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~— REZUMAT N

Biopsia intestinald ramdne o metodd importantd de diagnostic la copiii cu diaree cronicd, fiind utilizatd in
afectiuni cu leziuni specifice, atunci cind celelalte investigatii nu sunt concludente. Este prezentat un
studiu clinic efectuat pe un lot de copii cu diaree cronicd, internati pe o perioadd de 2 ani in IOMC Alfred
Rusescu Bucuresti. Biopsia intestinald a fost efectuatd la un numar restrins de copii, in principal pentru
diagnosticul bolii celiace, dar a existat si un caz in care diagnosticul final a fost de sindrom postenteritic.
Examinarea histologicd a fost efectuatd la microscopul optic, iar in 3 cazuri au fost studiate si aspecte
histologice la microscopul electronic, metodi utilizatd in special in scop de cercetare. Sunt prezentate si
cdteva rezultate ale altor studii din literaturd, efectuate la copii cu diaree persistentd.

Concluzii: Biopsia intestinald reprezintd o metodd utild de diagnostic in diareea cronicd la copil, atunci
cand celelalte investigatii nu pot preciza diagnosticul. Examinarea se face in principal la microscopul optic,

dar microscopia electronicd poate furniza date histologice suplimentare.
\ J

Cuvinte cheie: diareea cronicd la copil, sindrom postenteritic, biopsie intestinald, microscopie
electronica

—ABSTRACT N

Intestinal biopsy remains an important diagnostic method in children with chronic diarrhea, utilised in
diseases with specific intestinal pattern, when other investigations are inconclusive. We present a clinical
study in a group of children with chronic diarrhea, admitted over a period of 2 years in IOMC Alfred Rusescu
Bucharest. Intestinal biopsy was performed at a limited number of children, mainly to diagnose celiac disease,
but there was a case in which the final diagnosis was postenteritic syndrome. Histological examination was
performed using the optical microscope, but in three cases were studied the histological aspects using the
electron microscope, a method used primarily for research purposes. There are also presented the results of other
studies described in the medical literature, performed in children with persistent diarrhea.

Conclusions: Intestinal biopsy is a useful diagnostic method in chronic diarrhea in children when other
investigations cannot clarify the diagnosis. Examination is primarily performed under the optical microscope,
\but electron microscopy can provide additional histological data.

J
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INTRODUCERE

Biopsia de intestin subtire este o metoda para-
clinica importanta de diagnostic la pacientii cu sin-
drom de malabsorbtie ce identifica bolile mucoasei
intestinului subtire care sunt asociate cu modificari
histologice, incluzand enteropatia prin sensibilizare
la gluten, abetalipoproteinemia, limfangiectazia,
boala congenitala cu incluzii microvilozitare, gastro-
enterita eozinofilicd, boliinfectioase, boala Whipple
(rard la copil). Astfel, identifica gradul leziunilor
mucoasei intestinale, permite afirmarea diagnos-
ticului pozitiv Tn afectiuni cu leziuni specifice si ur-
marirea In timp a modificarilor histologice intes-
tinale (1, 2). Examinarea histologica a mucoasei
intestinului subtire se face de obicei la microscopul
optic, dar tehnica microscopiei electronice poate
furniza date histologice suplimentare.

Scopul lucrdrii este de a aduce n discutie uti-
lizarea biopsiei intestinale Tn scop diagnostic in
diareea cronica la copil, cu examinarea fragmen-
telor intestinale la microscopul optic, dar si
observarea unor aspecte histologice la micros-
copul electronic.

MATERIAL S| METODA

Au fost studiate retrospectiv si prospectiv
cazurile de diaree cronica internate Tn IOMC
Alfred Rusescu in perioada ianuarie 2009 —
decembrie 2010 sub aspectul efectuarii biopsiei
intestinale, urmarindu-se aspectele histologice
observate la microscopul optic, dar si modificari
observate in unele cazuri la microscopul elec-
tronic.

REZULTATE

Tn perioada ianuarie 2009 — decembrie 2010
au fost internati Tn IOMC Alfred Rusescu
Bucuresti un numar de 336 de copii cu diaree
cronica.

Repartitia diagnosticelor la cei 336 de copii
cu diaree cronica internati in clinica a fost:

e Fibrozd chisticd — 36 de cazuri; 10,71%

(dintre care 10 cazuri noi)

e Celiachie — 52 de cazuri; 15,48% (dintre

care 13 cazuri noi)
e Sindrom postenteritic (SP) — 71 de cazuri;
21,13%

e Alergie la proteinele laptelui de vacd (PLV)
— 34 de cazuri; 10,12%

e Altele: boald inflamatorie intestinald; me-
gadolicocolon; sindrom de intestin scurt
chirurgical — 7 cazuri; 2,08%

Cazuri de diaree cronica fara precizare (136
de cazuri; 40,47%):

e Enterocolitd recidivantd — 10 cazuri; 2,98%

e FEnterocolitd trenantd — 18 cazuri; 5,36%

e Sindrom de malabsorbtie — 80 de cazuri;

23,81%
e Diaree cronicd cu intolerantd la lactozd —
10 cazuri; 2,98%

e Sindrom de maldigestie — 10 cazuri; 2,98%

e Colon iritabil cu diaree — 8 cazuri; 2,38%

Astfel, din totalul de 336 de copii cu diaree
cronica, la 129 de copii (38,4%) cauza a fost clar
precizata (fibroza chistica, celiachie, alergie la
PLV, boala inflamatorie intestinalda, megadoli-
cocolon, sindrom de intestin scurt chirurgical).
Ponderea copiilor diagnosticati ca si SP a fost de
71 de cazuri (21,1%). Restul de 136 de cazuri
(40,74%) nu au avut o cauza cert precizata, fiind
incadrati ca: enterocolita recidivanta, entero-
colita trenantd, sindrom de malabsorbtie, colon
iritabil cu diaree, diaree cronica cu intoleranta la
lactoza, sindrom de maldigestie.

Din totalul de 336 de copii internati cu diaree
cronicda pe durata studiului, doar 10 pacienti
(2,98%) au necesitat biopsie intestinala, la 9
dintre ei aceasta confirmand diagnosticul de
boala celiaca.

Un pacient a avut aspect normal histologic la
examinarea fragmentului de mucoasa intes-
tinald, diagnosticul final fiind de sindrom post-
enteritic. Alti 8 copii (2,38%) au avut biopsie
intestinala efectuata anterior internarii actuale
(7 cu boala celiaca confirmata histologic, 1 cu
inflamatie nespecifica).

Examinarea histologica in cazurile mentio-nate
s-a facut la toti pacientii prin tehnica microscopiei
optice, dar au existat si 3 pacienti la care exami-
narea s-a facut si la microscopul electronic.

Figurile 1A si 1B redau aspecte histologice
ale mucoasei intestinale (microscopie electro-
nica) la copilul O.T, 3 ani si 4 luni, FO 7192/2009,
cu diagnosticul de Boald celiacd sub dieta fara
gluten, cu anticorpi antitransglutaminaza (TTG)
negativi si anticorpi antiendomisium (EMA) po-
zitivi.

Biopsia este efectuata dupa initierea dietei
fara gluten si releva: microvili in deget de ma-
nusa de cca 1um indltime, fara modificari struc-
turale si cu glicocalixul pastrat; enterocite de
cca 35um finadltime; nu se constata microor-
ganisme pe suprafata stratului epitelial; lim-
focitele intraepiteliale au o frecventa mai mare
ca normal.

Concluzie — inflamatie limfo-plasmocitara Tn
lamina propria.
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FIGURA 1A. O.T, 3 ani si 4 luni; Boald celiacd —
fragment de mucoasd intestinald (microscopie
electronicd)

FIGURA 1B. O.T., 3 ani si 4 luni, Boald celiacd —
fragment de mucoasd intestinald (microscopie
electronicd)

Figurile 2A, 2B si 2C reprezinta imagini histo-
logice ale fragmentelor de mucoasa intestinala
examinate la microscopul electronic obtinute
prin biopsie intestinald de la copilul V.R.M 1in
varsta de 4 ani si 6 luni, cu diagnosticul de Boald
celiacd (FO 802/2011). Imaginile releva epiteliul
intestinal cu zone cu microvili de mici dimensiuni
si zone fara microvili, alaturi de zone cu microvili
normali; numeroase limfocite in epiteliu; mito-
condrii cu aspect normal; infiltrat inflamator bo-
gat in plasmocite in aria interstitiala.

— fragment de mucoasd intestinald (microscopie
electronicd)

FIGURA 2B. V.R.M., 4 ani si 6 luni; Boald celiaca-
fragment de mucoasd intestinald (microscopie
electronicad)

FIGURA 2C. V.R.M., 4 ani si 6 luni; Boald celiacd
— fragment de mucoasd intestinald (microscopie
electronicd)

Figurile 3A, 3B si 3C redau imaginile obser-
vate la microscopul electronic prin examinarea
fragmentului de biopsie intestinald de la copilul
C.D, 4 ani, cu diagnosticul de Sindrom postente-
ritic (FO 1663/2010). Se observa microvili in de-
get de manusa de cca 1um Tnaltime, fara modi-
ficdri structurale si cu glicocalixul pastrat (25 um
grosime); jonctiuni intercelulare cu structura
normald; nu se constatd microorganisme pe su-
prafata stratului epitelial; limfocitele intraepite-
liale Tn limite normale. Concluzie: aspect normal.

intestinald (microscopie electronicd) cu aspect
normal
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FIGURA 3B. C.D., 4 ani; fragment de mucoasd
intestinald (microscopie electronicd) cu aspect
normal

FIGURA 3C. C.D., 4 ani; fragment de mucoasd
intestinald (microscopie electronicd) cu aspect
normal

Desi examinarea la microscopul electronic
are rezolutie superioara, o putere de marire mult
mai mare si permite o mai mare adancime a
campului de examinare fata de microscopia optica,
este o metoda scumpa, fiind utilizata in prezent
mai ales in cercetare.

DISCUTII

Numarul mic de copii la care, pentru preci-
zarea diagnosticului, a fost necesara efectuarea
biopsiei intestinale confirma ca, in prezent, in
diareea cronica examinarea histologica nu este
oinvestigatie de ruting, ci este rezervata cazurilor
in care diagnosticul nu poate fi precizat in urma
investigatiilor efectuate. In practica pediatricd
examinarea histologica este efectuata mai ales
pentru diagnosticul bolii celiace, fapt confirmat
si de cazurile studiate, avand n vedere ca la ma-
joritatea copiilor la care a fost efectuata biopsia
intestinald, diagnosticul a fost de boala celiaca.
Intr-un caz biopsia intestinald a fost normal3,
diagnosticul final fiind de sindrom postenteritic.

Desi examinarea histologica la microscopul
optic sustine diagnosticul in boala celiaca (cri-

teriile Marsh), biopsia intestinala este efectuata
Tnprincipalatuncicandinvestigatiileimunologice
au rezultate incerte. Determinarea anticorpilor
tisulari antitransglutaminazd IgA (TTG) are o sen-
sibilitate si specificitate mare, maiales pentru valori
sigur pozitive (peste 100 ui) sau sigur negative (sub
20 ui) la pacientii cu niveluri normale de IgA. Pa-
cientii cu valori TTG intre 20-100 ui sau cu valori
sub 20 ui si IgA scazut, necesita determinare de
anticorpi antiendomisium sau si biopsie intestinala,
in cazul deficientei de IgA Tn care exista valori fals
negative si ale EMA. (3, 4) In anumite cazuri este
necesara efectuarea imunofenotipdrii HLA pentru
excluderea predispozitiei genetice la boala celiaca.

Biopsia intestinului subtire nu este o metoda
derutina pentru sindromul postenteritic, putand
fi necesara uneori pentru diagnosticul diferen-
tial. Totusi, mai multe studii efectuate au urmarit
aspectele histologice prezente Tn diareea persis-
tentad, atat la microscopul optic, cat si la micros-
copul electronic.

in diferite studii publicate, examinarea mu-
coasei intestinului subtire prin tehnica micros-
copiei optice la copiii cu diaree persistentd a
aratat diferite grade de atrofie vilozitara, inclu-
zand atrofie vilozitara subtotalda, cu cresterea
infiltratului inflamator n lamina propria.

U. Fagundes-Neto si col., intr-un studiu efec-
tuat pe 16 sugari cu diaree persistentd, au
descris anomaliile histologice ale suprafetei in-
testinului subtire si prezenta proliferarii bac-
teriene n fluidul jejunal (5). Anomaliile morfo-
logice ale mucoasei intestinului subtire care au
fost observate in acest studiu la microscopul
optic, au fost: atrofie vilozitara moderata obser-
vata cel mai frecvent (56,3%); atrofie vilozitara
subtotald (43,7%); zone parcelare de microvili
slab dezvoltati asociati frecvent cu vacuolizare
intracitoplasmatica; cresterea infiltratului infla-
mator, cu limfocite, plasmocite si eozinofile n
lamina propria.

AVANTAJELE MICROSCOPIE
ELECTRONICE (ME)

Microscopia optica este usor de folosit si
permite examinarea celulelor vii si a miscarilor
lor, dar are dezavantajul ca poate mari numai
pana la 2.000 de ori, in timp ce microscopul
electronic poate mari pana la 20.000 de ori
(uneori pana la 2 milioane de ori). Scanarea la
microscopul electronic are multe avantaje fata
de microscopul traditional cu lumina optica,
avand rezolutie superioard, o putere de marire mult
mai mare si 0 mai mare adancime a cdmpului de
examinare, permitand unei probe mai mari sa fie
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focalizata Tn acelasi timp. Toate aceste avantaje, ca
si claritatea imaginii, fac ca scanarea la microscopul
electronic sa fie unul dintre instrumentele foarte
utile Tn cercetare in prezent. Totusi, aceasta me-
toda este scumpa si dificil de folosit.

ASPECTE HISTOLOGICE LA
MICROSCOPUL ELECTRONIC iN
SINDROMUL POSTENTERITIC

Diareea persistenta postenteritica este aso-
ciata cu modificari vizibile atat la microscopul
optic, cat sila microscopul electronic, dar modifi-
carile histologice se coreleaza slab cu severitatea
simptomelor clinice. (6)

Desi examinarea la microscopul optic poate
furniza informatii importante pentru diagnostic,
microscopia electronica permite vizualizarea
unor modificari ale mucoasei jejunale chiar si in
situatiile Tn care microscopia optica a fost nor-
mala. (7)

Examinarea prin tehnica microscopiei elec-
tronice a fragmentelor de mucoasa intestinala
realizeaza scanarea suprafetei mucoasei intes-
tinale la o putere mica, medie si mare, permi-
tand:

e aprecierea tipului microvililor, a morfo-
logiei vilozitare descrisa ca avand forma
de deget de manusa sau de frunza, avand
margine scurta sau lunga (margine scurta
=2 x forma de frunza; margine lunga = 2 x
marginea scurta)

e determinarea numarului microvililor/mm?
de suprafata a submucoasei examinate

¢ vizualizarea mucusului de suprafatd, can-
titatea de mucus prezent fiind analizata
pe o scala de la 0-10, n care O indica ab-
senta completd a mucusului si 10 caintreaga
suprafata a fost acoperita de mucus

e evaluarea leziunilor ultrastructurale ale
mucoasei si a colonizarii bacteriene

Aceasta metoda permite o mai buna de-
tectare a enteropatiei parcelare, la o putere mai
mare fiind posibila vizualizarea diferentierii en-
terocitelor, a glicocalixului care le acopera, pre-
zenta microorganismelor si locul leziunilor ce-
lulare. (7, 8)

Distructia severa a microvililor a fost ob-
servatd in prezenta bacteriilor aderente, dar si
cand bacteriile erau prezente, insa neaderente.
Totusi, ramane neclar daca modificarile obser-
vate Tn diareea persistenta sunt rezultatul epi-
sodului acut de enterita, al malnutritiei sau al
unor leziuni imune asociate cu sensibilizarea la
proteinele laptelui de vaca sau la proteinele din
soia. (6)

in diferite studii efectuate la pacientii cu
diaree persistentd, au fost descrise modificarile
constatate prin examinarea electrono-micros-
copica. Astfel, la U. Fagundes-Neto si col., in
studiul efectuat pe cei 16 sugari cu diaree persis-
tenta, studierea prin scanarea electrono-micros-
copica a biopsiilor de intestin subtire a aratat
anomalii morfologice la toti cei 16 pacienti,
variind n intensitate de la moderata (56,3%) la
severa (43,7%), aratand cateva anomalii de su-
prafata, care, desi nespecifice, sunt destul de
intense pentru a justifica severitatea aspectelor
clinice avute in faza precoce a vietii.
La o putere mica de marire (de 150 de ori):
e la multi dintre microvili s-a observat o
dezvoltare deficitara
e toti sugarii au avut anomalii histologice
ale mucoasei intestinului subtire, si anu-
me: 9 au avut atrofie vilozitara usoara
pana la moderata, iar 7 au avut atrofie
vilozitara severa
e Tn unele situatii a existat atrofie vilozitara
subtotala
e marginea vilozitara nu a fost distinct
recunoscuta, aratand atrofie subtotala
e zone vaste ale suprafetei vilozitare au fost
acoperite cu mucus si detritus
e spatiile intervilozitare au fost largite
La o putere de marire mai mare (de 7.500 de
ori) s-au observat:
e deranjamente severe ale enterocitelor
e Tn mai multe situatii celulele marginii in
perie nu au fost clar definite si foarte
adesea microvilii au fost redusi ca numar
si Tnadltime, in unele zone existand com-
pleta disparitie a microvililor
¢ n mai multe zone microvilii au fost com-
plet denudati si uneori au fost observate
bacterii aderente de portiunea apicala a
enterocitelor
e l|a 3 pacienti a fost notata prezenta limfo-
citelor si picaturilor de grasime acoperind
suprafata enterocitelor
e |ajumatate din pacienti a fost observata o
pseudomembrand mucofibrinoidda ce
acopera partial enterocitele; aceasta con-
statare a oferit o corelatie pozitiva cu pre-
zenta dezvoltarii bacteriene in intestinul
subtire, oferind informatii aditionale
asupra fiziopatologiei diareei persistente.
Pseudomembrana nu a fost asociata cu
prezenta vreunui microorganism parti-
cular, dar a fost clar asociata cu aparitia
dezvoltarii bacteriene in intestinul subtire
(5). Aceasta structura reprezinta un veri-
tabil biofilm la nivelul mucoaseiintestinale,
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care favorizeaza persistenta
bacteriene la acest nivel si a sindromului

diareic.

Intr-un alt studiu, McClean si col. au studiat
la microscopul electronic suprafata mucoasei je-
junale de la 41 de copii cu diaree cronica, com-
parand modificarile observate cu probele obti-
nute de la copii fara simptome gastrointestinale.
Ei au descris modificarile constatate Tn diferite

afectiuni, dintre care (7):
in boala celiacd:

e 5 dintre copiii cu boala celiaca nediagnos-
ticata anterior au avut modificari tipice la

ME

e Suprafata a fost lipsita de vili, dar au fost
observate enterocite in jurul deschiderii

criptelor

e (Cateva suvite de mucus au fost observate

pe suprafata mucoasei

e Colonizarea bacterianda a fost prezenta
numai intr-un caz si a fost asociata cu
pierderea glicocalixului de la nivelul en-

terocitelor din jur.

La 2 pacienti cu sindrom postenteritic, biop-

siile au aratat:
e subdezvoltarea vililor

e scorul mucusului a variat intre 3 si 7 in

acest grup

* microorganismele au fost detectate la 10
din 12 pacienti, desi in 2 cazuri a fost
identificat parazitul Giardia Lamblia

e prezenta colonizarii bacteriene a fost aso-
ciata cu pierderea glicocalixului si aglu-

tinarea microvililor.

Anomaliile mucoasei intestinale observate la
ME la sugarii cu diaree persistenta, desi nespecifice,
sunt destul de intense ca sa justifice severitatea
aspectelor clinice. Scaderea numarului si Tnaltimii
microvililor, turtirea marginii enterocitelor, pier-
derea glicocalixului, scurtarea vililor si prezenta
pseudomembranei de mucus ce acopera suprafata
mucoasei au fost modificarile observate in diareea
persistenta postenteriticd. De asemenea, coloni-
zarea bacteriand a suprafetei intestinului subtire
poate fi prezenta si joaca un rol in patogeneza bolii
si aparitia intolerantei alimentare responsabile de
perpetuarea diareei. (5)

Totusi, singurul copil cu sindrom postenteritic
din cadrul studiului efectuat in IOMC, la care a fost
efectuata biopsie intestinala cu examinare la mi-
croscopul opticsielectronic, a avut aspect histologic
normal.

CONCLUZzII

Biopsia intestinald rdmane o metoda utila de
diagnostic in diareea cronica la copil, atunci
cand celelalte investigatii nu pot preciza diagnos-
ticul. Examinarea se face Tn principal la micros-
copul optic, dar microscopia electronica poate
furniza date histologice suplimentare, avand
rezolutie superioard, o putere de marire mult mai
mare si permitand o adancime mai mare a cam-
pului de examinare fata de microscopia optica.
Totusi, este o metoda scumpa, utilizata in prezent
mai ales in cercetare.
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