
en capsulas de borosilicato (Ref. 412/06,
Nahita), las cuales se colocaron en el ins-
trumento para su posterior andlisis. Los
resultados de agua, grasa, nitrogeno y azi-
car fueron expresados tanto en porcentaje
(g/100 g de heces) como en excrecién dia-
ria (g/24 h).

Analisis estadistico

Todos los datos fueron introducidos en
la base de datos DBase IV para su poste-
rior tratamiento estadistico mediante los
programas informéticos SPSS y MicroStat.

En primer lugar se inspeccioné la dis-
tribucién de datos en ambas poblaciones.
Para ello se calcularon los coeficientes de
sesgo y curtosis, se aplicé el test de Ander-
son-Darling y el de Kolmogorov-Smirnov
con la correccién de Lilliefors™". Si los
datos se ajustaban a una distribucién nor-
mal se calculé la media, el desvio estandar
y el rango. Por el contrario, en caso de
poblacién no gaussiana los resultados son
expresados como mediana y fractiles 0,025
¥ 0,975 (Fy 25 ¥ Fog75). Las diferencias entre
ambos grupos se estudiaron tras la aplica-
cion de la t de Student para datos no pare-

ados o el test U de Mann-Whitney de los
rangos con signo de Wilcoxon dependien-
do de si la poblacion era o no normal.

Por otra parte se calculd el area bajo la
curva ROC (AUC), la desviacién estandar
de la AUC (SD,y0), el punto de corte, la
sensibilidad diagnéstica (S) y la especifici-
dad diagnéstica (E). Con objeto de cono-
cer si existian diferencias significativas
entre las AUC obtenidas, éstas fueron com-
paradas segtin Hanley', Para ello, se calcu-
16 el error estandar de la diferencia entre 2

areas (AUC, y AUC,) como:
Sqauct -auczy = YS(AUC) + s*(AUC,)
y larazén z: = (AUC, - AUC,)/seaucr - aucay

Esta razén fue posteriormente referida
a las tablas estadisticas de distribucion
normal y aquellos valores de z>1,96 fueron
tomados como evidencia de diferente
AUC.

RESULTADOS

Cuando los resultados son expresados
en porcentaje (g/100 g de heces) todas las
sustancias, agua, grasa, nitrégeno y azi-
cat, siguieron una distribucién normal. La
tabla 1 muestra la eliminacién comparati-
va de las sustancias en ambas poblacio-
nes. Los nifios celiacos eliminan mas
grasa, nitrégeno y azacar que los contro-
les si los resultados son expresados en
g/100 g de heces, si bien la diferencia es
Gnicamente significativa para la grasa.
Cuando los resultados se expresan como
excrecion diaria (g/24 h) las poblaciones
no se ajustaban a poblaciones gaussianas
por lo que se aplicaron pruebas estadisti-
cas no paramétricas, calculandose la
mediana y los fractiles 0,025 y 0,975. La
tabla 2 muestra que los nifos celiacos eli-
minan una mayor cantidad de heces dia-
riamente y también mayor cantidad de
grasa, nitrogeno, agua y azicar. Estas dife-

Tabla 1. Composicién de las heces en 8/100 g de heces® de los nifios celiacos y control.

Agua Grasa Nitrégeno AziGcar
X SD  Rango X SD Rango X SD Rango X SD Rango
Control 80,2 5,6 689934 4,6 1,8 2,298 19 02 1,523 24 06 1,049
Celiacos 77,2* 53 65,390 76** 25 28128 19 02 1,323 25 0,7 1,548
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8 Se muestra la media (x), la desviacién estandar (SD) y el rango. * p<0,05, **p<0,005 comparado con controles
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Tabla 2. Composicion fecal en g/24* de celiacos y controles.

FU,(st Mediana FO 975

Peso Control 12 60 250
Celiaco 23 86%* 704

Agua Control 10 46 200
Celiaco 18 66* 634

Grasa Control 0,5 2,5 11
Celiaco 1,7 6,1 26,5

Nitrogeno Control 0,2 1,1 4,5
Celiaco 0,4 1,7%% 9,3

Aztcar Control 0,3 1,3 5,2
Celiaco 0,6 2,1%* 13,5

a Se muestran los fractiles 0,025 y 0,975 (Fg 025, Fo975) ¥ la mediana. *p<0,05, **p<0,005 comparado con controles.

rencias fueron estadisticamente significati-
vas tras la aplicacion del test de Mann-
Whitney.

Las tablas 3 y 4 muestran algunas de
las caracteristicas diagnosticas para las
sustancias de interés. Si los resultados son
expresados en porcentaje, la mayor AUC y
mayor sensibilidad diagnostica fue obteni-
da para la grasa (Tabla 3). Practicamente
el mismo patrén es encontrado si los resul-
tados se expresan en g/24 h (Tabla 4). Cabe
reseflar la alta especificidad diagnostica
del agua al expresarla en porcentaje (Tabla
3). Los valores de corte mostrados en las

tablas 3 y 4 se corresponden con el resul-
tado mayor de la suma de sensibilidad y
especificidad diagndstica.

Con objeto de comprobar si las AUC
eran estadisticamente diferentes, se apli-
caron algunas férmulas publicadas en la
bibliografia y ya indicadas en el apartado
de material y métodos. Los z calculados
indican que si los resultados se expresan
en g/24 h, la excrecion diaria de grasa es la
mejor para discriminar ambas poblaciones
ya que z > 1,96. Mientras, en porcentaje, las
comparaciones de la grasa con el agua,
nitrégeno y aziicar rindieron un z de 7,64,

Tabla 3. Caracteristicas diagnosticas de los nutrientes (g/100 g de heces).

AUC SDxuc S E Punto de corte
Agua 0,35 0,05 0,13 0,98 90
Grasa . 0,84 0,04 0,81 0,81 5,8
Nitrégeno 0,61 0,06 0,26 0,83 2,1
Azacar 0,53 0,06 0,30 0,78 2,8

AUC: Area bajo la curva ROC; SDayc: Desviacion estandar de AUC; S: Sensibilidad diagndstica; E: Especificidad diagnostica.

Tabla 4. Caracteristicas diagndsticas de las sustancias (g/24 h).

AUC SDauc S E Punto de corte
Peso 0,67 0,05 0,53 0,73 85
Agua 0,66 0,06 0,63 0,68 62,7
Grasa 0,85 0,04 0,80 0,78 4,2
Nitrégeno 0,69 0,05 0,57 0,76 1,7
Azilcar 0,71 0,05 0,60 0,78 2,0

AUC: Area bajo la curva ROC; SDayc: desviacion estandar de AUC; S: Sensibilidad diagnostica; E: Especificidad diagnostica.
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3,18, v 4,29 respectivamente. Cuando los
resultados se expresan en g/24h, los z
obtenidos fueron de 2,62, 2,49 y 3,81 al
comparar las AUC de la grasa con las del
peso, agua y nitrégeno respectivamente,

DISCUSION

La enfermedad celiaca se caracteriza
por una atrofia de las vellosidades intesti-
nales debido a una intolerancia al gluten
de la dieta. Debido a que la superficie
absorbente estd marcadamente reducida,
la malabsorcién resultante puede ser
importante cuando la enfermedad se
manifiesta en su forma digestiva. La esta-
torrea representa el principal hallazgo en
el sindrome de malabsorcién y el punto
final de muchas patologias gastrointesti-
nales. Es, por tanto, bien conocido que los
defectos en la absorcion de la grasa pue-
den desembocar en esteatorrea que a su
vez produce diarrea, la cual puede causar
esteatorrea secundaria'™®. No obstante si
la mucosa intestinal esti afectada, no
solamente se ve afectada la absorciéon
grasa sino también la de otros nutrientes.
Por ejemplo, la evaluacién del balance de
nitrégeno es esencial en el manejo de los
pacientes afectos. Por otro lado, la malab-
sorcion de carbohidratos se produce ya
sea como parte de un proceso generaliza-
do de malabsorcién o como consecuencia
de un defecto selectivo localizado en el
epitelio.

Los nifos celiacos objeto de estudio
mostraron atrofia de la mucosa intestinal
en su biopsia inicial y niveles aumentados
de anticuerpos antigliadina y antiendomi-
sio. El diagnostico de enfermedad celiaca
fue, por tanto, establecido de acuerdo a
los criterios de la ESPGAN®. La enfermedad
se manifestd en su forma clasica digestiva,
por lo que el sindrome de malabsorcion
era patente en todos los casos y fue estu-
diado mediante la cuantificacién de agua,
grasa, nitrogeno y azlcar en heces de 24 h,

El analisis se realiz6 mediante NIRRS
cuyo interés cientifico fue reconocido en
1954*. Esta tecnologia ha sido previamen-
te validada para la determinacion de agua,
grasa, nitrégeno y carbohidrato en mues-
tras fecales*®.
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Como muestra la tabla 1 los nifios
celiacos eliminan heces con un mayor
porcentaje de grasa, nitrdégeno y azlcar
que los controles y también con un menor
porcentaje de agua. En cualquier caso las
diferencias fueron estadisticamente signi-
ficativas sdlo para el agua y la grasa. Ade-
mas, los nifos celiacos eliminaron una
mayor cantidad de heces con un mayor
cantidad de agua, nitrégeno, grasa y azi-
car (Tabla 2). Asi pues, el dafio en la
mucosa intestinal afecta no sélo a la
absorcion de grasa sino también a la de
otros nutrientes. Estd claro que los
pacientes celiacos presentaron diarrea
importante (definida como peso fecal >
250 g/24 h*?), ya que el Fp 975 en este
grupo es de 704 g/24 h, lo cual era signifi-
cativamente mas alto (p<0,005) que el 250
g/24 h del grupo control. Es sabido que
existe una correlacién lineal entre el
aumento de excrecion fecal de grasa y el
aumento del peso fecal® y también con la
excrecion fecal de carbohidratos.

En nuestra buasqueda bibliografica se
encontrd sélo un estudio similar al nues-
tro. Picarelli® verifico que la excrecioén dia-
ria de agua, grasa y nitrégeno estaba
aumentada en celiacos con dieta libre,
mientras que si los resultados eran expre-
sados en porcentaje sélo se evidenciaban
ligeras modificaciones. Las diferencias en
los resultados publicados por Picarelli y
los nuestros pueden ser debidas a los dife-
rentes sujetos estudiados, ya que estos
autores centran su trabajo en celiacos
adultos, cuyas dietas son diferentes a las
de los nifios y, por tanto, la excrecién de
los principales nutrientes debe ser dife-
rente. La mayor cantidad de agua, grasa,
nitroégeno y aztcar en g/24 h podria estar
influenciada por el mayor peso fecal en los
celiacos (Tabla 2). Si los resultados son
expresados en g/24 h encontramos mas
diferencias entre celiacos y controles que
si los resultados se expresan en porcenta-
je (Tablas 1 y 2). Parece que la composi-
cion en porcentaje de las heces no propor-
ciona informacioén diagnéstica adicional,
tal y como es referenciado por otros® vy,
por tanto, deberiamos expresar los resul-
tados como g/24 h.

La mayor excrecion diaria de grasa en
los celiacos no es solo consecuencia de su
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condicién de celiacos sino también de su
mayor eliminacién fecal. Esta afirmacion
viene sustentada al encontrar diferencias
significativas entre celiacos y el grupo
control (p<0,001) si calculamos la razon g
de grasa/dia/g de heces/dia. En los celia-
cos esta razon fue 0,076:0,025 mientras
que en el grupo control fue de 0,045+0,018.
Este fenomeno no es observado con los
otros nutrientes y aunque encontramos
razones mas altas éstas no fueron signifi-
cativas.

Con objeto de conocer cual de los
nutrientes era mas eficaz para diferenciar
ambas poblaciones de nifios calculamos
algunas de las especificaciones diagnosti-
cas (Tablas 3 y 4). La grasa ya sea expresa-
da en porcentaje o en excrecion total pre-
sentd6 la mayor AUC, sensibilidad y
especificidad diagnéstica. Los puntos de
corte que se muestran en las tablas 3y 4 se
corresponden con el valor mas alto obte-
nido de la suma de la sensibilidad y espe-
cificidad diagnostica. En términos genera-
les, las especificidades fueron mas altas
que las sensibilidades indicando que exis-
tia un alto porcentaje de falsos negativos.
Como se esperaba, esta circunstancia limi-
ta la utilidad del método para diagnosticar
la enfermedad celiaca lo cual obviamente
no era nuestro proposito.

En conclusién, esta tecnologia parece
ser una herramienta atil para medir la
composicién fecal. Ademds, la excrecion
total de grasa fecal es el mejor discrimi-
nante entre celiacos con sindrome de
malabsorcién y normales. No obtante, los
celiacos eliminan también heces con mas
agua, nitrégeno y aziicar. El conocimiento
de la composicién fecal en los nifios celia-
cos permitira evaluar la evolucion del pro-
ceso malabsortivo y su respuesta a la
exclusion del gluten de la dieta.
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