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Résumés

Résumé:

La prise en charge de I’intolérance au lactose est souvent jugée non satisfaisante par les
professionnels de santé qui évoquent en particulier le manque de fiabilité des tests de
diagnostic et le manque de connaissances précises sur les mécanismes de déclenchement
des symptomes d’intolérance.

Dans ce contexte, I’objectif global de ce travail était d’améliorer la prise en charge de
I’intolérance au lactose par: i. la proposition d’un nouveau marqueur détectant la
malabsorption du lactose suite a une ingestion aigue, et ii. 1’étude in-vivo de la
modulation (en termes de composition et d’activité) du microbiote intestinal et de la
physiologie de I’hdte suite a une ingestion aigue ou chronique de lactose

Les études animales et cliniques réalisées dans ce travail ont montré 1’utilit¢ de la
calorimétrie indirecte, notamment de la mesure du Quotient Respiratoire (QR), comme
technique non invasive détectant la malabsorption du lactose. Les études menées chez le
rat ont permis de souligner la modulation du microbiote intestinal et I’adaptation de
I’hote malabsorbeur, apres I’ingestion de lactose. Une ingestion aigue se traduit par une
augmentation des concentrations coliques en AGCC et en lactate, ainsi que par leur
absorption. Les AGCC sont ensuite utilisés comme substrat énergétique par 1’hote.
L’ingestion chronique (6 jours) de lactose se traduit également par une augmentation des
concentrations coliques en AGCC et en lactate. Toutefois, 1’évolution de la composition
du microbiote intestinal laisse supposer un meilleur recyclage des métabolites du lactose.
Simultanément, une amélioration des criteres d’inflammation de la muqueuse colique a
été mise en évidence.

En conclusion, la calorimétrie indirecte semble utilisable comme outil diagnostique de la
malabsorption du lactose, seule ou combinée aux tests indirects existants. Par ailleurs, la
stimulation de réabsorption colique des AGCC et la modulation de la composition et de
I’activité du microbiote intestinal sont des pistes intéressantes pour améliorer la tolérance

au lactose sur le long terme.

Mots clé: diagnostic de la malabsorption du lactose, quotient respiratoire, concentrations
coliques en AGCC et absorption, modulation du microbiote intestinal, adaptation de

I’hote.
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Abstract:

According to health care professionals, lactose intolerance is poorly managed because of
a lack of reliability of the diagnostic tools and an insufficient knowledge of the
mechanisms triggering the intolerance symptoms.

The general purpose of this work is to improve the care of lactose intolerance with: i. the
evaluation of a new diagnostic marker of lactose malabsorption after an acute
ingestion, ii. the in vivo study of intestinal microbiota modulations (in terms of
composition and activity) and of the host’s physiology after both acute and chronic
ingestions of lactose.

The animal and clinical studies presented in this work revealed the purpose of indirect
calorimetry, especially of the Respiratory Quotient (RQ), as a non invasive technique
to detect lactose malabsorption. The animal studies, performed on rats, underlined the
modulation of the intestinal microbiota and the adaptation of the malabsorber host, after
lactose ingestion. Acute lactose ingestion leads to a rise of the colonic concentrations in
SCFA and lactate, and to their absorption. The SCFA are then used as energetic
subtrates by the host. Chronic lactose ingestion (6 days) also leads to a rise of the colonic
concentrations in SCFA and lactate. However, the modification of the intestinal
microbiota composition suggests an enhanced turn-over of the lactose metabolites.
Concomitantly, a reduction of the inflammatory parameters of the colonic mucosa was
underlined.

To conclude, indirect calorimetry is a useful technique to detect lactose malabsorption
and could be combined with other techniques for an optimised diagnostic. Besides, the
enhancement of the SCFA absorption and the modulation of the intestinal microbiota

(both composition and activity) may be successful alternatives to optimise the tolerance.

Keywords: diagnostic of lactose malabsorption, respiratory quotient, SCFA colonic

concentration and absorption, intestinal microbiota modulation, host adaptation.
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Introduction générale

Tres étudiée dans les années 1970, I’intolérance au lactose se traduit par des troubles
intestinaux dont la prévalence et les symptdomes sont relativement bien décrits mais dont
le diagnostic et la prise en charge restent peu codifiés. Les professionnels de santé
s’accordent a dire que la malabsorption du lactose est tres peu dépistée et que les outils
diagnostiques disponibles présentent des limites de spécificité. Ces problemes conduisent
a une prise en charge peu adaptée et plutot en lien avec le syndrome de 1’intestin irritable.
On considere aujourd’hui que 75 % de la population mondiale (30 % dans les pays européens)
présente une hypolactasie et qu’environ la moitié de cette population hypolactasique présente
des symptomes associée a la malabsorption du lactose, communément appelés « intolérance
au lactose ». Par ailleurs, on observe une réelle demande de la part des consommateurs et une
évolution de I’industrie agro-alimentaire avec la mise sur le marché de nouvelles gammes de
produits « pauvre en lactose », voire « sans lactose », ainsi que de compléments alimentaires
enrichis en lactase issue de micro-organismes. Les mentions « pauvre en lactose » et « sans
lactose » sont reglementées depuis 2010 par une directive européenne fixant les seuils de
lactose respectivement a 1 g de lactose/ 100 g et 10 mg de lactose/ 100 g de produit (Scientific
Opinion on lactose thresholds in lactose intolerance and galactosaemia, EFSA, 2010).

Malgré les nombreux travaux ayant porté sur 1’intolérance au lactose depuis les années 1970
et malgré le développement de denrées alimentaires alternatives et de quelques
complémentations enzymatiques, la prise en charge de ce trouble intestinal reste peu
spécifique. L’hétérogénéité des terminologies utilisées (hypolactasie, malabsorption,
maldigestion, intolérance), le manque de reconnaissance de la part de la communauté
médicale, et les limites des méthodes diagnostiques disponibles (manque de praticité, de

faisabilité et de fiabilité) en sont les principales causes.

L’enjeu de cette these est de proposer et d’explorer de nouvelles stratégies pour
améliorer la prise en charge globale de 1’intolérance au lactose, a la fois d’un point de
vue diagnostic (plus de fiabilité) et d’un point de vue traitement (mieux adapté). Outre
les travaux de recherche, une démarche de communication aupres des professionnels de
santé semble indispensable afin de les sensibiliser a la prise en compte de ce trouble

intestinal dans leur démarche diagnostique.
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Pour répondre a ces objectifs, ces travaux de recherche ont ét€¢ menés en deux phases
distinctes. La premiere phase visait a proposer un nouveau marqueur, fiable et objectif,
de la malabsorption du lactose évalué sur un modele animal (rats) puis validé chez
I’homme par un modele clinique. L’utilisation d’un nouveau marqueur de la
malabsorption est pertinente puisque le contexte actuel souligne le manque de sensibilité
et de spécificité des tests diagnostiques disponibles. La deuxieme phase, également
réalisée sur le modele rat, visait a étudier la modulation du microbiote intestinal et
I’adaptation de 1’hdte malabsorbeur afin de faire émerger des stratégies de traitement de
I’intolérance qui ne soient pas basées sur 1’éviction du lactose mais plutot sur la

manipulation du microbiote intestinal.

Ce mémoire de theése se compose d’une revue bibliographique, d’une présentation des
travaux de recherche, et d’une discussion générale concluant sur les perspectives des
résultats obtenus.

La revue bibliographique débute par un état des lieux des connaissances sur la
malabsorption et 1’intolérance au lactose. Elle se poursuit par la présentation des
différences de métabolisme du lactose entre les individus absorbeurs et malabsorbeurs,
puis aborde les conséquences d’une ingestion aigue et chronique de lactose, chez des
individus malabsorbeurs. Elle se termine par la présentation des principes, avantages et
limites des différents tests diagnostiques.

La démarche expérimentale, détaillée dans la partie relative aux travaux de recherche, est
constituée de trois études. La premiere étude, menée sur le rat, a étudié les conséquences
d’une ingestion aigue de lactose sur 1’activité du microbiote intestinal et sur les parametres
métaboliques (QR, Gox, Lox). La deuxieme étude, menée sur ’Homme, a évalué I’'intérét
du suivi du QR pour détecter la malabsorption du lactose. La troisieme étude, menée sur le
rat, a étudié les conséquences d’une ingestion prolongée de lactose sur le microbiote

intestinal (composition et activité) et la physiologie de I’hote.
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Revue bibliographique

I. Données générales sur ’intolérance au lactose

I.1. LE LACTOSE ET LA LACTASE

L’intolérance au lactose est un trouble décrit depuis 1’ Antiquité : Hippocrate (460-370 avant
JC) et Galien (129-200) avaient déja observé que certaines personnes souffraient de troubles
gastro-intestinaux apres 1’ingestion de lait (Harrington et al., 2008). Dans les années 1960,
I’exposition au lactose a augmenté du fait de son adjonction croissante dans les préparations
alimentaires. Les avancées technologiques d’apres-guerre ont en effet mis en évidence les
nombreuses propriétés fonctionnelles du lactose comme son effet sur la fixation des ar6mes,

la cristallisation, la gélification, I’émulsion et la coloration des produits.

I. 1.1. Le lactose

Structure

Le lactose est un disaccharide associant beta-D-galactose et beta-D-glucose, reliés entre eux
par une liaison osidique en B 1—4. Le carbone 1 du galactose étant porteur d’une fonction
réductrice (hémi-acétylique), le lactose est considéré comme un sucre réducteur (Figure 1).
Propriétés

Le lactose (étymologiquement « sucre du lait ») est produit par les glandes mammaires des
mammiferes : sa teneur est d’environ 60 g/ L dans le lait humain, 50 g/ L dans le lait de vache
et 40 g/ L dans les laits de chevre, de brebis et de chamelle. Ces derniers laits, aux faibles
teneurs en lactose, sont tres plébiscités par les intolérants.

Le lactose présente un pouvoir sucrant de 0.16, c’est-a-dire que sa saveur sucrée est de 16 %,
comparée a celle du glucose qui est de 30 % et a celle du saccharose qui est de 100 %.

Le lactosérum (petit lait), obtenu apres séparation des maticres grasses et précipitation de la
caséine, contient 70 % a 75 % de lactose (poids sec).

Utilisation dans ['industrie

Le développement des moyens technologiques d’apres-guerre a permis de préciser les
propriétés fonctionnelles du lactose qui sont a l'origine de son incorporation dans de

nombreux produits issus des industries agro-alimentaire et pharmaceutique (Tableau 1)

-17 -



(Barbut et al., 1989 : Cayot et al., 2003). Les principales denrées alimentaires contenant du

lactose sont les laits, les glaces, les cremes desserts, et les charcuteries (Tableau 2).

I. 1.2. La lactase

L’absorption intestinale du lactose requiert 1’intervention préalable de 1’enzyme lactase,
également appelée Lactase Phlorizin Hydrolase (LPH) ou LCT lorsqu’elle est d’origine
endogene ou beta-galactosidase lorsqu’elle est d’origine bactérienne.

La lactase endogene est une disaccharidase intestinale qui catalyse I’hydrolyse du lactose,
notamment au niveau jéjunal, en alpha-D-glucopyranose (glucose) et en alpha-D-
galactopyranose (galactose). Son activité est maximale au niveau de jéjunum moyen. Une
partie de ’enzyme est en contact avec la lumiere intestinale mais reste protégée par son
extrémité C-terminale.

La lactase présente deux activités enzymatiques avec des sites de catalyse indépendants
(Zecca et al., 1998) :

- le site phlorizin hydrolase (glycosyl-N-acylsphingosine glucohydrolase, EC 3.2.1.62)
qui hydrolyse en phlorétine et en glucose la phlorizine, un composé présent dans
I'écorce de certains arbres fruitiers.

- le site lactase (beta-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.23) qui hydrolyse le
lactose (Figure 2).

Son activité s’exprime en unité par gramme de muqueuse ou de protéines. Des valeurs
inférieures a 50 U/ g de protéines représentent une activité enzymatique considérée comme
faible (Dahlqvist et al., 1984).

Des mesures d’activité enzymatique sur biopsies de sujets sains adultes (agés de 20 a 58 ans)
ont permis de déterminer que le Km de la lactase pour son substrat est égal a 33.9 mM avec
un Vmax de 26.5 nmol/ min/ mg (matiere seche), pour des doses de lactose comprises entre
0.56 et 56 mM (Dawson et al., 1986). Ces caractéristiques enzymatiques sont variables selon
les especes. Par exemple, le Km de I’activité lactase intestinale chez le rat sevré est
approximativement de 26 mM (Kim et al., 1978).

Structure

La lactase est une glycoprotéine composée de quatre sous-unités semblables deux a deux,
chacune possédant un site actif (Figure 3). Elle est synthétisée a partir d’un seul précurseur

polypeptidique, la pro-LPH de 220 kDa, qui subit des clivages protéolytiques et des

- 18 -



glycosylations dans 1’appareil de Golgi. La conformation tridimensionnelle de la lactase (LPH
mature) est assurée par de nombreux ponts disulfures et détermine son transport vers la
surface des cellules (Naim et al., 1987). Initialement identifiée chez Escherichia coli en 1970,
la lactase mature est constituée d’environ 1000 acides aminés chez les especes bactériennes et
de 735 acides aminés chez I’Homme (Jacob et al., 2002). Sa température optimale de catalyse
est de 48 °C et son pH optimal de 6,5. Son poids moléculaire est de 160 kDa chez ’Homme et
de 120-130 kDa chez le rat (Naim et al., 1994).

Synthese

La synthese de lactase est assurée par la transcription du gene LCT, situé sur le chromosome
2 chez ’'Homme (Figure 4) (Kruse et al., 1988). Deux principaux facteurs de transcription
sont nécessaires pour activer la transcription de ce géne : GATA et HNF-1a (Krasinski et al.,
2001). Une pro-région de tres forte homologie, appelée LPH alpha, a été séquencée en amont
du gene. Cette séquence ne correspondrait pas a une lactase fonctionnelle et ne contribuerait
pas a I’expression de la LPH mature mais jouerait un rdle de chaperon (Naim et al., 1995).

Evolution d’activité au cours du développement

L’expression de la lactase est initiée au moment de la morphogénese des cellules de
I’épithélium intestinal, avant méme que les cellules de la bordure en brosse ne soient
completement matures. Les premiers ARNm de lactase et leurs premieres séquences
protéiques sont identifiés respectivement a 18 jours et 20 jours de développement
(Montgomery et al., 1990 ; Rings et al., 1992). A la naissance, les ARNm de lactase et leurs
séquences protéiques sont abondamment présents tout le long de I’intestin gréle. Les quantités
relatives d’ARNm restent tres élevées pendant 1’allaitement. Au moment du sevrage, ces
quantités d’ ARNm diminuent rapidement dans I’iléum (Freunds et al., 1991). Apres 28 jours,
I’expression de lactase devient résiduelle dans I’'iléum mais également le duodénum. A
I’inverse de la lactase, la sucrase-isomaltase est détectée a partir de 16 jours, avec une
expression hétérogene le long de I’intestin gréle puis uniforme et trés abondante a partir de 21

jours et persistante au-dela du sevrage (Rings et al., 1994).

Expression différentielle le long des villosités et dans les entérocytes

La présence d’ARNm de lactase évolue au cours de la différenciation des cellules épithéliales
et il existe un gradient de concentration de ces ARNm le long de I’axe crypto-villositaire
(Figure 5). Les entérocytes non différenciés localisés a la base de la crypte sont dépourvus de
lactase et de ses ARNm, alors que les cellules au niveau de la jonction crypte-villosité

présentent un niveau élevé d’ARNm associé a de faibles quantités de lactase. Les entérocytes
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différenciés situés dans la moitié supérieure des villosités présentent une activité lactase
importante associée a de faibles quantités d’ARNm (Freund et al., 1995). Un gradient de
concentration est également mis en évidence le long de 1’axe cellulaire, sur des entérocytes de
rats et des entérocyres humains. En effet les ARNm de la lactase (de méme que ceux de la
sucrase-isomaltase) et leurs protéines correspondantes sont localisés dans la région apicale
des cellules des villosités et co-habitent avec leurs séquences protéiques (Barth et al.,, 1998 ;
Rings et al., 1992).

Facteurs régulateurs de I’ expression

D’apres les études in vitro, notamment menées sur des lignées cellulaires Caco-2, les facteurs
GATA et HNF-1a sont de puissants activateurs du promoteur de la lactase alors que les
facteurs HNF-1a et Cdx-2 activent notamment le promoteur de la sucrase-isomaltase. Ces
études ont également souligné ’activation différentielle des promoteurs de la lactase par
plusieurs facteurs de transcription, agissant seuls ou de facon combinée, ainsi que I’existence
d’une synergie entre GATA et HNF-1a pour cette transcription (Krasinki et al., 2001). Des
études in vivo ont permis de préciser la contribution relative de ces différents facteurs. Chez la
souris, GATA-4 est le principal facteur de transcription de I’épithélium intestinal. Il se lie au
promoteur de la LPH et son expression est treés fortement corrélée a celle des ARNm de la
lactase dans le jéjunum et I’'iléum. GATA-4 coopere avec HNF-1a pour activer de facon
synergique le promoteur de la lactase. Cette synergie repose sur une association physique
entre GATA-4 et HNF-1a d’une part, et des liaisons entre HNF-1a et le promoteur de la
lactase d’autre part. GATA-4 active également le promoteur de la lactase grace a une zone de
fixation spécifique et indépendante de HNF-1a, contrairement a GATA-5 qui ne peut assurer

une activation du promoteur en 1’absence de HNF-1a (Figure 6) (van Wering et al., 2004).

I. 2. ETIOLOGIE DE L’ INTOLERANCE AU LACTOSE

La littérature mentionne plusieurs termes pour définir le trouble intestinal 1ié a 1’intolérance
au lactose. L hétérogénéité, initialement liée aux erreurs de traduction, tend a se dissiper et on
constate une volonté d’harmonisation par les communautés scientifique et médicale depuis

une dizaine d’années, en France et en Europe.
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I. 2.1. L’hypolactasie

L’hypolactasie correspond a une diminution de la biosyntheése de la lactase. On parle

d’alactasie lorsque la perte d’activité est totale.

Déficience primaire

La déficience en lactase peut étre d’origine primaire congénitale lorsqu’elle résulte de
mutation(s) du gene codant pour la lactase et apparait alors des la naissance (Jarvela et al.,
2009 ; Jarvela et al.,1998), ou d’origine primaire acquise lorsqu’elle se développe avec I’age
(Sahi et al, 1994). La perte d’activité lactasique est irréversible dans les deux cas. Les
symptomes provoqués sont d’intensité sévere dans le cas d’une déficience congénitale et
d’intensité 1égere a modérée dans le cas d’une déficience acquise.

La déficience primaire congénitale est tres rare (moins de 1 % de la population alactasique) et
peut résulter de 7 mutations différentes (essentiellement délétions mais aussi quelques
substitutions) qui ont notamment été décrites dans la population finnoise (Robayo-Torres et
al., 2007 ; Torniainen et al., 2009).

La déficience primaire acquise concerne 70 % de la population hypolactasique et se
développe avec I’age (Seppo et al., 2009). Elle concerne tous les mammiferes des lors qu’ils
sont sevrés, et apparait plus ou moins rapidement selon les especes. Par exemple, la réduction
brutale d’activité lactase s’effectue en une quinzaine de jours chez le lapin, en une trentaine
de jours chez le rat et en une dizaine d’années chez I’Homme (Sebastioa et al., 1989 ; Wang
et al., 1998). Ces modifications enzymatiques ont été tres étudiées chez le rat en cours de
sevrage (aux environs de 3 semaines) et ont montré une baisse d’activité intestinale de 20 %
des la premiere semaine de sevrage (Peuhkuri ef al., 1975). La dilution de la lactase, parmi les
nombreuses protéines synthétisées durant la période de sevrage, a longtemps été envisagée
comme responsable de la réduction soudaine d’activité enzymatique. Mais les dernieres
études ont rapporté de fortes corrélations entre les baisses d’activité spécifique de la lactase,
son taux de transcription (ARNm) et son taux de synthese protéique (respectivement de r =
0.99 et de r = 0.97) dans les muqueuses intestinales de rats sevrés et de rats ayant re¢u une
ingestion prolongée de lactose (Figure 7). Ces études montrent donc que le déclin résulte en
fait d’un mécanisme transcriptionnel plutét que d’une dilution parmi les autres protéines
synthétisées ou d’une réduction d’ingestion de lactose (Motohashi et al., 1997 ; Sakuma et al.,

1996).
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Par ailleurs, deux variants ont été identifiés au sein d’une séquence codant pour une hélicase,
nommée MCMBS6, et leurs occurrences semblent corrélées a I’hypolactasie (Figure 8). Le
premier variant, le plus étudié, est le polymorphisme C/T 13910 situé a 14 kb en amont du
gene LCT. Les 3 génotypes résultant de ce polymorphisme sont CC, CT et TT et sont
respectivement associ€és aux phénotypes hypolactasiques, persistants hétérozygotes et
persistants homozygotes. Ils semblent ainsi corrélés au niveau d’activité lactasique mesurée
dans des biopsies intestinales, ainsi qu’au ratio lactase:sucrase (Figure 9) (Enattah et al.,
2002 ; Kuokkanen al., 2003). Le second variant est le polymorphsime G/A 22018, situé a 22
kb en amont du gene LCT (Enattah et al., 2002 ; Rasinperi et al., 2004). Les 3 génotypes
résultant de ce polymorphisme sont GG, GA et AA et sont respectivement associés aux
phénotypes hypolactasiques, persistants hétérozygotes et persistants homozygotes.

Des recherches épigénétiques restent nécessaires afin de déterminer si ces polymorphismes
ont un rdle central dans I’expression de la lactase ou s’ils sont simplement des marqueurs
d’un élément régulateur jusqu’alors non identifié (Grand et al., 2008), ainsi que de préciser le
mécanisme moléculaire a 1’origine de cette réduction transcriptionnelle (Enattah et al., 2007 ;
Enattah et al., 2008 ; Ingram et al., 2009).

Déficience secondaire

La déficience en lactase peut également étre d’origine secondaire, principale forme chez les
enfants. Généralement provoquée par une maladie gastro-intestinale (gastro-entérite, maladie
céliaque, Crohn, parasitoses) ou par un traitement (antibiothérapie, laxatifs stimulants), elle
est d’intensité modérée a sévere mais transitoire car 1’activité lactasique reprend sa valeur

initiale des que I’épithélium retrouve une fonctionnalité normale (Vesa et al., 2000).

I. 2.2. La malabsorption

La malabsorption, ou maldigestion (terme souvent rencontré dans la littérature anglophone),
correspond a la mauvaise dégradation jéjunale et a la mauvaise absorption iléale du lactose.
Elle est généralement consécutive a I’hypolactasie mais peut, dans de rares cas, €tre liée a un
passage trop rapide dans I’intestin (augmentation de la vitesse de transit avec un temps de
contact insuffisant) ainsi qu’a une inhibition des transporteurs du glucose sodium-dépendants
(sGLUTT) par des tri et tétra-saccharides présents dans certains aliments comme les carottes,
les betteraves et le soja (Eadala et al., 2011). Une fraction plus ou moins importante de

lactose arrive alors intacte au niveau du cdlon et est fermentée par les bactéries hydrolytiques
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et glycolytiques du microbiote colique. Les métabolites produits (gaz, acides organiques et
acides gras a chaines courtes) semblent en partie responsables de 1’apparition des symptomes

gastro-intestinaux.

I. 2.3. L’intolérance

L’intolérance correspond a I’expression des symptdomes, notamment gastro-intestinaux, par le
sujet malabsorbeur (Harrington et al., 2008). L’intolérance résulte donc d’une hypolactasie,
conduisant a une malabsorption et accompagnée de symptomes. Mais selon la composition du
microbiote intestinal et la sensibilité vsicérale du sujet, une malabsorption ne résultera pas

toujours en une intolérance.

Pour résumer, I’hypolactasie est considérée comme le facteur principal a I’origine du trouble.
La malabsorption en est la conséquence a I’échelle intestinale et I'intolérance en est la
manifestation symptomatique a 1’échelle de I'individu. Ces trois termes ne sont donc pas
équivalents mais inclusifs dans le sens ou un intolérant au lactose sera nécessairement
hypolactasique et malabsorbeur, alors qu’un individu hypolactasique ne présentera pas
nécessairement d’intolérance. En effet, 1’apparition et I’intensité des symptdmes peuvent étre
modulées par des mécanismes d’adaptation structurale ou fonctionnelle du microbiote

intestinal de 1’hote, détaillés dans la partie I1I de cette introduction.

I. 3. SEMIOLOGIE

Dans le cas classique ou 1’hypolactasie conduit a une malabsorption et a une intolérance, les
symptomes ressentis ne sont pas spécifiques. Ils apparaissent trente minutes a deux heures
apres l’ingestion de lactose et sont notamment gastro-intestinaux (Tableau 3). 1l est
intéressant de noter que les douleurs abdominales, les distensions intestinales, les
borborygmes et les flatulences sont présents dans 100 % des cas alors que les nausées et les
vomissements sont présents dans 78 % des cas (Matthews et al., 2005).

Une étude sur plus de 1000 sujets (Beyerlein et al., 2008) a mis en relation la malabsorption
mesurée par ’hydrogene expiré et I'intolérance mesurée par le score des symptomes, apres
ingestion de 50 g de lactose. A partir de 2 symptomes, la corrélation entre malabsorption et

intolérance semble significative. En effet, prés de 30 % des sujets malabsorbeurs ressentent 2
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symptomes gastro-intestinaux, 15 % ressentent 3 symptomes, 23 % ressentent 4 symptomes et
9 % ressentent 5 symptomes. Par ailleurs, les ballonnements et les borborygmes sont les
symptomes les plus spécifiques alors que la diarrhée est le symptome le plus sensible. Les
ballonnements apparaissent comme le symptdme le plus discriminant (Figure 10).

L’intensité de ces symptomes varie selon la quantité de lactose ingérée (Labayen et al., 2001)
et certains auteurs y associent des intolérances légeres, modérées et séveres. La fourchette 10-
15 g est décrite dans plusieurs études comme la quantité maximale pouvant étre ingérée
quotidiennement par des sujets intolérants au lactose sans provoquer de symptomes majeurs
(Hertzler et al., 1996 ; Jones et al., 1976 ; Suarez et al., 1995). On considere respectivement
qu’a partir de 12 g et de 20 g de lactose, les douleurs abdominales et les flatulences
augmentent significativement (Hertzler et al., 1996).

A charge identique, le lactose sous forme solide semble induire moins de symptdomes que le
lactose sous forme liquide. Une explication avancée est le temps de vidange gastrique plus
long pour un aliment solide, échelonnant ainsi I’arrivée du lactose dans le colon (Vesa et al.,
1997). De facon similaire, la valeur énergétique du repas qui accompagne l’ingestion de
lactose réduirait la sévérité des symptomes en augmentant le temps de transit colique (Priebe
et al., 2006 ; Vonk et al., 2003). Le remplacement du lait demi-écrémé par du lait entier ou la
modification de viscosité du lait n’ont, par contre, montré aucun bénéfice (Vesa et al., 1997).
Deux études ont rapporté des douleurs gastro-intestinales et des nausées plus intenses chez les
femmes que chez les hommes, apres I'ingestion de lactose (Jussila et al., 1969 ; Krasue et al.,
1996). Cependant, ces résultats ne sont pas objectivement validés dans la mesure ou les tests
respiratoires a 1’hydrogene n’ont pas montré de différences significatives entre les deux
genres.

Des symptomes systémiques ont également été rapportés chez un nombre non négligeable de
malabsorbeurs. Ces troubles apparaitraient plus tardivement que les troubles gastro-
intestinaux, notamment le lendemain d’une charge de lactose. Les principaux symptomes
évoqués sont des troubles cognitifs (maux de téte, fatigue, problemes de concentration)
observés chez 86 % des malabsorbeurs, des troubles musculaires et articulaires observés chez
70 % des malabsorbeurs et des allergies (rhinite, eczéma et asthme) observées chez 40 % des

malabsorbeurs (Matthews et al., 2000 ; Matthews et al., 2005).
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I. 4. PREVALENCE

I. 4.1. Dans la population générale

Alors que tout mammifere présente naturellement une forte activité lactasique a sa naissance,
cette faculté se perd progressivement lors du sevrage. On parle de perte génétiquement
programmée. La vitesse de ce déclin présente des variabilités inter et intra especes.

Théories justifiant la persistance de lactase

On rencontre dans la littérature deux théories, relativement similaires reposant toutes deux sur
une mutation génétique, pour expliquer la persistance de lactase a 1’age adulte. La premiere, et
plus largement admise, est celle de la coévolution gene-culture. Une mutation génétique
apparue au moment de 1’Ere Néolithique dans les Balkans puis diffusée en Europe Centrale
aurait offert un avantage sélectif aux populations pouvant consommer des produits laitiers a
I’age adulte (Figure 11) (McCracken et al., 1971 ; Simoons et al., 1970). La seconde est celle
de I’assimilation du calcium. Elle suggere que les personnes vivant dans les latitudes les plus
hautes auraient une lactase persistante par besoin. En effet, ’environnement de ces
populations ne leur permettant pas de couvrir leurs besoins en vitamine D et en calcium, elles
devraient nécessairement consommer des produits laitiers. Une activité lactase persistante leur
permettrait donc de ne pas étre déficientes en ces composés (Flatz et al., 1973).

Selon une étude récente, il semblerait que la coévolution gene-culture soit la principale raison
de la persistance de lactase en Afrique et dans la partie sud de 1I’Europe (Gerbault et al.,
2009). La persistance de lactase dans la partie nord de I’Europe serait imputable a la théorie
de I’assimilation du calcium. Pour I’ Asie ou la répartition de la persistance de lactase est tres
hétérogene, il semble difficile de trancher entre ces deux théories.

Prévalence et origine ethnigue

L’hypolactasie primaire acquise concerne environ 70 % de la population mondiale adulte,
avec de grandes disparités selon I’origine ethnique des individus. Elle s’étend en effet de 2 a
20 % dans les populations Caucasiennes, de 30 a 50 % dans les populations
Méditerranéennes, de 60 a 80 % dans les populations Africaines et de 95 a 100 % dans les

populations Asiatiques (Tableau 4).
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I. 4.2. Dans la population présentant des pathologies digestives

L’activité lactase peut également étre réduite par des facteurs indépendants de la
prédisposition génétique, comme par exemple une modification de I’intégrité de la muqueuse
intestinale. Cette dernicre peut étre altérée dans certaines situations pathologiques non
digestives (rhumatismes, cancer, SIDA...) ou digestives (maladie caeliaque, maladie de
Crohn, pancréatite...), ainsi que dans des situations générées par des facteurs
pharmaceutiques (antibiotiques), nutritionnels (allergies, intolérances) ou infectieux
(altération du microbiote intestinal, Salmonella, Listeria...) (Pascual et al., 2001).

Certaines altérations de D'intégrit¢é de la muqueuse intestinale sont liées a des états
inflammatoires plus ou moins chroniques pouvant survenir dans les maladies inflammatoires
chroniques intestinales (MICI) et potentiellement dans le syndrome de I’intestin irritable (SII).
Brievement, les MICI sont des maladies d’étiologie inconnue impliquant des facteurs
génétiques et environnementaux qui incluent la maladie de Crohn et la recto-colite
hémorragique. Elles se caractérisent toutes les deux par une inflammation de la paroi d’une
partie du tube digestif, associée a des douleurs abdominales et des diarrhées. Dans la maladie
de Crohn, cette inflammation peut €tre localisée n’importe ou dans le systeme digestif, de la
bouche a I’anus, mais le plus souvent au niveau de [Dintestin. Dans la rectocolite
hémorragique, cette inflammation est localisée au niveau du rectum et du colon. Ces
pathologies évoluent par poussées de durée et de fréquence extrémement variables, alternant
avec des phases de rémission. Elles touchent principalement les sujets jeunes (20-30 ans).
Brievement, le SII se définit selon les Criteres de Rome, puisqu’il n’existe aucun marqueur
biologique spécifique. Les Criteres de Rome, initialement proposés en 1992 (Criteres de
Rome I) ont été précisés en 1999 (Criteres de Rome II) puis finalisés en 2006 (Criteres de
Rome III). Cette derniere version sert désormais de référence internationale pour le diagnostic
du SII (Tableau 5) (Longstreth et al., 2006). Bien que présentant des symptomes variés, le
SII est caractérisé par des douleurs abdominales associées a un inconfort et une altération de
la motilité gastro-intestinale. Le SII est souvent divisé en sous-groupes, déterminés en partie
par la consistance des selles : SII avec constipation prédominante (SII-C), SII avec diarrhée
prédominante (SII-D), SII avec alternance constipation-diarrhée (SII-M), SII post-infectieux
(SII-PI) et SII non spécifié.

Les inflammations (ou micro-inflammations) intestinales alors engendrées peuvent é&tre

évaluées au niveau des muqueuses par le dosage de 1’activité myéloperoxydase (MPO) et
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I’analyse histologique, et au niveau systémique par les dosages de la protéine réactive C
(CRP) et de cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose tumorale (TNFa) et
les interleukines (notamment IL1). Les dosages de MPO, de CRP, de TNFa et d’IL1 sont
préférentiellement utilisés dans les modeles expérimentaux alors qu’en pratique clinique, les
colonoscopies éventuellement complétées par des analyses histologiques sur biopsies sont
davantage utilisées.

Les relations entre SII, MICI et intolérance au lactose restent complexes. Pour le moment,
aucun lien de cause a effet n’a été clairement établi et seules des observations de prévalence
dans les différents sous-groupes ont été effectuées (Barret er al., 2009 ; Vernia et al., 2001).
En cas de symptomatologie digestive liée a une pathologie (MICI, SII), la prévalence de
I’hypolactasie reste proche des 10 a 30 % observés dans la population générale tant chez les
adultes (Farup et al, 2004) que chez les enfants (Pfefferkorn et al., 2002). En effet, la
répartition des génotypes CC, CT et TT serait d’environ 15 %, 38 % et 47 % dans ces
populations (Eadala er al,, 2002 ; Vernia et al., 2003 ; Zhao et al., 2010). Cependant, le
ressenti des symptomes serait nettement supérieur dans la population malade du fait de leur
sensibilité viscérale accentuée et pourrait méme concerner certains hétérozygotes (Eadala et
al., 2011). La maladie caeliaque, d’origine auto-immune, reste classée a part car elle
correspond a une réaction inappropriée du systtme immunitaire de la muqueuse intestinale a
certaines protéines du gluten (gliadine). Caractérisée par une atteinte des villosités de
I’intestin gréle, elle est fortement associée a des déficiences en disaccharidases notamment en
lactase (Bodé et al., 1988 ; Mones et al., 2011 ; Ojetti et al., 2005).

Les signes cliniques de ces différentes pathologies étant a la fois similaires et peu spécifiques,
leur amalgame avec l'intolérance au lactose est fréquent. Un diagnostic différentiel est
nécessaire et devrait commencer par le dépistage précoce d’une malabsorption du lactose, afin
d’éviter des prises en charge lourdes et inadaptées (Leung et al., 2010 ; Von Tirpitz et al.,

2002).

I. 5. PATHOLOGIES RESULTANT DE LA MALABSORPTION DU LACTOSE

La littérature évoque plusieurs pathologies résultant, directement ou indirectement, de la
malabsorption du lactose. Cependant, il est nécessaire de garder a I’esprit que les études

mentionnées ne sont qu’observationnelles et qu’aucune corrélation significative n’a pu

étre dégagée.
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L. 5.1. Pathologies associées a I’éviction des produits laitiers

Réduction de densité de masse osseuse et ostéoporose

Les individus malabsorbant le lactose tendent spontanément a supprimer les produits laitiers
de leur alimentation des lors qu’ils ont identifié I’origine de leurs symptomes. Longtemps
percue comme le plus simple des traitements, 1’exclusion des produits laitiers est pourtant peu
recommandée. Elle est en effet associée a des carences en vitamines et minéraux (notamment
vitamine D, calcium et phosphore) pouvant conduire a des problemes de santé plus lourds
comme 1’ostéoporose. Des corrélations positives ont été rapportées entre le génotype
hypolactasique CC-13910 et la perte osseuse chez les Finlandais (Laaksonen et al., 2009),
ainsi qu’entre ce génotype et les réductions du calcium sérique et de la densité minérale
osseuse chez les femmes ménopausées (Bacsi et al., 2009). Par ailleurs, il a été démontré
qu'une restriction en produits laitiers commencant des [’adolescence augmenterait
considérablement le risque d’ostéoporose a 1’age adulte quelle que soit 1’origine ethnique

(Matlik et al., 2007).

I. 5.2. Pathologies associées aux métabolites coliques du lactose

Cancers digestifs et uro-génitaux

Une étude récente a montré que le génotype hypolactasique CC-13910 était associé a un
risque élevé de cancer colorectal dans la population finnoise. Ces résultats doivent étre
manipulés avec prudence car cette corrélation n’a pas été retrouvée pour d’autres populations,
notamment britanniques et espagnoles. Ces résultats sont d’autant plus étonnants que la
Finlande présente la plus faible incidence de cancers colorectaux alors qu’elle est le pays
européen qui consomme le plus de produits laitiers (Rasinperi et al., 2005). Une autre étude a
montré I’effet protecteur du génotype lactase persistent C/T-13910 contre les cancers ovariens
dans les populations finnoise et suédoise. Cependant, aucune corrélation significative entre le
génotype hypolactasique CC-13910 et I’incidence de cancer ovarien n’a pour le moment été
démontré (Kuokkanen et al., 2005).

Syndrome de [’ Intestin Irritable

Bien que les causes du SII restent floues, il semblerait que les intolérances alimentaires
associées a une sécrétion de prostaglandines E, au niveau du rectum soient plus fréquemment

associées a un SII (Jones et al., 1982 ; Rampton et al., 1983) et qu'une fermentation colique
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anormale, déclenchant une hypersensibilité abdominale, soit un facteur de risque pour le SII

(Ducrotte et al., 2010 ; King et al., 1998).

I. 6. TRAITEMENTS

I. 6.1 Le régime d’éviction

La principale solution proposée en routine est I’exclusion des produits contenant du lactose et
leur substitution par des denrées alimentaires naturellement pauvres en lactose (par exemple
laits de chamelle, laits végétaux). Ce régime est cependant tres difficile a suivre et pas
nécessairement tres efficace, notamment en raison des sources cachées de lactose. Par ailleurs,
il conduit a éliminer les produits laitiers et peut provoquer, sur le long terme, des carences

importantes en vitamines (B2, D) et minéraux (Ca, P).

I. 6.2 Les denrées alimentaires pauvres ou sans lactose

Les denrées délactosées

Depuis les années 1990, le marché de l'intolérance au lactose se développe avec la
commercialisation de nombreux produits alimentaires délactosés. Une directive européenne
(Scientific Opinion on lactose thresholds in lactose intolerance and galactosaemia, EFSA,
2010) fixe d’ailleurs les seuils de lactose respectivement a 1 g de lactose/ 100 g pour ’'usage
des allégations « pauvre en lactose » et a 10 mg de lactose/ 100 g de produit « sans lactose ».
Les denrées peuvent étre délactosées par des procédés biologiques ou physiques qui assurent
une réduction de la teneur en lactose de 85 a 99 %. La pré-hydrolyse biologique consiste en
I’incorporation, lors du processus de fabrication, de ferments lactiques ou de lactase purifiée a
partir de bactéries, de levures ou de moisissures (Chen et al., 2008; Garcia-Garibay et al.,
1996 ; Mateo et al., 2004). Le procédé physique consiste en une ultrafiltration de la denrée
liquide, a travers une membrane retenant les molécules comme le lactose (Lybeck et al., 1983
; Morr et al., 2008 ). Ce procédé, développé et breveté par I'INRA en 1969, est aujourd’hui
tres utilisé par I’industrie laitiere.

Les denrées alternatives

Les denrées alternatives disponibles peuvent étre des laits animaux moins riches en lactose,

comme les laits de brebis, de chevre et de chamelle (Cardoso et al., 2010), ou des laits
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végétaux ne contenant pas de lactose comme les laits de soja, d’amande et de coco (Tableau
6). Cependant, ces laits ne peuvent se substituer intégralement aux laits animaux en raison de

leurs teneurs moindres en vitamines et minéraux.

L. 6.3 Les produits fermentés

Plusieurs travaux ont étudié¢ I'intérét des produits fermentés, notamment du yaourt, pour
améliorer la tolérance au lactose de sujets malabsorbeurs.

Le yaourt, de par sa forte teneur en ferments lactiques, assure un apport en beta-galactosidase
exogene et optimise la digestion du lactose contenu dans une denrée préalablement ou
simultanément consommée (Labayen et al., 2001 ; Lerebours et al., 1989 ; Martini et al.,
1987). 1l est en effet reconnu que tout probiotique, méme non viable au moment de I’ingestion
(par exemple suite a la pasteurisation du lait), procure des bénéfices cliniques mesurables
grace la libération de sa beta-galactosidase lors du passage dans le tractus digestif (Ballesta et
al., 2008 ; Rampengan et al., 2010). Par ailleurs, ingérés quotidiennement, les ferments du
yaourt peuvent rester viables dans le tube digestif et assurer la présence de micro-organismes
a forte activité beta-galactosidase et modifier les activités métaboliques du microbiote (He et
al., 2004 ; He et al., 2008 ; Zhong et al., 2006 ).

Le kefir a également montré des bénéfices sur I’amélioration de la tolérance au lactose chez
des malabsorbeurs, et ce de facon comparable au yaourt. En effet, son ingestion est associée a
la réduction significative de différents symptomes cliniques comme la quantité d’hydrogene
expiré, les maux de ventre, les flatulences et les diarrhées en comparaison a du simple lait

(Hertzler et al., 2003).

I. 6.4 L’enzymothérapie substitutionnelle

L’usage de compléments alimentaires contenant de la lactase est aussi proposé. Cette
enzymothérapie substitutive est treés plébiscitée dans les pays anglo-saxons mais reste encore
peu utilisée en France. Plusieurs études cliniques ont mis en évidence les bénéfices
symptomatiques de cette enzymothérapie substitutive en lactase extraite de moisissures
comme Aspergillus oryzae (Di Palma et al., 1989 ; Portincasa et al., 2008) ou de levures
comme Kluyveromyces lactis (Lami et al., 1988 ; Montalto et al., 2005). La complémentation

s’effectue généralement de 4500 FFC de lactase (4500 unités enzymatiques par gramme de
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produit) permettant la digestion de 25 g de lactose, a 6750 FFC permettant la digestion de 38
g de lactose. Les principaux résultats obtenus sont une réduction tres significative de
I’hydrogene expiré (p < 0.001) et des symptomes gastro-intestinaux (p < 0.001), notamment
des ballonnements et des flatulences, sur les heures suivant I’ingestion conjointe de lactose et
de lactase (Figure 12).

Mais malgré plusieurs résultats concluants, la méthodologie de ces essais cliniques pourrait
étre améliorée notamment au niveau des criteres d’inclusion et de la justification statistique de

la taille de I’échantillon.

EN RESUME

Le lactose est le sucre du lait, dont les teneurs varient selon les especes animales. Son
hydrolyse est assurée par la lactase intestinale, enzyme dont la synthese décroit apres le
sevrage et de facon plus ou moins rapide selon les especes.

Un déclin d’activité lactase est appelé hypolactasie et est généralement associé a une
malabsorption (mauvaise digestion et fermentation colique du lactose) et a une
intolérance (expression des symptomes gastro-intestinaux).

La prévalence de I’hypolactasie et de I’intolérance est relativement bien décrite dans les
différentes populations mais le manque de spécificité de ses symptomes peut conduire a
des confusions avec d’autres pathologies intestinales (SII et MICI).

Des études observationnelles ont montré que lorsque 1’intolérance au lactose n’est pas ou
mal prise en charge, elle pouvait étre associée a d’autres pathologies liées a I’éviction des
produits laitiers et aux métabolites microbiens du lactose accumulés dans le colon.

Il apparait donc nécessaire d’identifier les métabolites coliques du lactose et de préciser
les techniques permettant de les mettre en évidence afin d’optimiser la fiabilité du

diagnostic.
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I1. Métabolisme du lactose chez ’individu absorbeur et malabsorbeur, le

role du microbiote intestinal

II. 1. METABOLISME DU LACTOSE CHEZ L’INDIVIDU ABSORBEUR

II. 1.1. Hydrolyse et absorption du lactose

Chez un sujet absorbeur, le lactose est hydrolysé par la lactase jéjunale en glucose et
galactose, ensuite absorbés au niveau de 1’iléon (Figure 13). Leur absorption intestinale, au
niveau des membranes apicales des entérocytes, est effectuée par deux familles de
transporteurs :

- Les SGLTs (serum glucose transporters) qui assurent un transport actif couplé a celui

du sodium,

- Les GLUTS (glucose transporters) qui assurent une diffusion facilitée.
Le passage des monosaccharides de D’entérocyte a la veine porte est ensuite assuré
exclusivement par les GLUTSs, notamment GLUT 2 au niveau des membranes baso-latérales

des entérocytes.

II. 1.2. Utilisation des monosaccharides libérés

Brievement, le galactose et le glucose absorbés sont acheminés vers le foie par la circulation
sanguine ou ils sont notamment phosphorylés par des kinases hépatiques avant toute
utilisation métabolique consécutive (Figure 14).

Utilisation du galactose

Le galactose peut simplement rester dans la circulation sanguine et €étre acheminé jusqu’aux
reins ou il est excrété dans les urines. Sous forme d’UDP-galactose, le galactose peut
également participer a la synthese de glycoprotéines, de glycolipides et de
glycosaminoglycanes. Le galactose peut sinon étre isomérisé€ en glucose avant d’entrer dans la
voie glycolytique. Cette réaction est catalysée par une galactokinase qui phosphoryle le
galactose en galactose-1P, puis pas une uridyl-transférase qui isomérise le galactose-1P en

glucose-1P et par une phospho-glucomutase qui convertit le glucose-1P en glucose-6P.
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Utilisation du glucose

Le glucose, sous forme de glucose-6-P, peut étre utilisé directement par les muscles, le
cerveau et les autres tissus via la glycolyse, mécanisme de production d’ATP ne nécessitant
pas d’oxygene. Le pyruvate produit est soit transformé en acetyl-CoA qui entre alors dans le
cycle de Krebs réalis€é au niveau mitochondrial, soit fermenté en anaérobiose dans le
cytoplasme de la cellule. Le glucose peut également étre stocké dans le foie et dans les
muscles sous forme de glycogene. La glycogénogénese, stimulée par I’insuline et nécessitant
plusieurs enzymes dont la synthétase, peut étre résumée par la formule :

n CgH 2,06 (glucose) — (CcH;0Os)n (glycogene) + (n-1) H,O.

II. 2. METABOLISME DU LACTOSE CHEZ L’INDIVIDU MALABSORBEUR

Chez un sujet malabsorbeur, le lactose non absorbé parvient jusqu’au cdlon ou il se comporte
alors comme une fibre fermentescible. La fermentation colique, réalisée par la flore anaérobie
hydrolytique et glycolytique, a notamment lieu dans le caecum et le c6lon droit. Elle conduit a
la production et a I’accumulation de produits intermédiaires (succinate, lactate, formate,
éthanol) et terminaux (propionate, acétate, butyrate) osmotiquement actifs, et de gaz

(hydrogene, dioxyde de carbone, méthane).

II. 2.1. Le role du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal représente l’ensemble des micro-organismes vivant dans
I’écosysteme intestinal, en relation étroite avec 1’hote. Cette biomasse, représentant 50 % du
poids fécal, est constituée d’environ 1000 especes, dont une quarantaine majoritaires chez
I’adulte sain (Rajilic-Stojanovic et al., 2007).

Le role de la fraction microbienne du microbiote et ses interactions avec 1’hote ont été tres
étudiés durant ces dernieres années. Les derniers travaux, dont le nombre a augmenté de facon
exponentielle depuis les années 2000, permettent aujourd’hui d’affirmer que le microbiote
intestinal est essentiel pour divers processus physiologiques de I’hdte. Il participe notamment
a la digestion via la dégradation de composés d’origine alimentaire indigestibles comme la
fermentation des fibres végétales, intervient dans la protection contre la prolifération de
microorganismes potentiellement pathogenes, et joue également un role dans divers processus

physiologiques de 1’héte (Guilloteau et al., 2010 ; Lee et al., 2010 ; Sekirov et al., 2010).
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Composition du microbiote

Le microbiote intestinal se compose d’une flore résidente et d’une flore en transit. La flore
résidente est constituée d’une flore dominante, composée de 25 a 40 especes majoritairement
anaérobies strictes, et d’une flore sous-dominante composée de bactéries anaérobies strictes
ou facultatives. La fraction microbienne la plus nombreuse et la plus étudiée est composée de
micro-organismes procaryotes (bactéries ou archées).

Les études basées sur l'inventaire du microbiote intestinal montrent que le noyau
phylogénétique de la flore dominante est constitué de trois principaux phyla : les
Bacteroidetes (eg Bacteroides), les Firmicutes (eg Lactobacillus, Clostridium, Enterococcus)
et les Actinobactéries (eg Bifidobacterium, Atopobium) (Figure 15) (Eckburg et al., 2005 ;
Suau et al., 1999). L’importance relative de ces trois phyla est spécifique a chaque période de
la vie et a I’état physiologique du sujet. En effet, le ratio Firmicutes/ Bacteroidetes évolue
avec 1’age, passant de 0.4 chez I’enfant a 10.9 chez 1’adulte et a 0.6 chez le sujet agé (Mariat
et al., 2009). Par ailleurs, les premieres recherches étudiant I’implication du microbiote dans
I’obésité, bien que désormais discutées, avaient montré que ce méme ratio était
significativement plus €élevé chez le sujet obese ou en surpoids que chez le sujet mince.
Concernant les genres bactériens, un remaniement est observé au cours du vieillissement,
malgré un nombre relativement stable de micro-organismes présents dans le microbiote
intestinal. En effet, I’analyse de flore fécale a montré les résultats suivants: une
prédominance (par ordre décroissant) de Bacteroides, bifidobactéries, entérobactéries et
clostridies chez I’enfant, une prédominance de Bacteroides, bifidobactéries, lactobacilles et
clostridies chez I’adulte, une prédominance de Bacteroides, bifidobactéries, clostridies et
entérobactéries chez le sujet agé (Hopkins et al., 2002). Par ailleurs, une augmentation de
I’hétérogénéité des genres bactériens et de la densité bactérienne est systématiquement
observée le long de I'intestin avec une prédominance des lactobacilles dans 1’estomac, de
bacilles et de streptocoques dans I’intestin gréle, et de Bacteroides dans le colon (Figure 16)
(Sekirov et al., 2010).

Fonctionnalités du microbiote

Les micro-organismes composant le microbiote intestinal sont répartis en différents groupes
fonctionnels dont les principaux sont les fermentaires et les hydrogénotrophes (Figure 17).

Les bactéries fermentaires assurent la dégradation des polysaccharides (glucides a plus de 6
carbones) en acides gras a chaines courtes (molécules de 2 a 5 carbones) et en gaz, qui

contribuent aux valeurs de pH et d’osmolarité de 1’environnement colique (Arola et al, 1994).
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L’activité de ces bactéries fermentaires est liée a des enzymes spécifiques appelées les
CAZymes pour Carbohydrates Active Enzymes. Ces enzymes peuvent présenter des activités
glycosidases, transglycosidases, phophorylases ou lyases et ainsi assurer respectivement la
création de deux unités osidiques, d’un nouveau glycoside, d’un sucre phosphorylé (1-P) ou
d’un composé insaturé (CAZypedia, 2012 ; Tasse et al, 2010). Anaérobies strictes ou
facultatives, les bactéries fermentaires peuvent &tre lactiques (eg: bifidobactéries,
lactobacilles, entérocoques) ou butyrogénes (eg: Clostridia clusters IV et XIVa,
fusobactéries, eubactéries) et ainsi produire spécifiquement, ou majoritairement, du lactate ou
du butyrate. D’autres peuvent produire essentiellement de [’acétate (eg: Bacteroides,
entérobactéries, clostridies) ou du propionate (eg : propionobactéries, Clostridium cluster I1X)
(Macfarlane et al., 2012) (Tableau 7).

Les organismes hydrogénotrophes utilisent I’hydrogéne comme source d’électrons et sont
généralement anaérobies stricts. Dans le tube digestif, ce groupe fonctionnel est
majoritairement composé de bactéries sulfato-réductrices (BSR), de bactéries acétogenes et
d’archées méthanogenes. Les BSR (eg : Desulfuvibrio) produisent du sulfure d’hydrogene a
partir d’hydrogene, avec pour accepteurs finaux d’électrons des sulfates et dans certains cas
des nitrates (Schink er al., 2006). Relativement versatiles, les BSR peuvent également se
développer dans un milieu a tres faibles teneurs en sulfates et obtenir de 1’énergie par la
fermentation. Par exemple, Desulfuvibrio peut évoluer de fagon syntrophique dans un milieu
sans sulfates mais contenant du lactate et des méthanogenes. Un tel syntrophisme s’effectue
généralement pour des raisons thermodynamiques et nécessite une proximité physique des
cellules. Selon la richesse en sulfates ou en mucines du milieu, les BSR peuvent donc soit
jouer un role de consommateurs d’hydrogene et dans ce cas étre en compétition avec les
autres micro-organismes hydrogénotrophes du co6lon (Christl et al., 1992 ; Gibson et al.,
1988) ; soit jouer un rdle de producteurs d’hydrogéne et dans ce cas évoluer de fagon
syntrophique (méme a de fortes concentrations) avec les autres micro-organismes
hydrogénotrophes du milieu (Plugge et al., 2011 ; Stewart et al., 2006). Les bactéries
acétogenes représentent une fraction importante des bactéries hydrogénotrophes du
microbiote intestinal et sont définies comme des anaérobies qui utilisent la voie de 1’acetyl-
CoA. L’acétogénese produit alors 3 molécules d’acétate a partir d’un sucre alors qu’une
fermentation classique en produit 2 (Figure 18). Selon le pH et la température du milieu,
seule la voie de I’acetyl-CoA peut étre utilisée et dans ce cas la bactérie est qualifiée

d’homoacétogene (I’acétate est la seule molécule produite) soit d’autres voies peuvent étre
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utilisées conduisant a la production de plusieurs molécules (acétate, butyrate, lactate,
succinate, éthanol, aldéhydes) et dans ce cas la bactérie est qualifiée d’hétéroacétogene
(Drake et al., 2006). Les archées méthanogenes sont présentes dans le microbiote intestinal
avec de tres grandes variabilités selon le statut méthano-excréteur ou non de I’individu, les
méthano-excréteurs représentant environ 30 % de la population (Chassard et al., 2008 ;
Schink et al., 2006). Les archées méthanogenes sont réparties en trois classes, la plus
abondante étant les méthanobactéries (eg: Methanobrevibacter smithii). Les archées
méthanogenes produisent leur énergie a partir de la conversion d’un nombre restreint de
substrats en méthane. La plupart d’entre elles réduisent le dioxyde de carbone en méthane
avec pour donneurs d’électrons I’hydrogene, I’acétate ou le formate ; d’autres peuvent sinon
utiliser des alcools comme sources d’électrons (Figure 19). La methylcoenzyme M est un
intermédiaire central dans chacune des voies de production du méthane. Dans I’ensemble, les
archées méthanogenes disposent d’'une gamme de substrats plus restreintes que les bactéries
acétogenes, ce qui pourrait les rendre moins compétitives (Rey ef al., 2010). De plus, des
proliférations différentes entre ces deux micro-organismes hydrogénotrophes ont été
rapportées selon le statut méthano-excréteur ou non de 1’individu (Chassard et al., 2008).
Mais cela reste discuté puisque plusieurs cas de syntrophismes ont été observés entre
méthanogenes et bactéries oxydant I’éthanol, 1’acétate, le propionate ou le butyrate (Schink et
al., 2006).

Pour résumer, les premiers métabolites coliques des polysaccharides, générés par les bactéries
fermentaires, sont des sucres réducteurs, des acides organiques, des acides gras a chaines
courtes et des gaz. Certains de ces produits sont ensuite recyclés par les micro-organismes
hydrogénotrophes, notamment en sulfure d’hydrogeéne, en acétate et en méthane. Les
quantités de ces différents métabolites coliques dépendent de la quantité de glucides arrivant
intacts dans le cOlon, du temps de transit colique (Cook et al., 1998), ainsi que de la
composition et de I’activité du microbiote intestinal (Roberfroid et al., 2007).

Modulation de la composition du microbiote

La composition en populations microbiennes dépend de nombreux facteurs dont leurs
interactions avec l’environnement biotique et abiotique. La composition du microbiote
intestinal repose donc en partie sur le mode de vie de ’hote (Walker et al., 2011). Par
exemple le mode d’accouchement, par voie basse ou par césarienne, est le premier
déterminant de la composition du microbiote (Dominguez-Bello et al., 2010 ; Marques et al.,

2010), puis la diversification alimentaire vient remoduler sa composition et son activité

-36 -



(Marques et al., 2010 ; Turnbaugh et al., 2010). Par ailleurs, plusieurs recherches ont évalué
I’impact de I’alimentation, notamment des pré et probiotiques, sur la composition du
microbiote intestinal et la santé de 1’hdte. Les travaux ayant étudié I’effet des prébiotiques se
sont intéressés a différentes fibres, comme I’inuline et 1’arabinoxylane, ou a des aliments en
contenant. Par exemple, une étude a montré que 1’ingestion d’inuline et de choux de Bruxelles
pendant quatre semaines favorisait la prolifération des lactobacilles, les productions d’acétate
et de propionate, ainsi que 1’activité beta-glucuronidase du contenu fécal (Humblot et al.,
2005). Une autre étude a montré que l’ingestion d’arabinoxylane pendant six semaines
favorisait les proliférations de bifidobactéries dans le mucus et le contenu caecal et de certains
groupes butyrogenes (Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale, Anaerostipes caccae),
ainsi que les productions de propionate, de butyrate et de mucines (Van den Abbeele et al.,
2011). Plusieurs études soulignant le role des probiotiques sur le microbiote intestinal sont
également disponibles. La consommation prolongée de probiotiques (Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus acidophilus), apportés soit dans des laits fermentés soit en compléments
alimentaires, conduit a une prolifération des bifidobactéries et des lactobacilles fécaux, a la
réduction des pathogenes fécaux (entérobactéries, Helicobacter pylori, Clostridium difficile),
et semble moduler certains parametres immunitaires (Islam er al., 2012 ; Wang et al., 2012 ;
Yang et al., 2012).

Dvysbiose du microbiote et santé de [’hote

Les modifications de composition et d’activité du microbiote peuvent étre a 1’origine de
certaines variations dans la physiologie de 1’hote.

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) sont le principal cas de dysbiose
associé a une condition pathologique. Une revue récente a suggéré que I’hygiene de vie
actuelle dans les pays industrialisés pouvait modifier le schéma de colonisation microbienne
du tube digestif et ainsi provoquer des altérations d’interaction avec le systéme immunitaire.
Chez les sujets présentant une sensibilité génétique aux MICI, une colonisation microbienne
anormale du tube digestif pourrait donc étre a I’origine d’une telle condition (Manichanh et
al., 2012). D’autres études ont évalué le role du microbiote dans le syndrome de 1’intestin
irritable et ont montré la spécificité entre dysbiose et condition du sujet. En effet les dysbioses
intestinales associées a une condition diarrhéique (SII-D) se caractériseraient notamment par
des concentrations fécales élevées en entérobactéries et en genre Faecalibacteium (Carroll et
al., 2012) alors que les dysbioses associées a une constipation (SII-C) se caractériseraient

notamment par de faibles concentrations fécales en bactéries lactiques et hydrogénotrophes
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(bactéries sulfato-réductrices, bactéries acétogenes et archées méthanogenes) (Chassard et al.,
2012).

D’autres travaux ont étudié la composition du microbiote intestinal lors des processus
allergiques (dermatite/ eczéma atopique) mais leurs résultats restent controversés. En effet
certaines €tudes révelent des taux de colonisation en genres aérobies (staphylocoques,
entérocoques, entérobactéries) et anaérobies (Bacteroides, Clostridium, bifidobactéries)
légerement plus élevés chez les enfants allergiques que chez les enfants sains, mais sans
différence significative (Waligora-Dupriet et al., 2011). Alors que d’autres études soulignent
la diversité significativement moindre chez les enfants allergiques que chez les autres enfants
(Abrahamsson et al., 2012).

Le dialogue métabolique microbiote-hdte reste donc complexe et non élucidé. Les pistes
évoquées a ce jour concernent I’implication de génes codant pour des protéines impliquées
dans la régulation du stockage et/ou de I’oxydation des nutriments, des processus
inflammatoires et dans le maintien de I’intégrité de la barriere intestinale (Cani et al., 2007 ;
Cani et al., 2009). Des travaux récents, basés sur des techniques métagénomiques, ont permis
d’affiner la description du microbiote intestinal et de ses interactions avec 1’hodte (Lakhdari et

al., 2010 ; Lepage et al., 2012 ; Manichanh et al., 2006).

II. 2.2. Les métabolites coliques bactériens du lactose

Accumulés dans le colon, ces métabolites sont notamment responsables de 1’apparition des
symptomes via une augmentation de la charge osmotique, un afflux d’eau et une distension
intestinale (Hertzler et al., 1996). Dans le cas d’'une malabsorption, ces métabolites coliques
seraient produits plus rapidement et en plus grandes quantités chez les malabsorbeurs,
notamment chez ceux présentant des symptomes (He et al., 2006).

Les acides gras a chaines courtes

Lors de I’ingestion d’un régime traditionnel, les AGCC sont produits par fermentation colique
de la fraction indigestible de I’alimentation, notamment dans le caecum et le colon droit
(Figure 20). Les bénéfices des AGCC sur la santé gastro-intestinale ont été tres étudiés lors
des dix dernieres années. Ils agissent notamment sur la motricité, le trophisme et la protection
du systeme gastro-intestinal (Hamer et al., 2008 ; Papillon et al., 1999) mais les mécanismes
restent a clarifier. Les AGCC représentent environ les deux tiers des anions des contenus

coliques : entre 100 et 150 mmol/L, soit 300 a 400 mmol/ jour. Les proportions produites
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varient en fonction du temps de transit intestinal, du microbiote colique et des substrats
disponibles méme si ’acétate représente systématiquement 1’AGCC majoritaire (Englyst et
al., 1987). Dans les conditions normales de pH, les principaux AGCC présents dans le colon
humain sont 1’acétate, le propionate et le butyrate au ratio de 1:0.31:0.15 (Cummings et al.,
1987 ; Soergel et al., 1994). Ces ratios molaires évoluent légerement le long du c6lon, avec
par exemple un ratio acétate:propionate:butyrate de 1:0.38:0.36 (M:M:M) au niveau du cdlon
droit et de 1:0.36:0.35 (M:M:M) au niveau du c6lon gauche (Cook et al., 1998). Ce ratio est
ensuite de 1:0.30:0.11 (M:M:M) dans le sang porte, soulignant I’utilisation principale du
butyrate par les colonocytes (Cummings et al., 1987).

Plusieurs études ont rapporté une accumulation caecale d’acides organiques et d’AGCC, par
des modeles de fermentation in vitro ou chez des rats soumis a des régimes contenant des
oligosaccharides ou des fructo-oligosaccharides (Berggren et al., 1995 ; Campbell et al.,
1997 ; Henningson et al., 2001). Les conséquences sont similaires lors d’une malabsorption
chez ’'Homme : la fermentation colique du lactose conduit a une augmentation des
concentrations en AGCC entrainant une modification du ratio acétate:propionate:butyrate qui
est de 1:0.25:0.25 (M:M:M), 5 heures apres ingestion (He et al., 2006). Une étude ex vivo a
comparé 1’évolution des concentrations d’acides organiques et d’AGCC présents dans des
échantillons fécaux d’individus tolérants et intolérants, durant cinq heures d’incubation en
anaérobiose et au contact de lactose (He et al., 2005). Les résultats montrent que les
concentrations d’acétate, de propionate, de butyrate et de DL-lactate sont significativement
plus importantes et plus rapidement produites chez les malabsorbeurs intolérants (Figure 21).
Par contre, ni le degré d’hydrolyse du lactose ni la production de glucose et de galactose ne
présente de différence significative entre les deux groupes. Cela suggere que la survenue des
symptomes dépend d’avantage de la vitesse de production des métabolites microbiens que de
la vitesse et du taux d’hydrolyse du lactose (He et al., 2008). Cependant cette étude ne tient
compte que de la flore fécale, constituée de flore mucosale et de flore non adhérente, et n’est
donc pas strictement identique au microbiote intestinal. De plus cette étude ex vivo ne
considere pas la capacité d’absorption colique par 1’hdte, et le suivi sur seulement cing heures
ne peut pas mettre en évidence 1’adaptation du microbiote colique et les conséquences sur la
physiologie de I’hdte. Enfin, certains sujets malabsorbeurs ne ressentant aucun symptome, il
aurait été intéressant d’ajouter un troisieme groupe composé de malabsorbeurs

asymptomatiques.
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Ainsi, les études in vitro soulignent une accumulation d’acides organiques et d’AGCC dans la
lumiere colique en raison d’une conversion microbienne insuffisante pour contrecarrer leur
production mais ne peuvent évaluer la capacité de réabsorption par I’hdte. Aucune étude in
vivo, tant chez I’Homme que chez 1’animal, n’a pour le moment précisé ces données.

Les gaz

Le dioxyde de carbone et I’hydrogene sont les gaz directement issus de la fermentation
colique des polysaccharides. Leur production a notamment lieu dans le cdlon droit et gauche
(Flourié et al., 1991). Chez les méthano-excréteurs, le méthane est produit par réduction du
dioxyde de carbone par I’hydrogene. La production de ces différents gaz crée alors une
distension abdominale, contribuant a 1’apparition des symptomes comme les maux de ventre
et les ballonnements. Il est cependant intéressant de préciser que les flatulences sont
seulement constituées de 16 % de dioxyde de carbone, d’hydrogene et de méthane, le reste

étant de I’air ingéré (Levitt et al., 1998).

II. 2.3. Recyclage et utilisation par I’hote des métabolites bactériens

Réabsorption des gaz

Le dioxyde de carbone, I’hydrogene et le méthane peuvent étre réabsorbés par 1’hote. Ils
passent alors de la paroi colique a la veine porte par diffusion simple. Apres le foie, ils entrent
dans la circulation systémique puis sont transportés jusqu’aux poumons ou ils sont expirés
(proportions relatives : 4%, < 0.01%, < 0.01%).

Réabsorption des AGCC

La réabsorption des AGCC au niveau caecal et colique est trés intense et seulement 5 a 10 %
sont excrétés dans les feces (Roediger et al., 1987 ; Ruppin et al., 1980). Les AGCC
représentent donc une source significative de récupération d’énergie mais dont la
quantification précise est délicate (Jeppesen et al., 1999 ; Mortensen et al., 1996).

Les mécanismes de réabsorption dépendent des conditions au sein de la lumiere et notamment
du pH (Figure 22). Dans le caecum et le cdlon proximal ou le pH est acide, les AGCC
diffusent selon un gradient de concentration sous forme protonée (non ionisée) qui est
liposoluble. Cette diffusion ne nécessite pas d’énergie. Elle est facilitée par deux transporteurs
principaux : le MCT1 (Monocarboxylate Transporter 1) et le sMCTI (sodium
Monocarboxylate Transporter 1). Le fonctionnement de ce dernier est couplé a I’absorption

du sodium (échange Na'/ H") mais son affinité pour le butyrate est moindre que celle de
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MCTI1. Ces transporteurs sont peu spécifiques, dans la mesure ou ils transportent des AGCC
mais aussi d’autres acides monocarboxyliques comme le lactate, le pyruvate et des acides gras
branchés (Ganapathy et al., 2008 ; Mark et al., 2002). Dans le c6lon médian et distal ou le pH
est proche de la neutralité, la réabsorption des AGCC implique un systeme de transport
facilité. Les AGCC sous forme ionisée, non liposoluble, sont absorbés parallelement a la
sécrétion d’ions bicarbonates au niveau de la membrane apicale et basale des colonocytes
(Reynolds et al., 1993). Ce dernier systeme d’échange est le principal car les AGCC sont des
acides faibles (pKa = 4.8), présente une grande spécificité des acides gras de 2 a 5 atomes de
carbones, est présent au niveau de la bordure en brosse des cellules des villosités et est absent
au niveau des cellules cryptiques (Manokas et al., 1998).

Utilisation métabolique par ’hote

Une fois réabsorbés, les AGCC sont métabolisés en trois sites : les colonocytes, le foie et les
tissus périphériques. Les colonocytes de 1’épithélium utilisent le butyrate comme principal
substrat énergétique, en partie car sa constante de Michaelis (Km) est la plus basse de tous les
AGCC (acétate : 0.49 mmol/L, propionate : 0.34 mmol/L, butyrate : 0.18 mmol/L) (Clausen
et al., 1994). Au niveau du colon proximal, jusqu’a 90 % du butyrate peut étre oxydé en corps
cétoniques et [-hydroxybutyrate, avec consommation d’oxygeéne et production de gaz
carbonique. Ces métabolites servent ensuite de précurseurs a la synthese de lipides dans la
muqueuse. La fraction d’AGCC non oxydée in situ atteint le systéme veineux portal puis le
foie, qui métabolise essentiellement le propionate, le butyrate résiduel et une partie de
I’acétate pour la néoglucogénese (Cummings et al., 1987). L’acétate restant est utilisé par les
autres tissus (les reins, le cceur et les muscles) pour la synthese d’acides gras a longue chaine
et de B-hydroxybutyrate.

La réabsorption et I'utilisation énergétique retardée des AGCC a déja été mise en évidence
par des mesures d’échanges respiratoires (calorimétrie indirecte), chez 1’animal et chez
I’Homme, aprés consommation de fibres alimentaires. L’intensité et la cinétique de cette
récupération énergétique dépendent du type de fibre ingéré (cellulose, arabinoxylane, amidon,
pectine) (Aust et al., 2001). On peut donc supposer que 1’utilisation métabolique retardée est
également visible dans le cas de la malabsorption du lactose, celui-ci se comportant alors

comme une fibre fermentescible.
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EN RESUME

La chaine d’utilisation des polysaccharides non digérés participe a la diversité taxonomique,
fonctionnelle et métabolique du microbiote intestinal. Le microbiote joue également un rdle
essentiel dans la dégradation du lactose malabsorbé dont la fermentation colique conduit a la
production de gaz et d’AGCC. L’accumulation de ces métabolites bactériens serait en partie
responsable du déclenchement de 1’intolérance. Cependant, 1’utilisation ultérieure de ces
composés est rendue possible par I’activité de micro-organismes spécifiques. Leur recyclage
par I’hote et/ ou le microbiote permettrait ainsi de réduire les symptomes d’intolérance et

assure également une récupération partielle d’énergie.
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III. Conséquences de I’ingestion aigue et chronique de lactose chez les

malabsorbeurs

I1I. 1. CARACTERISTIQUES CLINIQUES DES MALABSORBEURS

II1.1.1 Consommation de lactose

Lors de certaines études portant sur la malabsorption ou I’intolérance au lactose, des recueils
alimentaires sont proposés aux volontaires. De facon générale, la consommation de lactose ou
de sources de lactose est plus faible chez les sujets malabsorbeurs que chez les sujets
absorbeurs. Mais la significativité de ces différences restent discutée (Escribano Subias et al.,

1993 ; Lember et al., 2006 ; Hutyra et al., 2009 ; Szilagyi et al., 2009 ; Keith et al., 2011 ).

I11.1.2 Caractéristiques du microbiote du malabsorbeur

Peu de travaux ont étudié la composition du microbiote intestinal de sujets malabsorbeurs
sans charge de lactose. Cependant les analyses qualitative et quantitative du microbiote
intestinal pourraient apporter des informations complémentaires sur les mécanismes mis en
jeu lors du déclenchement, plus ou moins rapide, des symptomes d’intensité variable ainsi que
sur leur modulation au cours du temps. En effet, les symptomes cliniques développés apres
une ingestion ponctuelle de lactose chez les sujets malabsorbeurs sont hétérogenes (Ceriani et
al., 1991 ; Suarez et al., 1995 ; De Vresse et al., 2001). Une étude a évalué le degré de
digestion du lactose et le temps de transit oro-caecal, chez des sujets absorbeurs,
malabsorbeurs avec des symptomes modérés et malabsorbeurs avec des symptomes séveres,
apres ingestion de *C-lactose et de “H-glucose. Le degré de digestion du lactose et le temps
de transit oro-caecal étaient significativement différents entre les absorbeurs et tous les
malabsorbeurs, mais similaires entre les sujets malabsorbeurs présentant des symptomes
modérés et ceux présentant des symptomes séveres (Vonk et al., 2003). Cette étude conclut
que le degré de digestion du lactose et le temps de transit oro-caecal sont des facteurs
intervenant dans le déclenchement des symptomes et suggere que d’autres facteurs, comme
par exemple la composition et I’activité du microbiote intestinal, détermineraient I’intensité

des symptomes.
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Quelques études ont quantifié, par des techniques de dénombrement apres culture, les
principales especes bactériennes présentes dans les selles de malabsorbeurs comme les
bifidobactéries, les lactobacilles, les entérobactéries et les anaérobies totales (Szilagyi et al.,
2009 ; Szilagyi et al., 2010). On observe généralement une légeére augmentation, mais non
significative, du nombre de bactéries totales chez les individus malabsorbeurs apres une
ingestion prolongée de lactose (Szilagyi et al., 2010). Par ailleurs, aucune corrélation n’a été
mise en évidence entre la composition fécale et I’ingestion chronique de lactose, toute source
confondue (Szilagyi et al., 2009). Une analyse plus fine consisterait a comparer les
malabsorbeurs avec des symptomes modérés versus les malabsorbeurs avec des diarrhées.

Les dénombrements par des techniques moléculaires, ne nécessitant pas de culture préalable
des micro-organismes, confirment un plus grand nombre de flore totale et de certains groupes
bactériens. Ces techniques sont notamment la FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) qui
utilise des sondes fluorescentes pour marquer des séquences spécifiques de I’ADN et le DAPI
(4',6'-diamidino-2-phénylindole) qui est un colorant fluorescent se liant a des régions
spécifiques de I’ADN riches en A et T, et sont souvent couplées a de la microscopie
fluorescente. Apres une charge de lactose, le nombre de bactéries totales et ceux de différents
groupes (Bacteroides, Eubacterium/ Clostridium coccoides, Apotobium, Bifidobacterium)
étaient globalement, mais non significativement, plus élevés dans les selles des sujets
présentant des symptomes modérés que dans les selles des sujets présentant des symptomes
séveres. Des corrélations négatives ont été également obtenues entre le score des symptomes
et la quantité de bactéries totales, suggérant que la charge microbienne pourrait jouer un role

essentiel dans la réduction des symptomes de 1’intolérance au lactose (Zhong et al., 2004).

I1I. 1.3 Activité enzymatique fécale

La principale activité enzymatique étudiée dans les selles est I’activité beta-galactosidase.
Aucune différence significative n’est observée apres ingestion de lactose entre les sujets
absorbeurs et les sujets malabsorbeurs, ni dans le pourcentage ou le type d’especes
bactériennes présentant cette activité enzymatique ni dans 1’activité fécale. Ces résultats
suggerent donc que la quantité de bactéries beta-galactosidase positive joue un role mineur
dans I’apparition des symptomes lors d’une ingestion de lactose (He et al., 2005 ; Szilagyi et
al., 2010). Par ailleurs, I’activité beta-galactosidase ne semble pas corrélée a I’ingestion

quotidienne de lactose, toute source confondue (Szilagyi et al., 2009).
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III. 2. EFFETS D’UNE INGESTION AIGUE DE LACTOSE, CHEZ LE
MALABSORBEUR

L’origine et les mécanismes de survenue de 'intolérance ne sont pas enticrement €lucidés.
Méme si la malabsorption est associée a différentes modifications digestives comme la
réduction du temps de transit oro-caecal, la variation de la motilité intestinale, la stimulation
de I’activité fermentaire du microbiote intestinal et I’augmentation de la sensibilité viscérale
(Marteau et al., 2001), leur contribution relative dans le déclenchement et I'intensité des
symptomes n’est pas clairement définie (Figure 23).

Depuis les années 2000, plusieurs travaux se sont ainsi intéressés a 1’impact de ces

modifications digestives sur le déclenchement et I’intensité des symptomes de 1’intolérance.

I11. 2.1 Réduction du temps de transit oro-caecal

Contrairement au glucose toujours bien absorbé et associé a des temps de transit similaires
entre absorbeurs et malabsorbeurs (300 minutes en moyenne), I'ingestion de lactose est
associée a des temps de transit différents dans ces deux populations (300 minutes en moyenne
chez les absorbeurs et 100 minutes en moyenne chez les malabsorbeurs) (He et al., 2006).

Le lactose présente également un effet-dose sur le temps de transit intestinal des
malabsorbeurs : une quantité ingérée divisée par quatre (de 50 g a 12 g) multiplie par cinq le
temps de transit oro-caecal, réduisant ainsi significativement les symptomes et notamment les
diarrhées (Labayen et al., 2001 ; Ladas et al., 1982). Cette normalisation du temps de transit
par réduction de la dose de lactose ingéré s’observe aussi chez les individus malabsorbeurs
présentant une pullulation de I’intestin gréle (Tursi et al., 2006). Réciproquement, une étude a
montré qu'un retard de vidange gastrique, provoqué par ingestion de propantheline ou de
lopéramide, augmente le temps de transit oro-caecal et améliore la tolérance des
malabsorbeurs (Peuhkuri et al., 1999 ; Szilagyi et al., 2000). Cette amélioration de tolérance
au lactose, consécutive a une augmentation du temps de transit s’observe également lors des
grossesses (Szilagyi et al., 1996).

L’impact et I’effet dose du lactose ingéré sur le temps de transit oro-caecal semblent suggérer
sa potentielle implication dans le déclenchement des symptomes. Mais une étude a montré

que le transit oro-caecal et la survenue des symptomes n’étaient pas significativement
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différents entre des absorbeurs et des malabsorbeurs du lactose, apres ingestion de lactose ou
de glucose (He et al., 2006) (Figure 24). Par ailleurs, les malabsorbeurs présentant des
symptomes et les malabsorbeurs sans symptdmes ne présentent pas de temps de transit oro-
caecaux significativement différents (Vonk et al., 2003).

Ainsi, bien que I’'ingestion de lactose soit associée a une réduction du temps de transit
intestinal chez les malabsorbeurs, et ce de fagon croissante avec les doses ingérées, aucun lien

avec le déclenchement des symptomes n’a été démontré.

I11. 2.2 Variations de la motricité intestinale et colique

Certains travaux ont montré que les variations de temps de transit et de flux intestinaux,
associés a une malabsorption, modifiaient les motilités intestinale et colique. Ces variations de
I’activité contractile des cellules musculaires intestinales ont ét¢ mises en évidence par
contact entre cellules épithéliales et AGCC (Blottiere et al., 1994 ; Squires al., 1992) ou par
une malabsorption mimée via I’ingestion de lactulose (Barrow et al., 1992 ; Bruley des
Varannes et al., 1992).

D’autres travaux ont étudié la concordance entre les pics d’activité motrice intestinale et la
survenue des symptomes chez I’Homme, apres ingestion de lactulose ou de saccharose suivie
d’une infusion colique de lactulose (afin de court-circuiter 1’intestin gréle). Ces études partent
de la supposition qu'une stimulation d’activité motrice pourrait engendrer une partie des
douleurs intestinales (Jouét et al., 2002). Le pic d’activité motrice du cdlon est observé une
heure apreés l'ingestion de lactulose ou de saccharose suivie d’une infusion colique de
lactulose, avec un retour a la motilité de base apres quatre heures (Figure 25). Cette période
de une a quatre heures apres I’ingestion du repas correspond bien a la fenétre de survenue des
symptomes, similaires entre les deux groupes, suggérant ainsi que les symptomes
d’intolérance proviennent du coOlon et non de l’intestin gréle. Cependant, les évenements
moteurs coliques et les symptdmes ne présentent aucune corrélation significative et ne
coincident que dans 37 % des cas. Il est par contre intéressant de souligner que I’amplitude
des évenements joue un role non négligeable puisque les événements de grande amplitude
coincident dans 52 % des cas avec la survenue d’un symptome (Bassotti ef al., 1992 ; Lemann

etal., 1995).
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I11. 2.3 Augmentation de la sensibilité viscérale

La sensibilité viscérale est un symptome complexe a étudier objectivement. De facon
générale, elle est définie comme une sensibilité douloureuse sous la dépendance du systeme
neurovégétatif sympathique et parasympathique, c’est-a-dire du systeéme nerveux autonome.
Son exploration chez I’homme repose le plus souvent sur des méthodes de stimulation
mécanique (tests de distension).

La sensibilité viscérale est décrite par certains malabsorbeurs mais est non systématique. En
effet, aucune corrélation significative n’a jusqu’a présent €té mise en évidence entre
malabsorption et intolérance, et environ 25 % des sujets malabsorbeurs n’identifieraient pas
leurs symptomes (Bayless et al., 1975).

Pourtant, il est reconnu que les sujets dgés présentent une réduction significative de leur
tolérance au lactose ainsi qu’un abaissement significatif de leur seuil de sensibilité viscérale.
Cela suggere donc une corrélation entre le seuil de sensibilité viscérale et 1I’expression des
symptomes de malabsorption (Di Stefano et al., 2001).

Afin de préciser la survenue de cette sensibilité, une étude s’est intéressée aux corrélations
entre la sensibilité viscérale et les symptomes ressentis chez des sujets tolérants et intolérants
au lactose. Il en est ressorti que le seuil de sensibilité viscérale, mesuré par le test de
distension rectale, était identique chez les sujets a jeun, tolérants ou intolérants au lactose (7 £
1 mmHg). Apres ingestion de lactulose, ce seuil ne variait pas de fagon significative chez les
sujets tolérants au lactose mais diminuait de facon significative chez les sujets intolérants au
lactose. Cette réduction était par ailleurs fortement corrélée aux scores cumulés des différents
symptdomes (r = 0.91). La modification des seuils de sensibilité n’a par contre pas présenté de
corrélation avec les parametres de transit gastro-intestinal (Di Stefano et al., 2007). Ces
résultats mettent en évidence la corrélation entre sensibilité viscérale et intolérance mais sans
prendre en compte la malabsorption. Il aurait été intéressant d’ajouter un groupe de
malabsorbeurs asymptomatiques afin de voir si, de méme que pour les autres parametres, leur
sensibilité viscérale était comparable a celle des tolérants.

Ainsi, souvent associée a tort a de la psychosomatie, la sensibilité viscérale est positivement
corrélée aux symptomes de I’intolérance et devrait d’avantage étre prise en compte dans la

démarche diagnostique.
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III. 3. EFFETS D’UNE INGESTION CHRONIQUE DE LACTOSE ET MISE EN
PLACE DES MECANISMES D’ADAPTATION, CHEZ LE MALABSORBEUR

I1I. 3.1 Modifications anatomiques

Des études sur animaux sevrés révelent des modifications anatomiques suite a une ingestion
chronique de lactose pendant plusieurs mois. En effet, une hypertrophie de I’intestin gréle, du
caecum et des reins a été observée chez des rats ayant recu un régime équilibré contenant 40
% de lactose, pendant 9 mois. Ces modifications structurales peuvent s’expliquer par une
accumulation d’eau dans les différents organes digestifs, suite a I’augmentation de la charge
osmotique. Un effet-dose est également souligné avec des manifestations moindres chez les
groupes recevant du lactose partiellement hydrolysé (David et al., 1980).

Ces conséquences sont cependant réversibles puisque la réintroduction d’un régime standard
ou contenant un disaccharide facilement absorbable comme le saccharose, induit une
réduction de la taille et du poids des organes digestifs des une semaine (Collares et al., 1985).

Cependant, aucune étude similaire n’a ét€ menée chez I’Homme.

I11. 3.2 Modifications fonctionnelles

Une ingestion chronique de lactose semble également modifier le métabolisme du lactose et
de ses sucres réducteurs associés. Malgré le peu de travaux étudiant ces modifications
fonctionnelles, un tel régime impacterait la composition du foie. Une étude chez le rat révele
ainsi une augmentation d’environ 130 % de sa teneur en thiamine et une diminution d’environ
16 % de sa teneur en cholestérol, aprés neuf mois de régime contenant du lactose. Les
mécanismes sous-jacents ne sont pas clairement décrits mais ces modifications semblent
spécifiques a la malabsorption du lactose puisqu’elles ne s’observent pas lors d’un régime
composé de lactose pré-hydrolysé (Frangne et al., 1983).

Un régime similaire semble aussi stimuler 1’excrétion urinaire du galactose et du galactitol
chez le rat. En effet, un régime contenant 40 % de lactose provoque, des la premiere semaine,
une lactosurie a hauteur de 0.36 % du lactose ingéré, suivie de I’apparition de galactose et de
galactitol dans les urines. Apres huit mois, le galactose et le galactitol excrétés dans les urines
représentent 5 % du lactose ingéré et la rétention apparente du lactose est alors d’environ 95

% (Poiffait et al., 1982).
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L’impact du lactose sur la rétention gastrique est également étudié¢ par mesure de la rétention
spécifique a chaque nutriment. Apres un mois de régime contenant 20 % de lactose, les taux
de rétention d’une infusion contenant 2.5 % de glucose + 2.5 % de galactose diminuent
significativement, alors que les taux de rétention d’infusions contenant 5 ou 10 % de lactose
restent inchangés par rapport au groupe contrdle. Par ailleurs, les activités lactase ne révelent
aucune différence significative. Au vu de ces résultats, une ingestion prolongée de lactose
modifierait le temps de vidange gastrique d’une solution contenant jusqu'a 5 % de
monosaccharides. Le mécanisme proposé est la désensibilisation d’un récepteur intestinal,
probablement par effet osmotique du lactose (Da Costa Pinto et al., 1997).

De méme que pour les modifications anatomiques, aucune étude clinique ne permet pour le

moment d’extrapoler ces résultats a I’Homme.

I11. 3.3 Modifications du microbiote intestinal et de son activité métabolique

Le lait et ses produits dérivés ont été introduits dans I’alimentation de diverses populations,
parmi lesquelles on compte des intolérants au lactose. Des intolérances ont été fréquemment
rapportées au début de l'introduction du lait mais n’étaient que temporaires, avec une
disparition quasi-totale apres quelques semaines. Or la lactase n’étant pas une enzyme
inductible : I’'ingestion réguliere de lactose ne stimule ni sa synthese ni son activité catalytique
au niveau du jéjunum (sécrétion jéjunale) (Gilat et al., 1972). L’hypothese avancée pour
expliquer cette amélioration de tolérance est une modification du microbiote intestinal
améliorant la faculté de digestion du lactose. L.’adaptation du microbiote intestinal correspond
a la modulation de ses especes constitutives et de son activité métabolique.

Parametres témoins d’une adaptation

La modulation intestinale a été initialement décrite chez I’Homme, lors d’une ingestion
chronique de fibres fermentescibles comme le son de blé ou le lactulose (Cummings et al.,
1976 ; Florent et al., 1985) puis lors d’une ingestion chronique de lactose (Briet et al., 1997 ;
Hertzler et al., 1996). Les différents travaux ont abouti aux mémes conclusions, a savoir
qu’une ingestion prolongée d’une dizaine de jours conduisait a (Figure 26) :

- Une réduction du pH fécal et de I’excrétion d’hydrogene.

- Une augmentation de I’activité beta-galactosidase et du catabolisme du lactulose et du

lactose dans les féces.

- Une amélioration des symptdmes cliniques, notamment des diarrhées.
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Cependant, une étude a montré qu’il existait aussi une amélioration clinique sans autres signes
d’adaptation métabolique dans le groupe contrdle recevant un régime chronique de saccharose
(Briet et al., 1997). Pour cet auteur, I’amélioration de tolérance au lactose serait plus un effet
placebo qu’une réelle adaptation. De nouvelles études randomisées en double aveugle et
contre placebo sont nécessaires pour confirmer ou infirmer ces résultats.

Modulation de la composition du microbiote

L’adaptation des especes constitutives en situation de malabsorption intestinale d’un sucre a
été tres étudiée dans les années 2000 mais seules les bactéries lactiques, notamment
lactobacilles et bifidobactéries, ont été étudiées. La prolifération des lactobacilles et des
bifidobactéries a été montré in vitro (Beards et al., 2010 ; Jiang et al., 1997) et ex vivo par la
mise en culture de selles de volontaires humains (He et al., 2008 ; Hertzler et al., 1996 ;
Zhong et al., 2004). Ces études ont notamment montré que la dégradation du lactose,
I’activité lactasique et la production de D-lactate étaient optimales a un pH de 6.7, et que
I’ajout de bifidobactéries optimisait la dégradation du lactose, diminuait la concentration de
D-lactate et augmentait la concentration d’acétate. Les bifidobactéries semblent donc
améliorer la fermentation du lactose et moduler les profils d’acides organiques et d’AGCC,
dans les modeles in vitro et ex vivo. Certaines études soulignent notamment la corrélation
négative entre modulation de flore fécale et les symptdmes d’intolérance des quinze jours
d’ingestion de lactose (Figures 27) (He et al., 2008 ; Zhong et al., 2004) alors que d’autres
révelent des tendances mais sans corrélation significative (Szilagyi et al., 2010). Cependant la
flore fécale étant une combinaison d’une flore résidente et d’une flore en transit, I’étude de sa
modulation n’apporte qu’une information partielle sur la modulation globale du microbiote
intestinal. Par ailleurs, les techniques d’analyses bactériologiques utilisées dans ces études
reposent généralement sur de la mise en culture classique alors que des techniques plus
sophistiquées, comme la FISH ou la PCR en Temps Réel, optimiseraient le suivi de cette
modulation spatio-temporelle (He et al., 2006).

Des études animales complémentaires, évaluant I’adaptation du microbiote dans les différents
segments coliques, permettraient d’apporter des informations intéressantes méme s’il faut
garder a I’esprit que ces résultats ne seraient probablement pas directement extrapolables a
I’Homme.

Recyclage des métabolites bactériens

Pendant longtemps, une fermentation colique excessive associée a une surproduction de

métabolites microbiens semblait constituer 1’origine quasi exclusive des symptomes de
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I’intolérance. Or certaines études ont montré que la réduction de capacité fermentaire était
également responsable de diarrhées osmotiques (Holtug et al., 1992) et que réciproquement,
les patients souffrant de diarrhées chroniques présentaient de faibles productions d’acétate et
de propionate (Treem et al., 1996). Certains chercheurs ont alors suggéré que 1’utilisation et la
réabsorption rapide des AGCC au niveau de la muqueuse colique stimuleraient la
réabsorption d’eau et d’électrolytes, réduisant ainsi la survenue des symptomes et des
diarrhées osmotiques (Clausen et al., 1994 ; Ganapathy et al., 2008 ; Jeppesen et al., 1999 ;
Manokas et al., 1998 ; Reynolds et al., 1993).

La réutilisation métabolique des produits fermentaires assurée par le microbiote intestinal
ainsi que leur absorption et/ ou utilisation in situ par 1’hdte expliqueraient alors que certains
malabsorbeurs puissent consommer de petites quantités de lactose sans manifestation
d’intolérance. Cependant, le recyclage des métabolites bactériens reste peu étudié et des
études in vivo sont nécessaires pour confirmer I’hypothese d’une stimulation d’activité lors

d’une malabsorption chronique de lactose.

I11. 3.4 Modulation des symptomes

L’idée d’une modulation des symptdmes est envisagée depuis les années 1970 (Habte et al.,
1973 ; Sadre et al., 1979) mais a réellement été décrite par Hertzler et Savaiano (Hertzler et
al., 1996). Leur étude portait sur vingt sujets intolérants au lactose ayant consommé
quotidiennement du lactose a hauteur de 1g/ kg pc, pendant seize jours. Les mesures
d’hydrogene expiré sur les trois heures post ingestion de lactose et le score des symptomes
étaient significativement inférieurs apres la période d’adaptation qu’avant. Une étude plus
récente (Szilagyi et al., 2004), mais ne portant que sur un sujet (case report), a montré des
résultats similaires avec des précisions supplémentaires concernant :
- la spécificité de 1’adaptation au polysaccharide consommé: dans cette étude,
I’ingestion chronique de lactose induit une adaptation au lactose mais pas au lactulose,
- la possibilit¢ d’inverser cette adaptation lorsque le polysaccharide n’est plus
consommé quotidiennement : les auteurs rapportent qu’apres plusieurs jours de non
ingestion de lactose, les parametres de malabsorption et d’intolérance reviennent a

I’état initial d’avant 1’adaptation.
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EN RESUME

Chez le sujet absorbeur, I’ingestion aigue de lactose est associée a son hydrolyse jéjunale,
suivie de I'utilisation métabolique du glucose et du galactose libérés. Chez le malabsorbeur,
I’ingestion aigue de lactose est associée a une réduction du temps de transit oro-caecal, a une
augmentation de la sensibilité viscérale et a 1’apparition de symptdmes gastro-intestinaux
d’intensité variable dont les origines précises restent discutées.

Sans ingestion de lactose, la composition et 1’activité du microbiote fécal ne semblent pas
significativement différentes entre les absorbeurs et les malabsorbeurs. Pourtant, une
adaptation du microbiote intestinal semble survenir consécutivement a I’ingestion réguliere de
lactose, via une réorientation de son métabolisme vers le recyclage des produits de
fermentations permettant alors la réduction des symptomes d’intolérance (He et al., 2008).
L’hypothese d’un microbiote relativement plus adaptable chez les malabsorbeurs
asymptomatiques serait ainsi envisageable.

Le lactose malabsorbé et ingéré de facon prolongée semble donc étre favorable a 1’hdte en
régulant la composition, la dynamique et 1’activité métabolique de son microbiote intestinal.
Ces propriétés correspondent a la définition des prébiotiques (Gibson er al, 1995) et
suggerent que le lactose malabsorbé pourrait étre considéré en tant que tel (Szilagyi et al.,

2002 ; Szilagyi et al., 2004).

Cependant, les conséquences de cette modulation sur la physiologie de I’hote restent

controversées en raison de I'utilisation de techniques d’analyse variées en termes de nombre

de sujets, de criteres de jugement et de durée de suivi.
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IV. Méthodes de diagnostic de I’intolérance au lactose

La mise en évidence des troubles intestinaux li€s a I’intolérance au lactose peut se faire :

- par des techniques directes qui évaluent I’activité de la lactase ou sa biosynthese par
I’hote,

- par des techniques indirectes qui évaluent soit la malabsorption du lactose (par
identification de ses métabolites coliques) soit I’intolérance au lactose (par
identification des symptomes déclenchés).

Cependant ces méthodes présentent divers avantages et inconvénients, détaillés ci-dessous.
Leur évaluation repose notamment sur leur sensibilité et spécificité. La sensibilité d’un test est
sa capacité a donner un résultat positif quand la maladie est présente (un test sensible limite
les faux négatifs) et sa spécificité est sa capacité a donner un résultat négatif quand la maladie

est absente (un test spécifique limite les faux positifs).

IV. 1. LES METHODES DETECTANT L’HYPOLACTASIE

IV. 1.1 La biopsie intestinale

Le diagnostic de I’hypolactasie peut se faire par biopsie duodénale et/ ou jéjunale et dosage
des activités lactase, sucrase et maltase des cellules épithéliales. L’hypolactasie est suggérée
pour un ratio lactase/ sucrase inférieur a 0.3 et une activité lactase inférieure a 10 Ul/g de
protéines (Dahlqvist A et al., 1970). La biopsie intestinale a longtemps été considérée comme
la technique de référence. Cependant, ce dosage ne permet pas un diagnostic absolu car le site
de prélevement est souvent proximal alors qu’il peut exister une activité lactase en partie
distale permettant une absorption normale du lactose (Newcomer et al., 1975). Un nouveau
test, basé sur une réaction colorimétrique appréciant 1’activité lactasique sur des biopsies
duodénales, a été développé en 2007. Il est plus rapide que les anciens tests, également basés
sur une réaction colorimétrique, avec seulement vingt minutes nécessaires pour le dosage. Il
présente par ailleurs une bonne fiabilit€é avec une sensibilité de 95 % et une spécificité de

100% (Kuokkanen et al., 2006).
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IV.1.2 Le test génétique

Le diagnostic de I’hypolactasie peut également se faire par un test génétique, réalisé sur un
frottis de la cavité buccale. Ce test permet d’identifier certaines mutations connues en amont
du gene LCT, a I’aide d’une étude par PCR. Les polymorphismes C/T-13910 et T/T-13910
sont étroitement associés au phénotype tolérant ; le génotype C/C-13910 est associé au
phénotype intolérant. Les sensibilités et spécificités rapportées pour ce test s’étendent
respectivement de 93 a 100 % et de 95 a 100 % chez I’adulte (Di Stefano et al., 2009 ;
Rasinpera et al., 2004). Cependant, le role du polymorphisme dans la réduction de la

transcription du gene reste encore discuté.

IV. 2. LES METHODES DETECTANT LA MALABSORPTION

IV. 2.1 Le principe des tests de charge

Contrairement au dosage de 1’activité lactase sur biopsie intestinale ou au test génétique,
les techniques indirectes suivent 1’apparition des métabolites du lactose une fois absorbés
dans le sang ou une fois excrétés dans les selles, les urines et les gaz expirés (Figure 28).
L’ingestion préalable d’une charge de lactose est donc nécessaire pour la réalisation de
ces tests. Initialement, la dose de lactose utilisée pour les tests de tolérance était de 2 g/
kg de poids corporel jusqu’a une dose maximale de 50 g (Newcomer et al., 1975). Mais
cette dose étant supra-physiologique, certains auteurs se sont attachés a la réduire et ont
proposé une dose intermédiaire de 25 g de lactose (Rosado et al., 1983). Récemment, une
nouvelle réduction a été proposée a 12.5 g de lactose, assurant un maintien de la fiabilité
des tests respiratoires (Argnani et al., 2008). Ces tests €tant basés sur le suivi dynamique
des métabolites du lactose, ils nécessitent donc d’établir un niveau de base (pré-

ingestion) afin d’évaluer correctement la réponse (post-ingestion).

IV. 2.2 Le suivi de la glycémie et de la galactosémie

L’étude dynamique de la glycémie s’effectue toutes les quinze minutes, pendant une heure

apres 1’ingestion de lactose. Une hausse de la glycémie supérieure a 1.7 mmol/l reflete une

absorption normale du lactose alors qu’une hausse inférieure a 1.1 mmol/l suggere 1’existence
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de sa malabsorption. La zone comprise entre 1.1 et 1.7 mmol/ 1 était jusqu’alors délicate a
interpréter (Borgstrom et al., 1973) mais un pic seuil a été proposé a 1.4 mmol/l afin de
simplifier le diagnostic (Ridefelt et al., 2005). Les sensibilités et spécificités rapportées
s’étendent toutes deux de 75 a 100 % (Arola et al., 1994). L’analyse conjointe de la glycémie
et de la galactosémie a été proposée afin d’optimiser la fiabilité de ce test de tolérance. Pour
cela, une ingestion conjointe de lactose et d’éthanol (150 mg/ kg) est réalisée afin d’inhiber la
conversion hépatique du galactose et de faciliter le dosage de la galactosémie. Cette
combinaison semble assurer une amélioration de la sensibilité et de la spécificité du test qui
sont alors respectivement de 97 % et 93 % (Arola et al., 1994).

De facon similaire, le 13C—glucose peut étre dosé dans le plasma, apres 1’ingestion d’un
mélange de *C-lactose (25 g) et de “H-glucose (0.5 g), ce dernier servant de standard interne.
Une malabsorption est diagnostiquée pour une concentration plasmatique en 'C-glucose
inférieure a 2 mmol/ 1 (Vonk et al., 2000) et/ ou pour un ratio de concentrations plasmatiques
BC-glucose/ *H-glucose inférieur 2 0.46 (Vonk er al., 2001). Cette technique augmente
nettement la fiabilité, notamment la sensibilit¢ du diagnostic, puisqu’environ 50 % de
malabsorbeurs supplémentaires sont ainsi identifiés. Bien que fiable et précis, ce test est peu

utilisé en raison de ses cofits d’analyse (Vonk et al., 2001).

IV. 2.3 La quantification du galactose dans les urines

Le dosage du galactose dans les urines a également été proposé. Pour les mémes raisons que
le test sanguin, éthanol et lactose sont ingérés conjointement. Le test urinaire se fait quarante
minutes apres ingestion et une quantité de galactose inférieure a 2.0 mmol/l témoignerait de la
malabsorption du lactose. Les sensibilités et spécificité rapportées pour cette méthode varient
de 77296 % et de 88 a 100 % (Arola et al., 1994).

Un nouveau test équivalent a été récemment développé en Espagne. Il consiste a doser le
xylose excrété dans les urines (ou présent dans le sang), apres ingestion de 3 g de 4-
galactosyl-xylose. De facon similaire au lactose, ce disaccharide est hydrolysé au niveau
jéjunal par la lactase. Contrairement au galactose qui est converti dans le foie, le xylose n’est
pas métabolisé et sa quantité retrouvée dans les urines (ou dans le sang) reflete directement la
quantité de disaccharide hydrolysée et absorbée. La sensibilité et la spécificité rapportées pour
ce test, chez le rat, sont respectivement de 91 et 93 % mais ces valeurs n’ont pas encore été

confirmées chez I’ Homme (Hermida et al., 2006).
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IV. 2.4 Le suivi du pH des selles et identification de sucres réducteurs

L’analyse des selles repose sur la mesure du pH par un papier indicateur et la recherche de
sucres réducteurs par une technique chromatographique. Une malabsorption est suggérée pour
un pH inférieur a 6 et/ ou une teneur de sucres réducteurs supérieure a 0.5 % w/w (Soeparto et
al., 1972). Cependant, les sensibilités et spécificités de ces tests sont faibles car d’une part, la
mesure du pH manque de fiabilité chez les adultes (Soeparto et al., 1972) et d’autre part, la
quantité de sucres réducteurs peut €tre biaisée par la motilité intestinale et la réabsorption

d’eau (Arola et al., 1994).

IV. 2.5 Le suivi de I’hydrogeéne expiré

Le test respiratoire a I’hydrogene est, depuis les années 1970, une des techniques les plus
utilisées (Levitt et al., 1970 ; Metz et al., 1976 ; Solomons et al., 1980). Ce test repose sur la
quantification de 1’hydrogene contenu dans I’air expiré. La malabsorption est diagnostiquée
lorsque le pic d’excrétion est supérieur ou égal a 20 ppm sur les quatre heures suivant
I'ingestion de lactose. Les sensibilités et spécificités rapportées pour ce test varient
respectivement de 80 a 100 % et de 70 a 100% (Rosado et al., 1983) mais sont suspectées
d’étre beaucoup plus faibles en pratique. Les faux positifs sont notamment causés par une
prolifération microbienne dans I’intestin gréle, survenant chez 5 a 20 % de la population
générale (Pimentel er al., 2003). Les faux négatifs sont notamment causés par la
méthanogénese survenant chez 30 a 50 % de la population générale dont la flore intestinale
transforme une partie de I’hydrogéne en méthane (Conway et al., 2009 ; Vernia et al., 2003).
En effet, le microbiote intestinal des sujets méthano-excréteurs contient 10 a 10° micro-
organismes méthanogenes capables d’effectuer cette conversion, alors que celui des sujets
non méthano-excréteurs en contient jusqu’a 10* fois moins (Oufir et al., 1996 ; Pochart e al.,
1993). Depuis 2008, il est ainsi suggéré de coupler le dosage de I’hydrogene a celui du
méthane, et notamment chez les sujets agés (Hovde er al., 2009 ; Waud et al., 2008), mais la

nécessité de ce couplage reste encore discutée.
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IV. 2.6 Le suivi du CO, expiré

Ce test repose sur ’utilisation de I'isotope '°C, stable et non radioactif, qui représente dans la
nature environ 1 % des atomes de carbone (Hiele ef al., 1988 ; Vantrappen et al., 1992). La
concentration du *CO, expiré pendant les quatre ou six heures post-ingestion de BC-lactose
se mesure par spectrométriec de masse (Zhong et al., 2002). Un enrichissement de 14 %
(Newcomer et al., 1975) ou 14.5 % (Hiele et al., 1988 ; Vantrappen et al., 1992), par rapport
au niveau de base, est choisi comme seuil limite au-dessous duquel la malabsorption est
diagnostiquée. Ce test respiratoire présente une sensibilité et une spécificité respectives de 84
% et 96 %, nettement supérieures a celles des autres techniques indirectes (Hiele ef al., 1988 ;
Mainguet et al., 2000). Ce test reste cependant peu utilisé en raison des cofits élevés du

matériel utilisé (Kein et al., 1979).

IV. 3. LES METHODES DETECTANT L’ INTOLERANCE

Les symptomes gastro-intestinaux sont davantage pris en compte depuis les années 1995
(Suarez et al., 1995 ; Hermans et al., 1997). Cinq principaux symptomes ont été proposés
pour 1’évaluation de I’intolérance au lactose. La sensibilité et la spécificité rapportées pour
chacun d’eux sont les suivantes : 41 % et 71 % pour la nausée, 70 % et 69 % pour les
ballonnements, 39 % et 90 % pour la diarrhée, 65 % et 75 % pour les borborygmes, 55 % et
72 % pour les douleurs abdominales (Beyerlein et al., 2008). Ces résultats concordent avec le
choix des ballonnements et des borborygmes comme symptomes optimisant la différenciation
entre les tolérants et les intolérants (Suarez et al., 1997).

Cependant, un seul questionnaire évaluant ces symptomes a été jusqu’a présent validé
(Casellas et al., 2009). 11 permet de construire un score obtenu a partir de cinq items
(diarrhées, nausées, borborygmes, douleurs, flatulences) notés chacun de 1 (intensité quasi
nulle) a 10 (intensité extréme). Un score moyen supérieur ou égal a 7.5 sur 10 témoignerait
d’une intolérance au lactose. La sensibilité et spécificité de ce questionnaire d’auto-évaluation
sont respectivement de 75 % et 67 %. Ces faibles valeurs s’expliquent par 1’existence de
symptomes non spécifiques qui peuvent s’observer lors d’un syndrome de I’intestin irritable,
par la difficulté de standardiser une douleur qui peut varier entre individus voire entre ethnies
(Jellema et al., 2010), ainsi que par une surestimation des symptdmes chez 30 % des sujets

(Casellas et al., 2010). Cette surestimation est considérée par certains auteurs comme une
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somatisation qui se manifesterait méme pour de tres faibles doses de lactose ingéré (Tomba et
al., 2012), pour d’autres comme un effet nocebo qui se manifesterait par simple appréhension
du test (Vernia et al., 2010).

Les corrélations entre les différents marqueurs de la malabsorption et de I’intolérance
commencent a étre précisées. La corrélation entre intensité des symptomes et génotypes
CC, CT et TT (Eadala et al., 2011) semble admise mais celle entre intensité des
symptomes et quantité d’hydrogene expiré reste controversée (Beyerlein et al., 2008 ;

Waud et al., 2008).

/ EN RESUME \

La mise en évidence de I’hypolactasie se fait de facon directe par biopsie intestinale et
test génétique. La mise en évidence de la malabsorption se fait par des techniques
indirectes qui évaluent soit la non-absorption du lactose par 1’hote, soit le métabolisme
bactérien du lactose. L’ensemble de ces tests présente des limites en termes de

spécificité, de sensibilité, de praticité, de colit et de disponibilité. L’évaluation combinée

\de deux ou trois parametres serait a envisager pour améliorer la fiabilité du diagnostic./
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V. Objectifs et stratégie expérimentale

V. 1. OBJECTIFS

,,,,,,

de l'intolérance au lactose jugée insatisfaisante par les professionnels de santé. Deux
problématiques principales ont été identifiées. La premiere concerne le diagnostic de la
malabsorption et de I'intolérance au lactose. En effet, le milieu médical se détourne des outils
diagnostiques non invasifs et/ou d’utilisation aisée en routine car ils sont jugés peu fiables.
Par ailleurs, les symptomes de I’intolérance au lactose sont peu spécifiques. Dans la pratique,
ces deux phénomenes augmentent le risque de conduire a un mauvais diagnostic (faux
positifs/ faux négatifs) ainsi qu’a la confusion avec d’autres pathologies intestinales (SII et
MICI). La deuxieme problématique identifiée concerne le traitement de 1’intolérance au
lactose, une fois diagnostiquée. En effet, I’éviction du lactose du régime alimentaire est
le traitement le plus classiquement utilisé mais peut se révéler incompatible avec le mode
alimentaire occidental, voire responsable d’autres pathologies liées a 1’éviction des
produits laitiers. Le fait que la malabsorption du lactose ne soit pas systématiquement
associée a une intolérance et que 1’identification des facteurs déclenchant les symptomes
restent a préciser supposent que ces derniers pourraient &tre contrdlés via 1’orientation du
métabolisme intracolique du lactose.

Pour atteindre 1’objectif de ce travail, il apparait nécessaire d’identifier de nouveaux
marqueurs de la malabsorption du lactose ou de proposer des combinaisons de marqueurs
classiquement utilisés, ce qui permettrait d’améliorer la fiabilit¢ du diagnostic. Pour
fonder scientifiquement la proposition de traitements de l’intolérance autres que le
régime d’éviction, il semble également nécessaire de mieux cerner les phénomenes a la
base du déclenchement des symptomes et pour cela d’étudier précisément les
modifications qui surviennent dans I’environnement colique aprés une ingestion aigue et

chronique de lactose.
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V. 2. STRATEGIE EXPERIMENTALE

V. 2.1. Hypotheses

La premiere hypothese faite dans ce travail est que la malabsorption du lactose est
détectable en calorimétrie indirecte grace a la mesure des échanges respiratoires de 1’hote
placé en chambre calorimétrique (espace étanche, isolé thermiquement, avec un
renouvellement d’air constant et équipé de plusieurs capteurs). Cette mesure donne acces
a des parametres métaboliques tels que le taux d’oxydation des lipides (Lox), le taux
d’oxydation des glucides (Gox) et le quotient respiratoire (QR = VCO,/ VO,, rapport
entre la quantité de gaz carbonique produit par 1’oxydation totale d’un substrat sur la
quantité d’oxygene nécessaire a cette oxydation complete). Ces parametres apportent des
informations fiables et précises sur 'utilisation métabolique des macronutriments a des
fins énergétiques. Leurs mesures sont réalisables dans une période de temps relativement
courte et, a ce titre, ils apportent des données précieuses dans les études de nutrition. Par
ailleurs, des services hospitaliers posseédent déja une expertise sur ce type de marqueurs
utilisés pour des évaluations fonctionnelles (notamment respiratoires et métaboliques).
Pourtant ils n’ont jamais été proposés pour diagnostiquer la malabsorption du lactose. La
calorimétrie indirecte devrait révéler la non-utilisation du lactose chez les sujets
malabsorbeurs se traduisant par un faible pic de QR et de Gox ainsi qu’une restriction
moindre de Lox en comparaison avec des sujets absorbeurs.

La seconde hypotheése formulée pour ce travail concerne le devenir intracolique du
lactose non digéré et les conséquences pour le microbiote intestinal et 1’hote. En effet,
des études menées ex vivo ou in vivo ont mis en évidence une production plus importante
et plus rapide d’acides organiques et d’AGCC dans les selles de sujets malabsorbeurs et
intolérants mises en contact avec du lactose. L’accumulation rapide des métabolites
bactériens semble participer au déclenchement des symptomes de I’intolérance. Nous
avons fait I’hypothése que 1l’ingestion aigue de lactose par le sujet malabsorbeur
entrainait bien une augmentation rapide de métabolites bactériens dans le cdlon
(éventuellement a 1’origine des symptOomes d’intolérance) mais que, si 1’ingestion de
lactose se prolongeait, le microbiote intestinal et 1’hote étaient capables de s’adapter a
leurs nouvelles conditions environnementales. Cette adaptation pourrait alors se traduire

par une minimisation des parametres a I’origine des symptomes d’intolérance.
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V. 2.21. Démarche

Le premier volet de ce travail s’est concentré sur la mesure des parametres respiratoires
(QR, Gox, Lox) tout d’abord sur un modele animal de malabsorption du lactose, le rat
adulte. Le rat devient rapidement hypolactasique apres le sevrage. Il peut en outre €tre
placé dans des cages calorimétriques adaptées a sa taille et a ses besoins pendant un
temps pouvant aller jusqu’a 24 heures. Des prélevements invasifs peuvent étre réalisés
tout en respectant la réglementation en matiere d’expérimentation animale. Les rats ont
été soumis a deux types de régime qui se différencient par la fraction glucidique
contenant du saccharose ou du lactose. Ainsi ces deux régimes ont permis de comparer
les effets chez le rat de I’ingestion d’un disaccharide non digéré (lactose) a celle d’un
disaccharide digéré (saccharose). Les résultats ayant été concluants chez le rat, cette
partie du travail de these a été complétée par une étude clinique visant a confirmer

I’utilité du QR pour la discrimination des sujets absorbeurs et malabsorbeurs du lactose,

ainsi que d’évaluer sa corrélation avec les tests diagnostiques traditionnellement utilisés.

Le deuxieme volet de ce travail a porté sur I’étude chez le rat de la modulation du
microbiote intestinal, du point de vue de sa composition et de son activité métabolique,
ainsi que sur les conséquences sur la physiologie de 1’hote soumis a une ingestion aigue
(une prise) ou prolongée (six jours) de régime contenant du lactose ou du saccharose. La
composition et I’activité du microbiote intestinal ont été caractérisées par la mesure de
parametres tels que les concentrations de populations bactériennes données, d’acide
lactique, d’AGCC ou I’activité beta-galactosidase. L’état de 1’environnement colique a
été caractérisé par la mesure de parametres physico-chimiques tels que le pH et
I’osmolarité. Les conséquences sur la physiologie de 1’hdte ont été caractérisées grace a
des parametres tels que les concentrations d’acide lactique et d’AGCC dans le sang
prélevé dans la veine porte. D’autres parametres comme la transcription des genes
correspondant aux transporteurs d’acides organiques et d’AGCC, [Dactivité
myéloperoxydase, les observations histologiques ont été déterminés dans des échantillons
de muqueuse colique. Toutes ces mesures ont été réalisées sur des échantillons prélevés
dans différents segments coliques (caecum, cdlon proximal, médian ou distal) et chez des
animaux soumis aux régimes de facon aigue ou chronique. Les résultats apportent donc

une vision spatio-temporelle de 1I’évolution des parametres étudiés.
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V. 2.31. Originalité du travail

L’originalité de ce travail repose sur les marqueurs étudiés, leur dynamique de suivi et
les modeles choisis. Les deux volets de recherche ont une approche innovante car ils
étudient a la fois le microbiote (composition et activité métabolique), 1’hdte (physiologie
et activité métabolique) et leurs interactions. L’analyse microbiologique a été réalisée
avec des techniques moléculaires, plus précises et permettant d’identifier un plus grand
nombre d’especes que les techniques traditionnelles de dénombrement jusqu’alors
utilisées dans les études. Par ailleurs, ces recherches ont été conduites in vivo avec un
modele animal (rats) et clinique (volontaires sains). Enfin, 1’étude animale portant sur
I’adaptation du microbiote et de 1’hote en régime prolongé de lactose propose un suivi
spatio-temporel des modulations et de l’adaptation en tenant compte des différents
segments intestinaux, de la durée d’ingestion du lactose et des dynamiques de production,
de conversion et d’absorption des métabolites coliques du lactose. Ce type d’approche est

susceptible d’apporter des données pour étayer le lien entre malabsorption et intolérance.
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Travaux de recherche

I. Publication 1: Lactose malabsorption and colonic fermentations alter

host metabolism in rats

Objectifs

Des données complémentaires sont nécessaires pour préciser in vivo les conséquences d’une
ingestion aigue de lactose dans I’environnement colique et le métabolisme de 1’hote.
L’objectif de cette étude est d’évaluer les conséquences métaboliques d’une ingestion aigue
de lactose, chez le rat, en relation avec ’activité du microbiote intestinal et ses interactions

avec 1’hote malabsorbeur.

Matériel et méthodes

L’étude a été réalisée en deux parties. Dans chacune de ces parties, nous avons utilisé des rats
males Wistar (350-400g) répartis en 2 groupes (n = 6) recevant 5 g de régime équilibré
contenant soit 25 % de saccharose (groupe S25 controle) soit 25 % de lactose (groupe 125
expérimental).

Dans la premiere partie de I’étude, nous avons placé les rats en chambre calorimétrique, sous
cycle jour/ nuit artificiel (lumiere de 8h a 20h). Leurs parametres métaboliques ont été
enregistrés pendant les 24 heures suivant I’ingestion des 5 g de régimes tests L.25 et S25.

Dans la deuxieme partie de I’étude, nous avons effectué des abattages séquentiels (6 rats L25
et 6 rats S25) a différents temps (t = Oh, 2h, 4h, 6h, 8h et 13h) apres 1’ingestion des 5 g de
régime test. Pendant les abattages, nous avons prélevé du sang porte, les contenus intestinaux
et la muqueuse colique. Les acides gras a chaines courtes et les acides organiques ont été
dosés respectivement pas chromatographie en phase gazeuse et par kits enzymatiques, dans le
sang porte et dans les contenus intestinaux. La quantification des transporteurs d’acides gras a
chaines courtes (sSMCT1 et MCT1) a été réalisée par PCR en temps réel sur la muqueuse

colique.

Principaux résultats
Nous observons une augmentation significative des concentrations en acides gras a chaines
courtes et en lactate dans le caecum et dans le sang porte des rats du groupe L25 en

comparaison a ceux du groupe S25. Ces concentrations atteignent respectivement leur
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maxima a 6 et 8 heures apres I'ingestion de lactose. L’expression du transporteur d’acides
gras a chaine courte SMCT1 est également significativement plus élevée a 6 heures et 8 heures
apres I’ingestion de lactose, chez les rats du groupe L25 en comparaison aux rats du groupe
S25.

En parallele, les enregistrements de calorimétrie réveélent une montée significativement
moindre du QR et de la Gox, ainsi qu’une inhibition moindre de la Lox, sur les 5 heures
suivant 1’ingestion du régime L25 en comparaison au régime S25. Ces résultats soulignent
I’absorption et 1’utilisation métabolique moindre du lactose par 1’hdte. Cependant, au-dela de
6 heures, la tendance s’inverse et le QR et la Gox du groupe L25 deviennent significativement

supérieurs a ceux de S25.

Conclusions

Cette étude montre qu’a partir d’une certaine dose de lactose malabsorbé, des changements
métaboliques se produisent. Ces changements impliquent des fermentations caecales et
coliques du lactose qui conduisent a la production d’acides gras a chaines courtes, a
I’activation de leurs transporteurs coliques, a leur absorption colique et a leur utilisation
métabolique par 1’hote.

Ces résultats soulevent la question d’une réorientation métabolique du microbiote colique et
de 1I’hdéte malabsorbeur, lors d’une ingestion chronique de lactose. Ils ouvrent également la
voie a de nouvelles techniques pour le diagnostic de la malabsorption du lactose. En effet, les
études calorimétriques permettraient de mettre en évidence la malabsorption du lactose et de
suivre 1’adaptation métabolique consécutive du microbiote intestinal de 1’hote. Des études

cliniques sont nécessaires pour valider ces résultats sur I’Homme.
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Abstract

Lactose malabsorption is associated with rapid production of high levels of osmotic compounds, such as organic acids and SCFA i the
colon, suspected 1o contribute to the onset of lacose intolerance. Adult tas are ladase deficent wnd the present study was conducted
1o evaluate i oo the metabolic consequences of acute lactose ingeston, indueding bos—microbiota interactions. Rats received diels
of 25% sucrose (525 control group) or 25% lactose (125 experimental group). SCFA and ladtic scd were quantified in intestinal contents
and portal blood. Expression of SCFA transporter penes was quantified in the colonic mucoss, Carbohydrate oxidation (Cox) and Lipid
oxidation {Lox) were computed by indirect ciloimetry. Messurements were performed overa maximum of 13h, Time, diet and time % diet
variables had significant e¢ffeds on SCFA concentration in the caccim (P<{H01, P=04HM and P= 007, respedively) and the portal blood
P01, P=0404 and P<O001, respedtively), Concomitantly, expression of sodiom monocarboxylate significantly increased in the
colanic mucosa of the L25 group (P=0003 a1 0= 6h and F<005 at ¢ =8h). During 5h afier the meal, the L25 group's changes in
metabolic parameters (Cox, Lox) were significanly Jovover than those of the 525 group (P={HI2). However, afler 5h, L25 Cox became
greater than 525 (P= (H04), Thus, enhanced production and absorption of SCFA suppon the metabolic changes observed in calorimetny.
These resuls underline the consequences of acute lictose malabsorption and messured compensations ocourring in the host's metabaolism,
presunsibly through the microbiota fermentations and microbiota—host interactions,

Key words: Laciose malabsorption: Colonic fermentation: Host—microbiota interactions: Indirect calorimetry

Lactose malabsorption  affects 20% of the population The colenic metabolism of lactose has been repored o be

worldwide, Tt results from a decline in lactase expression,
naturally cocurring in mammals after weaning. This dedine
is within a specfic time period for each animal speces: 15d
for rabbits, 1month for ra and 0 or untl decades for
human subjects™* A low intestinal lacase activity leads to
the presence of undigesed lacose in the large intestine,
where # is then fermented by the microbipma, Lactose inoler-
ance 15 defined as the onset of non-specific gasrotnestinal
symptoms. such as bloating, rumbling, abdominal pain,
nausea and diarrhoea. Although the factors responsible for
lactose intolerance are not clearly undersiond, the intervention
of msmotically active compounds is suspected™. Few treat-
ments are available and many lactose-intolerant people are
left with no other choice than 1o pracise an exclusion diet
that could lead to mineral and vitamin deficendes,

associated with an increased producion of bacerial metab-
olites, including SCFA (acetate, propionate and butyrate) and
gases (hydrogen, carbon dioxide and methane ™7™ as well
as, under specific droumstances, organic acids (such as lac
tate, succnate and formate) and ethanol®® 1n physiological
conditions (luminal pH 45-7), SCFA are spedfically rrans
poned by monocarboxylate (MCT1) and sodium MCTI
{sMCT1) transponers present in the colonocyte brush border
membranes ™ Onee ahsorbed, SCFA are carted in the
poral vein to the liver where they can he oxidised. Butyrate
is the preferred energy substrate of the mucosal cells™ ",
In standard conditions, SCFA are at the forefront of the mam-
mals' colonic health, and represent approximately 65% of the
wlonic anions (70-130mmol/H72 However, theit con-
centrations are 3-fold higher as a consequence of lactose

Abbreviations: Cox, carbohydrate ckdation; L25, dicts containing 25 % lacinse; Lox, lipkd oxidaion; MOTL, monccarboxylate; 525, diets containing 25%

sucroae; sMUTL, sodium monocarboxylate.
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malabsorption™ ", Such metabolic -modifications may be
expected in sugar malabsorption, However, most experiments
on lactose malabsorption have been conducted ex oo or
i witro, Smdying the i pioe kinetics of bacterial ferme ntation,
colonic ahsorption and suhsequent host metabaolism i nece-
ssary in order to be able to determine the onsct of lactose
intoler noe, Such data could also pave the way to new strategies
to improve the clinical mana gement of Botose intolerance,
Accordingly, the aim of the present study was to investigate,
i v, the metbolic consequences of malshsorption after
an aoue ingestion of lactose inorats, and the consequences
of hast—microbiota interactions, For this purpose, the present
study was carried out using the rat model in which the
incomplete ahsorption of lactose and the subseguent over-
production by the gut microbiota of lactose-derived SCFA
could be detected by indined calorimetry, Rats were given
a single mesl of either 25% lactose or 25% sucrose, SCFA
concentrations were quantified in the large-intestinal contents
and portal blood, expressions of MOT1 and sMCTT measured
in the colonic mucosa and oxidstion of carbohydrate (Cox)
and lipid (Lox) recorded by indica calorimetry, These
measirements wene performed over a maximal 13h period.

Experimental methods
Animals and diets

The experiments were carfied out following the European
directive  A010/463/1E melative to the protection of animals
used forscientific purposes, and were approved by the ethical
committce of the National Institute of Agmonomic Rescarch
(INRA} {(approval reference 1L/012) A total of eighty-four
male Wistar rats (3530—400 g} were housed under an artificial
12h light—12 darde cycle (lights on at 0800 howrs), Being more
than 12 wecks old at the onset of the smdies, they were namrally
lactase deficient. Rats were adapted for 8d to a standard diet of
the American Instinge of Nutrition {ATN} of 74% carbohydrate
(63% starch, 11% sucrosc), 14% protein and 12% fat as
energy. This smndard diet was composed of dairy proteins
(140g/kg), starch (622p/kg), sucrose (100gkg), celulose
(50gkgh soyzbean oil (40g/kg), mincral mix ATN-93M
(35gkg), vitamin mix AMN-93V (10gkg) and choline
(23 g/kg"™. The cxperiments calibrated tost meals were 5 g
(362 k) of the sandard dict moedified to contain 25% (w/w) of
cither sucrose (contml group, termed 8253 or lactose {exper-
imental group, termed 1250 added at the expense of sach,
The rats were mndomly assigned o one of the following
groups: L25 or 525, The tost meals were administered after
an ovemight fast. n,,; = seventytwo rats were serially killed
for sample collection, where: ddiet) = 1,2 (1 = 125, 2 =525),
Atime point from diet ingestion}=1...6 (I=10, 2= 2Zh,
3=4h, 4=6h, 5=8h, 6=13h) =znd HEdH=1..56
1y = twelve mts were assignoed to the indirect calorimetny smdy,

Blood, intestinal contents and colonic mucosa sampling
and SCFA extraction

Portal blood (2ml) was sampled directly from the hepatic vein
using a heparinised syringe. Blood samples were centrifuged
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for 4 min at 45 and 600g. A volume of 315 pl of the plasma
fraction was kept in 35 pl of 3% HiPO, for dedvatisation
and GC quantification. The rest of the plasma fraction was
stored 3t —H0PC until analysis, The colonic tisues wem
washod inice-cold 009% Cwy'v) MaCl (pH 70% and the mucosa
was scrped off using a glass slide before immediare freczing
in liquid Mx and storage at — 80°C until quantitative real-time-
PCR analyses. The caecal and procimal colonic contents
won simply sampled in sterile tubes: SCFA wene extracted by
vigomus mixing with deionised water, The volume of deionised
water added was 0-%-fold of the weight for caccal samples
and 1-8fold for colonic oncs, As with the plasma fraction,
315 pl of the supernatant were mined with 35 pl of 5% HaPO,
for subseruent derivatisation and GC quantification. The rest
of the caccal and colonic fractions were kept for cnzymatic
reactions and spectrophotometric  quantification,  Samples
wone stored at — B0°C until further analysis.

SCFA guantification

The SCFA were measured afier derivatisation (eserification)
with 2 modificd Krisensen technique™, followed by GC.,
This method is based on SCFA esterification by 2-chlorocthyl-
chlomformate in aqueous and acid media, using isoca proic
acid as the internal standard. Mo precisely, 350 pl samples
(315 pl sample 433l 3% HaPOL), preparcd as mentioned
earlicr, were mixed with 20 pl of 37% HO and 100p! of 1%
mocapmate  solution (w/v), Then, 750pl of acctonitrile,
73 pl of Z<hlorocthanol and 100pl of pyridine wene
added, After careful homogenisation, the mixtures were cen-
trifuged for 10min at 3000rpm and 4°C. The reaction was
intiated by adding 3 pl of Z<chlomethyl chlomformate 1o
I'5ml of the supcrnatant, Subscoquently, 4ml of distiled
water wore added and the estes were extraced with 5060l
of cyclohexane. They were then analysed with a GC {(Varian
CP300; Varian Medical Systems) equipped with a capillary
column (30m, 032mm inncr dameter, Restek Rtx 502.2;
Restelc) and fited with a flame ionisation detector and a
split‘splitiess injector, Helium was used as the camier gas
(Eml/min} and &pl of cach sample were injocted. The
column was mainmined 2t 75°C for 65, then the temperatine
was increased to 170°C at a rate of 70/min. This temperanine
was maintained for 10min, before being increased o 220°C
(3FC/min} and maintaincd for 3min, The njector and the
detector were utilised at 200 and 300°C, respectively. The
amount of SCFA was determined with reference to an internal
standard (isocaproatc) and exernal standards (200mu-
aoetate, A0 ms-propionate, S0 ms-butyrate, 10 mu-isobutyrate,
10 mu-isovalerate, 8 mu-valemte and 8 my-caproate ),

Lactate enzymatic assay

1y1-Lactate concentrations wore determined with s commercial
kit (Megaryme International Trelsnd Timited). Samples,
prepared as mentioned earlicr, wiere homogenised and centi-
fuged for Smin at 4°C and 14000 g The supcroatant was
collected for a second mund of centifugation for 15 min at
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4°C and 14 000g. A wolume of 300l of the supernatant was
applied to0 a spin column of a centrifuge manoscp filter
(30kDy; Pall Corpomtion) and contrifuged ar 470 and
14000 g, until fltration of the whole volume. b/i-Lactate was
then quantified in the final ulrafiltrates, according o the
manufaciurer's recommenda tions,

Cene expression of sodium morocarboxylate and
monocarboxylate

The colonic expression of genes solute carrier family 16,
member 1 (SLCT6A 1 and solute carrier family 5 (iodide rans-
poter), member 8 (SLC5AS), which, respectively, encode for
the MCTI1 and sMCTI transporters, was investigated using
quantitative RT-PCR. The colonic mucosa was scraped and
total RMA isolated using TRIzol reagent, according to the man-
ufacturer's protoool (Ambion/Applied Biosystems, Life Tech-
nologies Corparation}, Sample quality was assessed by 260/
IR0 nm absorption ratio determination (hetween 1-8 and 2400
and checked on a 1% agarose gel. For quantitative RT-PCR
analyscs, 1pg total BNA was first reverse transcribed using
the High Capacity oldNA Archive kit {(Applicd Biosystemns).
Reverse transcribod RNA was amplified on a thermal oycler
(7300 Real Time PCR System, Applied Bicsystems) using the
SYHR green (Power SYHR Green, Applied Biosystems) fluor-
esoenoe method and specific oligonucleatides. The primers
used were as follows: rat RPLI3A — forsard F-GGATCCCTOCA-
COCTATGACAY, mverse -CTGGTACTTCCACCOGACCTC-Y,
rat MCTI — forwand F-GCAAMCGACCAGTGAAGTGT-¥, reverse
F-AAGOOCAAG ACCTOCAAT-F; and rat SMCTL — forward 5T
GOGOTTGTTITTICTTTGG-%, mverse F-OGTTGTGOGTGCTG-
TTACG-F. Resuls were analysed with 7300 SDS systemn software
{Applied Biospstems ), Quantification of RNA was carfed out by
comparison of the mumber of opcles requined to each eference
and target threshold values (68— 60 method).

Indirect calorimetry

Cox and Lox were computed using the Weir equation from
continuous measurements of Vo and carbon diowide pro-
duction (Vog) by indiect ealodmetry™'™, The membolic
cage was equippod with force transducers placed below the
metabalic chamber, This made possible the emoval of the
pant of the respimtory cxchange that was directly related
the energy cxponded on spontaneous activity. Thus, it was
possible 10 compute meal-induced changes in Cox and Lo,
free of shart-term changes due to the cost of activi?™™. The
rats were housed in the metsbolic cage at 18.00 hours, with
free access to water but no access to food. Temperature in
the cage was rgulated at 26°C to limit enegy expendinire
for thermoregulation. Hasal Cox and Lox wem measured
hetecen 06.00 and 10.00 bours the next day, The test meals
were given at 10,00 bours and the changes in Cox and Lox
. bascline were measured during 8 and 13h. At the end of
the experiment, rats wens euthanised by an intra-pedtoneal
injection of pentobarhial (FIml/100 g body weight) and
the intestinal contents, the intestinal muoosa and the portal
hlood samples were collected.
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Statistical analyses

Results are presented as means with their standard ermors,
Analyses wens performoed with either an ANOVA using SAS
software (vemion 9.1, SAS Instinite, Inc) or a Student's fiest
for the unpaired data.

Results

SCFA and lactic acid quantification in intestinal contents
and portal blood

Lactic acid and SCFA wen quamtified in intestinal contents
and poral blood in 125 (25% lactose dict) and 525 (25%
sucrose diet) groups (Figs 1 and Table 1. An incresse of
SCFA concentration was ohserved in intestinal contents

tal
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Fig. 1. Total SCFA varnaions afler 125 @) and 525 (O) déels in (a) cascum,
o) prowimal colon, () pontal blood. 525: st containing 25% sucross: L&
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Table 1. Acelaie, propeonsis, Dutyrate and iaciate n the
Ccascum, proximal colon and pona! blood aftter L35 and 525
eets®

[Mean values with their standsrd emors)

] La5 SEM P

Cascum

Acetate 052 0.6 042 o001

Propionate o1 014 oo o7

Butyrate 004 005 [ibiix] 054

Lactais 023 386 0-16 0-001
Promimal colon

Acstzie 012 0.8 oo 021

Propeonais 0-01 003 04001 001

Butyree 0. 005 004 oot .54

Lactaie ND 129 08 -
Portal biood

Acetate a6 458 307 0-01

Propeonate 477 588 335 0-47

Butyrais 16-8 226 1&67 020

Lactate o-a7 008 -G 056

538 comaning 25 % sucross; L2325 camaining 25 % laclam; MO, not
detactad

*Datn am mgeeesod a8 means o ALUC from $a pial of contanis
lumal v fma )= poolnd S for caacum and oolon, and conoan-
frafion fmmolfl) . fmo (h) = podled <& lor podal biood. Data am
comganad by & Sudants fles for unpainad data. A P value ovar
005 = considomd as nol significant. m .= 72, whoo idef) = 1,2,
[fma poied from dial inges$an] = 1,6 and k{mf) = 1, __ &

{caccum and oolond for both groups, with a peak ooourring
between 4 and 8h after the ingestion of the test meal, The
higher amounts of SCFA and lactic acid were mainly encoun-
wmred in the cacoum, Totsl SCFA wene 140% higher in the
caccum and 51% higher in the colon inthe 125 grou poompared
with the 525 group, Time, diet and time X diet vadables
presemted significant effccts on caccsl concentrations  of
SCFA {P< 0001, P=0004 and P=0047, respecively) and
lactare (P=0-004, P<0-00} and P= {001, respectively). Signi-
ficant differences, presented in the Supplementary materdal
(available online), were cspecially noted ar 6h (P=00043
after the ingestion of the test meal. No significant difference
was noticed in the proximal colon berween the 125 and 525
groups, exoept for propionate concontrations (P05
A moderate increase of SCFA was also noticed afier the
525 meal, Finally, quantifications in the poral hlood also
revealed an increase of total SCFA over time in the 525
and [25 groups, with peaks ooourring at 4 and 6h after the
dicts, respectively, Time, dict and time % diet variables pre-
sented significant effects on SCFA concentrations in the portal
hlond (P<(-001, P={-04 and P< (:001, respectively). Signifi-
cant differenoes, presented in the Supplementary materal
(available online), were espedcially noted at 4h (P=0-009) and
Gh (P00} afier the ingestion of the tost meal, Total SCFA
concentrations exhibited 2 24old higher pesk in the 1235
group compared with the 525 group, probably doven by a sig-
nificant increase of acetate concentmtions {(P=0-01} {Table 1),

Expression of sodium monocarboxylate and
maonocarboxylate genes in the colonic mucosa

The expression of SCFA transporters sMCTT and MOT1 was
analysed in the colonic muecosa in onder o detemine their
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ahsorption, Quantitative RT-PCR analyses revealed that dict
presented 2 significant effect on the expression of sMCTI
(P=0r02) (Fig. 2} The differences, presented in the Sup-
plementiry material (available online), were significant for
sMCTT at 6 h (P=0H1B) and 8h (P<005),

indirect calorimetry after a sucrose- or {actose-containing
test meal

Calorimetric records following ingestion of the test meals
revedaled that Cox and Lox, respectively, presented a signifi-
cantly lower increase and loweer inhihition after ingestion of
an 125 meal compared with an 525 meal (Fig. 3), Time, dict
and time % dict variables presenied significant effocts on Lox
(P=0HO01, P<C(W)11, P=0-004, respodively) and Cooe (P<I(HXIT,
P000L, P0001, mspectvelyd kinefcs over the 13h post-
ingestion. During the 8h period after the tost meals, the differ-
ence in Cox between the 125 and 525 groups was o6k
(Tahle 2), Intercstingly, the differential amount (T25-5235) of
total SCFA accumubited in the caccum resulted in a differential
energy of 7 kJ (difference of 2443 pmol, with an average of
M= T4g/mol}. Afer intersection of the curves, a recovery
of encrgy ocourred for the 125 group, but remained partial

mRNA sMECTY mBNA
APLYZA (AL

mENA MCTY mRNA
FLFLYZA (AL
&

4

1491 T K

GE- m

ga . . '
4 i ]

Tima |hj

Fig. 2. fa) Sodum manccardeniale MO ) exprassion alier L25 (@) and
505 (W} dets; (B) menocarboaylate (MCT 1) expmssion ahler 125 and 525
dets. G925, dels containing 25% suercse; L35, dets condaining 25% lactose
Tume ({a) P=024, (o) P=034), da1 {5} P=0402, (b} P=0-23} and lme x
ded {fa) P=019, {5 P=072) eflects ware evauated by ANOVA. A Pyaiue
over 005 ks consdered as nel signilcanl Compatisons bstween 595
and 125 wers peronmed a1 sach Bme pand by 8 Shudents 1 el lor ungaked
dotn and e preseried i Sugplerentary maledis (avallable orneg).
fige= 36, whers (disl) =12, jime poinl lom deal ingestion} =3,4,5 and
Kemi} = 1,.. 5. APL13a, ribeeomal protei L13a: ALL armdrary unils.
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Chadcdation LI )

S5 4 321017 2 3 4 FB 6T B89 WNIR2I

B
&

Ciddation (%)

5432901234687 8810M01213
Tima [k}

Ay 3. 8} Liped oxilion and () camaheinale oddabon Mnstics over 130
afler L35 (@) and 535 {n) diel 525 deel conliinng 25% sucrose; L25: del
containing 25% laclese Time ((a} P- 0001, () P<0001), dst (&
P00, (o) P=0-001) and Bme « diel eflects ((a) P 0004, () P<0001)
ane svauated by ANOVA. A P valus over 005 = considesd as not signli-
Al Hye = 12, whee (et} = 1.2 and Kralj = 1,.. 8.

with a difference of less than 2-5 k] betareen the 8 and 15h, As
the decrease in Cox was compensated by a lower inhihition
of Lox, overall postprandial thermogenesis (Cox 4 Lox) was
not significantly different between the 125 and 525 groups.

Discussion

The present study contributes to a better knowledge of the
in vivo kinetics of the meta bolic consequen oes of acute lactose

Table 2. Mestinduced changes (WJ) in carbonydrais
cxidaton (Cox) and lipid oedation (Lox) during e
penods 0—6h and 8-13h, after single L25 and 525
mesis"

[Mean values with their siandard emors)

525 125
Mean SEM Maan EEM P

0O-8h

Cox 4046 25 3440 1-8 [ k]

Lox 167 18 251 1.0 0000
B-13h

Cox 115 o4 1348 08 0004

Lo 210 20 213 0.3 088

525, comaining 25 % sucnse;, L25, confaining 25% aclosa.

*Duts are axpossed as moans of Cox or Lox plots (k)= =u
ad am compamd by 8 Suders § lesl for unpaired doeda
A Fvaluo over 0405 s oconsidorad as not sigeificant. m, =12,
whore fdad} < 1.2 and ki) = 1. &
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malabsomtion in mis Lacose malshsorption appears o be
mainly assochted with modifications in the production of
SCFA by the gut microhiota and their subsequent absorption
and metabolic utilisation by the host, The rat model provides
control of hoth internal pammetes, such as genetic hack-
ground {allowing similar physiological responses), and exter-
nal parameters, such as the 13 h kinetics in the calorimetric
chamber plus samplings of the portal wein, the intestinal
cantents and the colonic mucosa.

Lactose malzbsorption led o microbial production (quanti-
fied in intestinal contents) and colonic ahsorption {indicated
by quantification in portal blood and sMCT1 expression in
the colonic mueosa) of SCFA. Finally, the consequent meta-
bolic changes ooourring in the lactose malabsorber host
wene supparted by the calorimetric parameters:

In the mammalian colon, a close similarity in the molar mtio
of acetite, propiomate and butyrate is noted among species,
The S{FA pmfiles are not fieed in human subjects, bat, in stan-
dard conditions, the molar ratio has heen reported to be ahout
12020 {aceta te:propionate: butyrate § in colonic contents and
ahout #5:10:5 in hlood, with some variation depending upon
intestinal segment (keft or right) and blood sample origin
{partal, hepatic or peripherali'™, Indeed, these molar ratios
may be altered by consumption of fermentahle fibes or modi-
fieed foods, Recent studics also underline the role of dictany
proteing in the SCFA pmduction, either in quantity or
quality™™*", Such questions are of interest for the medical
community, a5 5(FA, and especially butyrate, have demon-
stratcd to have 3 hencficial effect on the host. The main
health bencfits anrbuted to butyrate ame its role in the
meduction of colonic inflammation and permeshilig™® and
in the protection agins colorectal cancer™, SCFA concen-
tration in the Boge bowel is the msult of SCFA production
by the intestinal microbiota, of in sitt metabolisation by
colonocytes and of colonic absorption. Therefore, high SCFA
concentrtions in the cascum may be cxpliined either by an
active production and/for by a low uptake Furthermone,
onoe absorbed, SCFA are camied through portal blood to the
liver, where most of them are metabolised, accounting for
the consccutive lower concentmtions in the peripheral
hlood™™, I the present study, after ingestion of lactose,
bictic acid and total SCFA wem significantly higher in the
caeeum and the portal blood. One may assume that these
differences account for lactose ingestion specfically, as 125
and 525 groups had both the same protcin intakee, Intemst-
ingy, major differcnoes were noticed 6h afier lactose inges-
tion, The bioavailsbility of substrate and fermentation
lnetics of the microbiot may explain the delayed caecal pro-
duction of intcrmediary and end metabolites after the inges-
tion of heoose™. The substantisl absorption of colonic
SCFA, usually between &1 and 126 pmol/cm’ per R,
explains the gradual metabolite concentration decrease and
pH increase (from 56 @ &6 from the caccum o the disal
colon™. These findings could account for the shsence of
significant differences in the pmximal colon after 525 or
L35 diets. Similar kinetics in bell curves wene ohserved for
SCFA variations in the caecum, the proximal colon and the
portal hlood. However, the peaks were observed at 6h after
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the 125 meal in the caccom and the poral blood, and at 4h
after the meal in the procimal oolon,

The decrease after 4h of SCFA colonic concentrations is
conoomitant 1o the increzse of mEMA for sMCTT and MCT1
transportem in the colonic mucoss, This ohservation could
sugmest that, before 6 h, the activity of these transporters was
disrupted (pH dmp) or excecded (unusially high concen-
rrations of SCFA), leading o 5CFA accumulation until the
hicsynthesis of a now pool of tmnspoters, The pattern of
the SCFA concentmtions in portal hlood s consistent with
this hypothesis. We did not follow-up the transcription of
sMCTL and MCT! in the caccal mucosa, but in ritre
experiments proved that SCFA sbundanoe resubed in MOT1
and sMCT1 mRNA rises, probably in order to maximise intra-
cellular availability of SCFA™ ™™ An increase in passive
uptake through the parscellular oute may be also implicd
in the increased SCFA concenfrations in the portal blood,
as a fructo-oligosaccharide-induced increase in intestinal per-
meability was demonstrated in a0,

At last, indirect calorimetny underlines the smaller increase
of Cox, the smaller inhibition of Lox and the fairly stable
overall thermogenic response afier ingestion of an 125 meal
compzared with an 525 meal, Indincct calorimetry confirms
the lower absorption and subsequent metabolic utilisation of
lactose in rats, with a mversed trend borween the 125 and
525 groups, beyond 6h sfter the test meals. Finally, with the
125 diet, the exooss encrgy available in caecal contents
(as SCFA) is in the same mnge (6—7 kJ) as the encrgy under-
expended for Cox during 8 h after the ingestion of the diet.
Furthermare, the recovery of this amount of energy may
also exphlin the absence of diffierences when comparing the
thermogenesis after lactose and sucmse dics, These results
can he interpreted as the oxidation of the SCFA produced by
the microbial fermentation of lactose, whose metabolites are
then absorbed and oxidised by the host. Thus, the use of
new motabolites, largely pmoduced and sccumulated under
lactose ingestion, may be considered as capable of providing
this delyed encrgy. Such an idea has already been sugpested
in a calodmetric study in mts fod with various dietary fibres, in
which Cox remained higher for a longer period after the
ingestion of the fibres than afrer the ingestion of the control
diet®™”, Among the scrumulated membolites, caccal and
colonic SCFA are presumably pliyving 3 major metabolic role,
Indeed, several shudies confirm their capacity to be casily
ahsorbed across the colonic mucosa, resulting in 2 sshage
of carbohydrate energy that otherwise woukd have been lost
in fagoes =03

Ovenll, the msults provided by the measurements of the
luminal and the blood SCFA, tmnsponer gene expression
and by indirect calorimetry method showed that up o 2
given' load of undigested lactose, metabolic changes ooour
from 6h after lactose ingestion. They involve caccal and
colonic fermentation of lacose, leading to the caccal
production of SCFA, subsequent activation of SCFA-specific
transporters and colonic absorption: of the SCFA that are
metabolised in the host's tissues, accounting for the metabolic
compensations from 6 h, The present smudy cmphasises
the adaptation of both the colonic micmobiots and the host
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metabolisms, but also suppors the sugpested nutritional
strategics 1o optimise the microflors and host ads ptation in
orter to alleviate the symptoms of lactose intolerance. These
results raise the question of the metabolic reonentation of
the colonic microhiota and the host over chronic lactose inges-
tion by lactose malshsorbes. They also pave the way o the
use of indircat caloimetry 35 a2 pon-invasive tool to detect
intestinal lactose malabsorption and o explain, ar least
partly, the subsoquent metabalic ada pration through microbial
fermentations. Clinical trals are noeded to confirm the validity
of this methodological approach in human subjocts,
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II. Publication 2: Agreement between indirect calorimetry and

traditional tests of lactose malabsorption

Objectifs

Les tests utilisés pour le diagnostic de la malabsorption du lactose manquent souvent de
fiabilité. L’étude présentée dans la publication 1 montre que la mesure du QR, chez le rat,
peut mettre en évidence la malabsorption du lactose dans les heures qui suivent son ingestion.
Cette étude clinique exploratoire vise a déterminer 1’intérét de suivre le QR (mais aussi la
Gox et la Lox) apres 1’ingestion de lactose dans le but d’identifier une malabsorption chez
I’Homme, ainsi que d’évaluer ses corrélations avec les méthodes indirectes traditionnellement

utilisées.

Matériel et méthodes

Apres recueil des consentements, une série consécutive de sujets a été sélectionnée selon leur
statut absorbeur (n=10) ou malabsorbeur (n=10). Ce statut a été déterminé, apres une nuit de
jetine, par leur pic glycémique pendant 1’heure suivant 1’ingestion de lactose (25g) : un pic
inférieur a 1.0 mmol/L est spécifique d’un malabsorbeur alors qu’un pic supérieur a 1.5
mmol/L est spécifique d’un absorbeur.

Nous avons suivi leur expiration d’hydrogene et leur cinétique de QR, respectivement
pendant 3 et 4h apres une nuit de jeline suivi de I'ingestion de lactose (25g). Les sujets ont
également évalué, a la fin du test, I'intensité et la localisation de leurs symptomes gastro-

intestinaux.

Principaux résultats

Les différences de QR (p = 0.002), de Gox (p = 0.009) et de Lox (p = 0.006) sont
significatives entre les absorbeurs et les malabsorbeurs sur les 100 minutes suivant I’ingestion
de lactose. Les différences de QR, Gox et Lox sont également significatives sur la plus courte
fenétre 30-50 minutes (respectivement p = 0.001, p = 0.002, p = 0.001). Le score total des
symptomes (p = 0.04), notamment les flatulences (p = 0.05), et I'intensité de la douleur dans
I’hypogastre (p = 0.02) sont significativement plus élevées chez les malabsorbeurs que chez

les absorbeurs.
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Par ailleurs, le QR est bien corrélé aux marqueurs traditionnels de la malabsorption et de
I’intolérance : R = 0.74 (p < 0.001) avec la glycémie, R = -0.51 (p < 0.01) avec le test
respiratoire a I’hydrogene et le score total des symptomes R =-0.51 (p = 0.05).

Conclusions

Les cinétiques des parametres métaboliques (QR, Gox et Lox) sont significativement
différentes entre des sujets absorbeurs et des sujets malabsorbeurs, sur les 4 heures suivant
I’ingestion de lactose. Un suivi de ces parametres sur la fenétre 30-50 min apres ingestion de
lactose révele des mesures également significativement différentes.

La calorimétrie indirecte semble donc un outil simple et non-invasif pour détecter la
malabsorption du lactose. Des études complémentaires sont nécessaires pour préciser la place

de ce nouveau test diagnostique dans de plus larges populations.
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ABBREVIATIONS

A: Absorber

Cox: Carbohydrate Oxidation
HBT: Hydrogen Breath Test
Lox: Lipid Oxidation

M: Malabsorber

RQ: Respiratory Quotient
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ABSTRACT

Background

Lactose malabsorption occurs frequently and the variably consecutive intolerance may
seriously impair quality of life. An adequate diagnostic must be based on a reliable and
convenient method but such a test is not yet applied in routine. A recent animal study showed
that the respiratory quotient changed significantly after ingestion of sucrose and lactose in
naturally lactase-deficient rats.

Aims

This exploratory study evaluated the relevance of monitoring respiratory quotient after lactose
ingestion, in order to detect malabsorption.

Methods

10 lactose absorbers and 10 lactose malabsorbers were identified and classified by a lactose
tolerance test (25g). After an overnight fast, a second lactose challenge was performed to
monitor hydrogen excretions and respiratory quotient kinetics over 4 hours. Participants also
completed questionnaires to score and localise their gastro-intestinal symptoms.

Results

Respiratory quotient kinetics were different between absorbers and malabsorbers during the
100 minutes after lactose ingestion (p<0.01), and even during the shorter initial 30-50 minute
period. Respiratory quotient was significantly positively correlated to the peak of glycaemia
(R=0.74) and negatively to hydrogen excretions (R=-0.51) and the symptoms score (R=-0.46).
Conclusions

Indirect calorimetry could improve the reliability of lactose malabsorption diagnosis. Studies
on larger populations are needed to confirm its validity and to propose a simplified

measurement.
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INTRODUCTION

Hypolactasia is a widespread intestinal problem that affects almost 75% of the population
worldwide, with large variations depending on ethnic background. Despite recent
identification of the genetic locus, lactose intolerance remains poorly diagnosed by the
medical community, mainly due to the heterogeneity of terminologies and the questionable
reliability of the diagnostic tools.

Hypolactasia, which refers to the deficiency or absence of lactase secretion, may be detected
in duodenal or jejunal biopsies and by genetic tests. Biopsy is the only direct method but is an
invasive technique. The genetic test, identifying some mutations in the gene encoding lactase,
has a reported sensitivity of 93-100% and specificity of 95-100%, but remains poorly
available.

Several other techniques are available to detect malabsorption, but they present limitations.
These tests require the ingestion of a lactose load and include the dynamic study of
glycaemia, the analysis of stool pH, urine galactose, the HBT or the measurement of *C-
glucose in serum or “CO, in exhaled air. Glycaemia analysis presents sensitivity and
specificity both reported to be from 70 to 95 % [1], with no reliability in diabetics or in
patients with bacterial overgrowth. The stool pH is easily analysed but its reliability may be
disturbed by intestinal motility and water reabsorption. Urine galactose presents variable
sensitivity (77-96%) and specificity 88-100% [2]. The HBT, quantifying the amount of
hydrogen created from the colonic fermentation of the undigested carbohydrates, has been
considered a gold standard for over 30 years. Its sensitivity and specificity range from 80-
100% and 70-100% respectively [3]. However, around 20% of patients present an intestinal
bacterial overgrowth leading to false positive results or a methano-excretion leading to false
negative results [4]. Since 2008, it has been suggested to detect both hydrogen and methane in
the expired air to reduce the number of false negatives [5]. The monitoring of *C-glucose in
serum or “CO, in exhaled air following ingestion of labelled BC-lactose was developed in
2000. According to these studies, the proportion of lactose malabsorbers is almost 50% higher
than described in the literature [6-8]. However, this technique remains rarely used.

Subjective techniques can highlight lactose intolerance, corresponding to the expression of
symptoms. The available tests are usually self-completed questionnaires to score the main
gastro-intestinal symptoms, such as rumbling, bloating, cramping, nausea and diarrhoea. The

sensitivity and specificity of these questionnaires are only 75% and 67% respectively due to
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the variability in appreciating one’s own symptoms [9], with an overestimation observed in
30% of the subjects [10].

Thus, none of the available techniques allows a precise and absolute diagnosis. In this
context, it is useful to evaluate new tools or new combinations in order to optimise the
diagnosis of lactose malabsorption.

A recent animal study showed that the kinetics of Respiratory Quotient (RQ), Carbohydrate
Oxidation (Cox) and Lipid Oxidation (Lox), after ingestion of sucrose and lactose, depended
on the capacity of the host to absorb sugars (Alexandre et al., 2012, British Journal of
Nutrition, In Press). Therefore, we aimed to monitor, on selected absorbers and malabsorbers,
the RQ, Cox and Lox during after a lactose load (25g) and to evaluate their efficacy in
diagnosing lactose malabsorption. Concomitantly, blood sugar levels were measured using a
portable glycaemia lector, hydrogen breath excretion was quantified using a portable
hydrogen detector, and RQ, Cox and Lox kinetics were monitored using a ventilated-hood
system. Symptoms were also evaluated before the ingestion of lactose and after the 4 hours,
by subjectively scoring the five main gastro-intestinal symptoms (diarrhoea, pain, nausea,

rumbling and bloating).

MATERIALS AND METHODS

Participants

The study was carried-out on 20 healthy volunteers (10 first lactose absorbers and 10 first
lactose malabsorbers) identified by the one-hour glycaemia after lactose ingestion. No
participant had gastrointestinal or pulmonary disease, had taken antibiotics or other drugs
affecting intestinal function for 8 days prior to the study, or had practiced intense physical
activity for two days prior to the study. Additionally, they had followed the nutritional
recommendations for meals during the two days before the study [11,12].

Experimental protocol

The study took place in the Gastroenterology Department of Avicenne Hospital (Bobigny,
France). After being identified as lactose absorbers or malabsorbers, the participants ingested
25 g of lactose diluted in 250 ml of water after an overnight fast. Their respiratory parameters
were measured using a ventilated-hood system (canopy) for four hours and their hydrogen
excretions were recorded over three hours. At the end of the test the participants also

completed a symptoms questionnaire to score and localise their gastrointestinal symptoms.
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Lactose tolerance test

Samples of capillary blood to test glucose concentration were taken at 0, 15, 30, 45 and 60
minutes, using a Precision XceedPro (Abbott, Rungis, France). For each point, measures were
performed twice on the same sample and the mean value was recorded. A glycaemia rise
equal to or higher than 1.5 mmol/ 1 was considered to be lactose absorption; a plasma glucose
rise equal to or lower than 1.0 mmol/ 1 was considered to be lactose malabsorption [1]. All the
included participants presented glycaemia peaks above or equal to 1.5 mmol/ 1 for the lactose
absorbers and below or equal to 1.0 mmol/ I for the lactose malabsorbers, confirming their
classifications [13], [2].

Hydrogen Breath Test (HBT)

The exhaled hydrogen was measured in parts per million using a GastroLyzer (Bedfont
Scientific Ltd, Maidstone, Kent, England). A hydrogen excretion 20 ppm higher than baseline
in at least two subsequent measurements was associated to lactose malabsorption [14,15].

RQ, Cox and Lox kinetics

RQ, Cox and Lox were computed from VCO; cxhaled and VO3 consumed, recorded every minute,
using a canopy Deltatrac Il (Datex Ohmeda, Limonest, France). In such a system, the subject
inspires the atmospheric air through a hole in the capsule and expires via a non return valve
into a measurement unit [16-18]. When participants came for the measurements, they were
laid down in supination with the canopy overhead. They had at least 30 minutes to become
habituated. Once parameters were stable, we recorded 10 minutes of baseline. Then, the
participants ingested the lactose and the measurements were launched over 4 hours.

Symptom evaluation

Each participant rated the intensity of the five main gastrointestinal symptoms (nausea,
bloating, diarrhoea, borborygmi and abdominal pain), before and after the lactose challenge,
on a 10-cm visual analogue scale ranging from 0 (no symptom) to 10 (maximum symptoms)
[9]. Symptoms were associated to lactose malabsorption for a mean delta above or equal to
7.5/10 [9].

Pain topology was also evaluated. Participants reported, on a diagram, the pain intensity that
they experienced after the lactose challenge, using a 10 point Likert scale ranging from 0
(none) to 9 (extreme): right hypochondrium (segment 1), epigastrium (segment 2), left
hypochondrium (segment 3), right lumbar (segment 4), periumbilical (segment 5), left lumbar
(segment 6), right iliac (segment 7), hypogastrium (segment 8) and left iliac (segment 9)
(Figure 4).
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Ethics

The study was conducted according to the Declaration of Helsinki, and approved by the
Ethical Committee of Saint-Germain-en-Laye (Paris XI). Written informed consent was given
by all participants before inclusion.

Statistical analysis

Results are presented as means + SEM. Analyses were performed with either an ANOVA on
repeated measures or a Student’s t-test for unpaired data. The areas under the curves for RQ,
glycaemia, HBT and symptoms were correlated by computing the Pearson’s coefficients. The
software used was SAS (version 9.1). The significance level of all statistical analyses was set

at p <0.05.

RESULTS

Participants characteristics

The study was carried-out on the 10 lactose absorbers (mean age: 29 + 4 years old, men ratio:
40%) and the 10 lactose malabsorbers (mean age: 39 + 4 years old, men ratio: 20%). No
statistical difference was observed for the patients’ baseline characteristics, even if a slightly
higher mean age was noticed in the malabsorber group (Table 1).

Glycaemia

Peak and evolution of glycaemia over one hour after the lactose ingestion is reported in
Figure 1. The average of the peak is 1.9 + 0.2 mmol/ L blood in the absorbers group while it is
0.6 £ 0.1 mmol/ L blood in the malabsorbers group. The differences were highly significant (p
< 0.001) since the status of the participants was based on this value. Time and time*status
presented significant effects on glycaemia (p < 0.001 for both) and differences between the
two groups became significant from 45 min.

Hydrogen Breath Test

Peak and evolution of expired hydrogen over three hours after the lactose ingestion is reported
in Figure 2. An 8-ppm increase was noticed in the absorber group while a significant higher
40-ppm increase was noticed in the malabsorber group (p = 0.0002), with a peak reached
from 150 min after the lactose ingestion. However, one lactose absorber (A6) presented a
hydrogen peak of 23 ppm whereas one lactose malabsorber (M1) presented a hydrogen peak
of 10 ppm. Time and time*status presented significant effects on glycaemia (p < 0.001 for

both) and differences between the two groups became significant from 135 min.
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RQ, Cox and Lox monitoring

The kinetics of RQ, Cox and Lox during 4 hours after the ingestion of lactose are reported in
Figure 3. Time, status and time*status variables presented significant effects on RQ (p <
0.001, p<0.001, p<0.001 respectively), Cox (p<0.001, p<0.001, p=0.004 respectively) and
Lox (p<0.001, p=0.002, p<0.001 respectively). RQ and Lox raised over the time, with a
maximum reached around 60 min post-ingestion in both groups, but presented lower increases
in the malabsorber group during 100 min post-ingestion (p = 0.002 and p = 0.009
respectively). Lox decreased over the time, with a minimum reached around 60 min post-
ingestion in both groups, but presented a lower inhibition in the malabsorber group during
100 min post-ingestion (p = 0.006). The differences between the two groups were also
significant over the short period of 30-50 minutes after the lactose load (p = 0.001 for RQ, p =
0.002 for Cox, p = 0.001 for Lox).

Symptoms evaluation

Symptom scores and localisation are presented in Figures 4. In the malabsorber group, the
total score of symptoms was significantly higher (p = 0.04), with an increase in bloating (p <
0.05) and in the hypogastrium pain (segment 8) (p = 0.02). Indeed, during the test, five
participants experienced symptoms with moderate to high intensity and two participants
experienced symptoms with low intensity. No other symptom or segment appeared different
between the two groups.

Correlations between parameters

The correlations between parameters are presented in Table 2. The correlations between RQ
and traditional techniques are good indicators of RQ reliability in diagnosing lactose
malabsorption. 1-hour RQ was positively correlated to glycaemia (R = 0.74, p = 0.0002) and
negatively correlated to HBT (R = -0.51, p = 0.03) and to the total score of symptoms (R = -
0.46, p < 0.05). Other parameters were also significantly correlated such as 1-hour Cox versus
glycaemia (R = 0.9, p = 0.003) and HBT (R = -0.99, p = 0.04), 3-hour Cox versus
hypogastrium pain (R = -0.48, p = 0.04), and 4-hour Cox versus hypogastrium pain (R = -
0.49, p = 0.03).

Individual analyses

Results of all the completed outcomes, for each participant, are presented in supplementary
data (S1). The following cut-offs were used according to the literature: a 1.5 mmol/ L peak for
glycaemia [13], a 20 ppm peak for HBT [14] and a score of 8/10 for total symptoms [9]. A
0.05 peak was arbitrarily proposed for the 1 hour-RQ. In the absorber group, one participant
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presented divergent results with RQ and glycaemia suggesting lactose absorption while HBT
and score of total symptoms suggested malabsorption. In the malabsorber group, five
participants were asymptomatic but four of them presented HBT, RQ and glycaemia

indicating a malabsorption.

DISCUSSION

The objective of this exploratory study, performed on 10 absorbers and 10 malabsorbers of
lactose, was to evaluate the reliability of monitoring RQ after a lactose ingestion to highlight
malabsorption.

RQ, as well as Cox and Lox computed from RQ and energy expenditure, presented significant
differences between absorbers and malabsorbers during 100 minutes after ingestion of the
lactose load, confirming in humans results previously reported in rats. Indeed, normal lactose
absorption leads to a switch in the metabolic pathways from lipid utilization in the fasted state
to glucose utilization in the post-prandial state. On the opposite, lactose malabsorption leads
to a moderate switch or even to no switch at all from lipid to carbohydrate utilizations.
Furthermore, monitoring RQ over a short period after ingestion seems to be sufficient to
detect malabsorbers. Indeed, differences in RQ changes were observed between absorbers and
malabsorbers within 45 minutes after the lactose load (p = 0.01), supposing a putative
diagnostic usefulness.

RQ changes, in particular the 1 hour-RQ changes were significantly correlated with
traditional techniques, such as glycaemia, hydrogen expiration and symptoms. Besides,
similar correlations were noticed between RQ and symptoms, and HBT and symptoms,
suggesting that RQ could also be used to detect lactose intolerance. However, these two last
correlations, RQ versus HBT and RQ versus total score of symptoms are low and clinical
relevance may be questioned despite low p-values.

The total score of symptoms was significantly higher at the end of the test in the malabsorber
group compared to the absorber group. The significant symptom reported by the malabsorber
group was bloating, which confirms that bloating is the most sensitive symptom of lactose
intolerance [19]. Besides, the major localisation of symptoms in the hypogastrium
corresponds to the rectosigmoid and is linked to the significant increase of bloating.

The significant differences in the hydrogen expiration confirmed the correct allocation of

participants in the two subgroups but raises questions for participants A6 and M1. The status
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of participant A6 was confirmed by his glycaemia (1.8 mmol/L) and RQ (0.11) delta versus
baseline. Such analysis led us to believe that patient A6 may not have fully respected the
recommended residue-free diet, or may have had an undiagnosed intestinal bacterial
overgrowth. The status of participant M1 was a bit more uncertain since different status could
be determined according his glycaemia (0.3 mmol/L) and RQ (0.08) delta versus baseline. We
also noticed that the RQ kinetics were not similar to those of other absorbers and presented
abrupt peaks. Such irregular kinetics are more specific to hyperventilation than enhanced
glucose oxidation [20,21]. Thus, considering that RQ peaks of participant M1 were an
artefact, the kinetics would fit with their low glycaemia peak. Additionally, methano-
production, occurring in 20% of the population, would account for the absence of both a
hydrogen peak and gastro-intestinal symptoms. A second battery of tests, including the
evaluation of methane expiration, would be necessary to confirm or rebut our diagnostic.

In conclusion, these two participants illustrated well the questionable reliability of HBT and
our exploratory clinical study suggests that monitoring RQ may optimise the diagnostic of
lactose malabsorption. However, we have to concede that the main limitation of RQ is the risk
of hyperventilation, disturbing the kinetics. The baseline step should not be neglected and
should last at least 30 minutes before the beginning of recording, which raises the problem of
duration. The initial selection of lactose absorbers and malabsorbers participants must also be
more restrictive, in order to prevent from wrong classification. To do so, an option is to
combine the glycaemia tests and the HBT as inclusive criteria.

Future work will involve confirming the reliability of RQ for detecting lactose malabsorption
in larger and more variable populations, such as participants presenting a glycaemia peak in
the twilight zone, diabetics, patients with an intestinal resection, patients with a short transit
time. Complementary studies would help to determine standard responses in each population,
to identify the specific time of response in order to reduce the time window of RQ
measurements, and to define a degree of malabsorption depending on the amplitude of the RQ
changes. At last, complementary studies are essential to optimize the design of the protocol by
defining specific points of measurements that would reduce the time under the canopy and
discomfort for the patient, but would also allow simultaneous evaluation of 2 or 3 patients (as

actually possible with the HBT).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Glycaemia peak (A) and evolution (B) over one hour after the lactose ingestion.
(l), ("®): Lactose malabsorbers; (|:|), (7©7): Lactose absorbers. Data are presented as means
+ SEM and are compared by a Student’s test for unpaired data. (*): p < 0.05. Time, status and
time*status effects are evaluated by an ANOVA. A p-value over 0.05 is considered as not

significant. n = 20.

Figure 2: Expired hydrogen peak (A) and evolution (B) over three hours after the lactose
ingestion. (.) , ("®): Lactose malabsorbers; (D),(‘C'_): Lactose absorbers. Data are presented
as means + SEM and are compared by a Student’s test for unpaired data. (*): p < 0.05. Time,
status and time*status effects are evaluated by an ANOVA. A p-value over 0.05 is considered

as not significant. ppm: part per million. n = 20.

Figure 3: RQ (A), Cox (B) and Lox (C) kinetics over four hours after the lactose challenge.
(—*): Lactose malabsorbers; (—*): Lactose absorbers. Data are presented as means +
SEM. Time, status and time*status effects are evaluated by an ANOVA. A p-value over 0.05
is considered as not significant. RQ, Cox and Lox changes are also compared over 100

minutes after the lactose challenge by a Student’s test for unpaired data. (*): p < 0.05. n = 20.
Figure 4: Symptoms score amplitude (A) and abdominal pain topology (B), at the end of the

lactose challenge. (D): Lactose absorbers; (.): Lactose malabsorbers. Data are presented as

means + SEM and are compared by a Student’s test for unpaired data. (*): p < 0.05. n = 20.
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III. Publication 3: Intestinal microbiota modulation and physiological

consequences on the host, during a chronic lactose malabsorption

Objectifs

Peu de travaux ont étudié in vivo les variations métaboliques et physiologiques
consécutives a une malabsorption chronique de lactose. L’objectif de ce travail est de
suivre les modulations de la composition et de I’activité du microbiote intestinal ainsi
que les conséquences sur la physiologie de 1’hdte malabsorbeur, lors d’une ingestion

subchronique (6 jours) de lactose chez le rat.

Méthodes

Nous avons utilisé des rats males Wistar (350-400g) répartis en 2 groupes recevant un régime
€quilibré contenant soit 25 % de lactose (groupe L25 expérimental) soit 25 % de saccharose
(groupe S25 contrdle pair-fed). Nous avons effectué des abattages séquentiels au 1%, 2° et 6°
jour de régime (6 rats de chaque groupe par jour). Lors de ces abattages, nous avons prélevé
du sang porte, les contenus intestinaux et des segments coliques (proximaux, médians et
distaux). Les acides gras a chaines courtes (AGCC) et le lactate ont été dosés respectivement
par chromatographie en phase gazeuse et par kits enzymatiques dans les contenus intestinaux
et dans le sang porte. Les dynamiques de populations bactériennes prédéfinies (lactobacilles,
bifidobactéries, entérobactéries, entérocoques, clostridies, bactéries sulfato-réductrices,
bactéries acétogenes, archées méthanogenes) ont été suivies par qPCR absolue, dans le
caecum et le colon. La myeloperoxydase (MPO) a été quantifiée par dosage enzymatique dans
la muqueuse colique proximale et distale, et une étude histologique a été réalisée dans la
muqueuse colique médiane. La présence de sang dans les selles (mise en évidence par le test
Hemocult) ainsi que 1’osmolarité et le pH des contenus caecaux et coliques ont également été

évalués.

Principaux résultats

La comparaison au cours du temps du groupe L25 versus S25 pair-fed montre une stabilité du
nombre de bactéries totales, malgré une prolifération des groupes bactériens fermentaires
primaires et/ou a activité beta-galactosidase-positive dans le caecum et le colon proximal et
des groupes hydrogénotrophes dans le colon proximal et distal. Apres 6 jours de régime L25,

la prédominance des bifidobactéries et des groupes Lactobacillus et Bacteroides s’installe
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dans le caecum ; celle des bactéries lactiques et du groupe Bacteroides s’installe dans le cdlon
proximal ; celle des bifidobactéries et du groupe Bacteroides s’installe dans le colon distal.
Les bactéries sulfato-réductrices diminuent dans tous les segments a la faveur des bactéries
acétogenes dans le caecum et le colon proximal (effet régime p < 10™), et a la faveur des
bactéries acétogenes et des archées méthanogenes dans le colon distal (effet régime p < 107.
Parallelement, 1’activité beta-galactosidase est supérieure dans le caecum du groupe L25,
(effet temps*régime p < 0.05). Les concentrations coliques en AGCC deviennent
significativement supérieures dans le groupe L25, en comparaison au groupe S25, avec une
interaction temps*régime notamment dans le caecum (p = 0.007), le colon distal (p = 0.002)
et le sang porte (p = 0.009). Les concentrations sanguines en AGCC présentent une nette
augmentation a J1, suivie d’une stabilisation a J2. Enfin, I’activit¢é MPO et 1’histologie des
muqueuses traduisent un état inflammatoire transitoire a J1 et J2 pour le groupe L25 avec
notamment une activité MPO supérieure dans le c6lon proximal (p=0.04) et le c6lon distal
(p=0.03), un ratio (aire de la muqueuse/ aire de la section) plus petit (p=0.03) et un ratio
cellules (muco-sécrétrices/ colonyctes) plus grand (p=0.04). L’atténuation de ces
parametres, observée au jour 6, laisse supposer une réduction de I’inflammation et une

habituation de 1’h6te aux conséquences de I’ingestion chronique de lactose.

Conclusions

L’ingestion subchronique de lactose modifie donc la composition et 1’activité du
microbiote intestinal. Les premiers jours d’ingestion de lactose sont associés a une
activité fermentaire importante du microbiote intestinal, a un faible recyclage des
métabolites bactériens coliques et a un remaniement de la proportion de chaque
population constitutive. Au fil des jours, 1’évolution de la composition du microbiote
intestinal se poursuit et laisse supposer un meilleur recyclage des métabolites du lactose.
Cette période est aussi associée a une réduction de I’inflammation de la muqueuse. Ces
résultats soutiennent 1’idée que 1’ingestion réguliere de lactose pourrait, apres plusieurs

jours d’adaptation du microbiote intestinal, avoir un effet sur la physiologie de 1’hdte et

notamment sur 1’amélioration de sa tolérance.
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Abstract

Lactose malabsorption has been mainly studied for acute ingestion and consequences of
chronic lactose malabsorption remain unclear. This study monitors the potential adaptations
of both the intestinal microbiota and the malabsorber host, during prolonged lactose ingestion.
Two groups of Wistar male rats received a diet containing either 25 % of lactose
(experimental L25 group) or 25% of sucrose (S25 pair-fed control group). Sacrifices were
carried-out after 1, 2 and 6 days of diets. Intestinal contents were sampled to evaluate the
microbiota composition and activity. Portal blood and colonic mucosa were sampled to
evaluate the host physiology. The microbial composition revealed stability in the number of
total bacteria over both diets, with a reshaping in the dominance of genus and bacterial groups
according to an increasing gradient pattern from caecum to distal colon in the L25 group.
Generally, the evaluated micro-organisms were more abundant in the intestinal contents of
L25 group. The fermentative capacity was rapidly stimulated (increase of lactic acid bacteria
and other fermentative bacteria). The hydrogen-recycling capacity was also quickly
stimulated in distal colon (increase of acetogenic bacteria and methanoarchaea) and more
slowly in caecum and proximal colon. Concomitantly, in the L25 group compared to the S25
pair-fed group, the beta-galactosidase activity increased in caecum (diet effect: p<0.001) and
proximal colon (diet effect: p<0.05), as well as the intestinal and plasmatic SCFA
concentrations. Consequently, the caecal, proximal and distal colonic contents were acidified
(diet effect: p<0.001 for each). A transient inflammatory state was observed in the colon of
L25 group by a MPO activity higher in the proximal (p=0.04) and distal (p=0.03) colon and
by a lower ratio mucosa area/ section area (p=0.03), especially during the first days of L25
diet. These findings reveal that a prolonged ingestion of lactose changes the colonic

microbiota and leads to an adaptation of the host’s physiology.
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Introduction

Consequences of lactose malabsorption have been mainly described for acute ingestion, in
animal and clinical studies. The origin and mechanisms leading to the symptoms of
intolerance remain unclear. Nevertheless, it is well established that acute malabsorption is
associated to a reduction of the oro-caecal transit time (1-5), an activation of the intestinal
motility (6, 7), an enhancement of the intestinal fermentation (8-10), and an increase of
visceral sensitivity (11, 12).

Consequences of a lactose malabsorption are less described after chronic ingestions. Phyla
composing the microbiota are quite stable over the life but diet, especially its indigestible
fraction, influences the repartition of species and functional groups (13). However, few data
are available on the modifications induced by a prolonged lactose malabsorption. In vitro and
ex vivo studies usually evaluated the evolutions of lactobacilli and bifidobacteria over a
chronic malabsorption of lactose. They underlined a proliferation of lactobacilli and
bifidobacteria, a stimulation of beta-galactosidase activity and an increase of lactate
concentrations, in a continuous culture system and at the optimal pH of 6.7 (14, 15). One
clinical study compared the microbiota composition of lactose malabsorbers at baseline and
found no difference, especially in the number of bacteria with a beta-galactosidase activity
(16). Another clinical study compared the modification of the microbiota composition in
malabsorbers, after a 2-week ingestion of lactose, and highlighted only a proliferation trend of
lactobacilli and bifidobacteria (2). Other trials revealed that a 2-week ingestion of lactose by a
malabsorber had similar consequences as lactulose, ie an increase of faecal beta-galactosidase
and a decrease of faecal pH, hydrogen expiration and bloating (17, 18). Therefore, the
literature suggests an adaptation of the malabsorber host under chronic ingestion, associated
with a reduction of the clinical symptoms. Since the endogenous lactase is not an inducible
enzyme (19), the adaptation may be connected to other functional modifications such as the
microbiota composition and metabolic activity or host physiological adaptations. The
understanding of such mechanisms is essential to optimise the clinical approach and care of
lactose intolerance.

We performed an animal study to highlight the mechanisms of modulation and adaptation to a
chronic ingestion of lactose by a malabsorber host. For this purpose, we compared series of
parameters related to microbiota and host physiology (in large intestine) between the 125
group receiving a lactose-containing diet (experimental group) and the S25 pair fed group

receiving a sucrose-containing diet (control group). Modifications in intestinal microbiota
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composition were monitored through real-time PCR enumerations and modifications in
microbiota metabolic activity were monitored through beta-galactosidase activity, SCFA and
lactic acid quantifications. The overall luminal environment was characterized with pH and
osmolarity . The host physiology was described by SCFA or lactic acid measurements in
portal blood, myeloperoxydase activity quantification and histological observation of colonic

mucosa.

Material and methods

Animals and diets

The experiments were carried out following the European directive 2010/63/UE relative to the
protection of animals used for scientific purposes, and were approved by the ethical
committee of INRA (Approval reference 12/002).

36 male Wistar rats (350-400g) were housed under an artificial 12:12 L/D cycle (lights on at
8:00 am). Being more than twelve weeks old at the onset of the studies, they were naturally
lactase deficient. Rats were adapted during 8 days to a standard diet of 74% carbohydrate
(63% starch, 11% sucrose), 14% protein and 12% fat as energy. This standard diet was
composed of dairy proteins (140 g/kg), starch (622 g/kg), sucrose (100 g/kg), cellulose (50
g/kg), soybean oil (40 g/kg), mineral mix AIN-93M (35 g/kg), vitamin mix AIN-93V (10
g/kg) and choline (2.3 g/kg) (20). The experimental test meals were composed of the standard
diet modified to contain 25% (w/w) of either lactose (experimental group, termed L25) or
sucrose (pair-fed control group, termed S25 pair-fed), added at the expense of starch. The rats
were randomly assigned to one of these groups, L25 or S25 pair-fed. n;j = 36 rats were
serially sacrificed for sample collection where: i(diet)=1,2 (1=L25, 2=S25), j(time point from
diet ingestion)=1,2,3 (1=1day, 2=2days, 3=6days) and k(rat)= 1,...,6. The sacrifices were
performed after 1, 2 and 6 days, 13 hours after the last meal, by an intra-peritoneal injection
of pentobarbital (0.1 ml/ 100 g bw).

Sample collection and storage

Portal blood (2 ml) was sampled directly from the hepatic vein, using a heparinised syringe.
Blood samples were centrifuged for 4 min at 4°C and 600 g. 315 ul of the plasmatic fractions
were mixed with 35 pl of 5% H;PO, for further derivatization and gas chromatography (GC)
quantification of SCFA. The rest of the plasmatic fraction was kept in tubes for analyses by

enzymatic assays. All samples were stored at -80°C until analyses.
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Caecal and colonic contents were sampled in sterile microtubes to determinate SCFA and
lactate concentrations (500 mg). SCFA and lactate were extracted from caecal and colonic
contents by vigorous mixing with respectively 0.9 fold and 1.8 fold of deionised water. The
mixture was centrifuged and 315 ul of the supernatants were mixed with 35 ul of 5% H3;PO,
and stored at - 80°C until derivatization and GC quantification. The rest of the supernatants
were either used directly to measure pH and osmolarity or stored at -80°C for lactate
quantification.

For microbiological quantifications, 200 mg of caecal and colonic contents were placed in
300 ul of PBS and stored at -80°C until analyses.

For beta-galactosidase activity determination, 100 mg of caecal and colonic contents were
placed in microtubes and mixed with 900 ul of phosphate buffer (0.05 M, pH= 6.8). After
careful homogenisation, the tubes were centrifuged 5 min at 200 g. The supernatants were
kept in new tubes and 500 ul of phosphate buffer was added to suspend the pellets. The last
two steps were repeated twice. The three supernatants, originating from the same sample,
were pooled and centrifuged 3 min at 9000 g and 4°C. The pellet was resuspended with 100
ul of lysis buffer and stored at -20°C until analysis.

The colonic tissues were washed in ice cold 0.9 % (w/v) NaCl (pH 7.0). 1 cm of the proximal
segment and 1 cm of the distal segment were removed, directly placed in liquid nitrogen and
stored at -80°C until MPO analyses. 1 cm of the median segment was removed for the
histological analyses and placed in paraformaldehyde 7 % for 24 hours at room temperature.
Then the segments were equally divided (2*0.5 cm) and placed in ethanol 70 % at 4°C, until
inclusion and lame preparations.

Microbiological analyses

Caecal and colonic samples were used for DNA extraction using the QIAmp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). gPCR was used to quantify the different bacterial groups
of faecal microbiota using genus- and group- specific primers described in Table 1 (21-28).
Briefly, PCR amplification and detection were performed with a stepOnePlus real-time PCR
system (Applied Biosystems, Saint Aubin, France) using Fast Syber Green Master Mix
(Applied Biosystems, Saint Aubin, France). The reaction mixture was composed of 1 ul of
DNA, 5 ul of Fast Syber Green Master Mix, 0.1 to 0.3 ul of each primer, and sterile water up
to 10 pl. Quantification was performed using standard curves, established with known
concentrations of plasmids containing the respective DNA amplicon for each set of primers,

as previously described (29).
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SCFA quantification

The SCFA were measured after derivatization (esterification) with a modified Kristensen
technique (30), followed by GC. This method is based on SCFA esterification by 2-
chloroethylchloroformate in aqueous and acid medium, using isocaproic acid as internal
standard. More precisely, the samples (350 ul) prepared as mentioned above were mixed with
20 pul 37% HCI and 100 pl of a 1% isocaproate solution (w/v). Then 750 pl acetonitrile, 750
ul 2-chloroethanol and 100 ul pyridine were added. After careful homogenization, the
mixtures were centrifuged during 10 min at 3000 rpm and 4°C. The reaction was initiated by
adding 50 pl 2-chloroethyl chloroformate to 1.5 ml of the supernatant. Subsequently 4 ml of
distilled water was added and the esters were extracted with 500 ul of cyclohexane. They
were analyzed with a gas chromatograph (Varian CP3800) equipped with a capillary column
(30 m, 0.32 mm i.d., Restek Rtx 502.2) and fitted with a flame ionization detector and a
split/splitless injector. Helium was used as the carrier gas (1 ml/min) and 6 pl of each sample
was injected. The column was maintained at 75°C for 6 s then the temperature was increased
to 170°C at a rate of 7°C/min. This temperature was maintained for 10 min, before being
increased to 220°C (50°C/min) and kept for 3 min. The injector and the detector were utilized
respectively at 200°C and 300°C. The amount of SCFA was determined with reference to an
internal standard (isocaproate) and external standards (200 mM acetate, 80 mM propionate,
80 mM butyrate, 10 mM isobutyrate, 10 mM isovalerate, 8 mM valerate and 8 mM caproate).
Lactate enzymatic assay

D/L-lactate concentrations were determined with a commercial kit (Megazyme International
Ireland Limited, Wicklow, Ireland). Samples, prepared as mentioned above, were
homogenised and centrifuged during 5 min at 4°C and 14000 g. The supernatant was
collected for a second centrifugation during 15 min at 4°C and 14000 g. 500 pl of the
supernatant was applied to a spin column of a centrifuge nanosep filter (30 kD) (Pall
Corporation, Saint-Germain-en-Laye, France) and centrifuged at 4°C and 14000 g, until
filtration of the whole volume. D/L lactate was then quantified in the final ultra-filtrates,
according to the manufacturer’s recommendations.

pH and osmolarity measurements

The measurements were performed on 100 ul of filtrated intestinal samples. Osmolarity and
pH were measured using respectively a Loser Osmometer (Camlab, Cambridge, UK) and pH

strip tests (Merck, Darmstadt, Germany).
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Determination of beta-galactosidase activity

Two freeze (- 20°C) and thaw (37°C) cycles were performed to lyse the cells. After the
preparation of the samples according to the manufacturer’s recommendations (Invitrogen,
Saint Aubin, France), the spectrophotometric reading was performed at 420 nm.
Determination of specific myeloperoxydase activity

500 uL of phosphate buffer (50 mM, pH 6), containing 0,5% of hexadecyl
trimethylammonium bromure (HTAB), were added to the defrozen samples. Homogenization
was performed by mechanical lysis (2*10 sec) with an Ultraturax (Ultra Turrax T25, IMLAB,
Lille). Then the samples were centrifuged during 30 min at 10000 g and 4°C. The
supernatants were kept on ice. The pellet was resuspended with 500 pL of phosphate buffer
containing HTAB and submitted to freeze (1 min in liquid nitrogen) and thaw (10 min in
37°C water-bath) cycles, followed by mechanical lysis with an Ultraturax (3*3 sec). The
mixture was centrifuge. Then, the three supernatants were pooled and used to determine MPO
activity. SOuL of the supernatant were mixed with 50 uL of phosphate buffer (50mM, pH 6,
HTAB 0.5 %), 238 uL of 6 uL of phosphate buffer (50mM, pH 6), 6 uL. of O-dianisidine
dihydrochlorure (20mg/mL) and 6 puL of hydrogen peroxide. The activity of MPO was
determined at 450 nm, from the differences between absorbance at 10 minutes and initial
absorbance. The total protein content was determined on 5 pl of the same sample with a
commercial kit (Biorad, Strasbourg, France) based on the Bradford dye-binding method,
according to the manufacturer’s recommendations.

Histological analysis

The histological preparations of colonic segments were performed by the histological and
morphological platform of Cochin Institute (Paris XIII, France) and then analysed using an
optic microscope Axio Imaginer Z1 (Zeiss, Le Pecq, France). The ratio mucosa/ total section
was electronically computed on the whole sections with the software Fiji version 32. The
numbers of inflammatory clusters, goblet cells, colonocytes, eosinophil and polynuclear cells
were enumerated on four sections of each preparation, and their means were recorded.
Statistical analyses

Results are presented as means £ SEM. Analyses were performed with either an ANOVA or a
Student’s t-test for the unpaired data, both using the software SAS (version 9.1). Pearson’s
coefficients were computed to correlate the parameters. The significance level of all statistical

analyses was set at p < 0.05.

-96 -



Results

Microbiological analyses

The microbiological analyses were performed by qPCR on caecal and colonic contents.
Table 2 (A, B and C) presents the results of specific genus or bacterial groups enumerations
after 1, 2 and 6 days of L25 and S25 pair-fed diets. The total number of bacteria remained
stable during the experiment, all along the intestines (caecum, proximal colon and distal
colon). The S25 pair-fed group exhibited a segment-specific composition of the dominant
microbiota (at least 8.logl0 copies/g content) that was reshaped with L25 diet. Indeed, in
caecum, the Clostridium leptum group was no longer in the dominant microbiota from day 2.
In proximal colon, Lactobacillus and Clostridium coccoides groups catched up with the
dominant microbiota from day 1 and Clostridium leptum group became subdominant from
day 2. In distal colon, Bifidobacterium, acetogenic bacteria, Lactobacillus, Bacteroides and
Clostridium coccoides groups catched up with the dominant microbiota from day 1.
Generally, the micro-organisms evaluated in this study were significantly more abundant in
the intestinal contents of L.25 group with an increasing gradient number from caecum to distal
colon (Table 2). Diet variable presented significant effect mainly on the populations of
Bifidobacterium, Lactobacillus group, Enterococcus and methanoarchaea in proximal and
distal colon (Supplemental data S1).

Relative variations of the microbiota (LL.25/S25) are also presented in Figures 1-2-3. The
statistical analysis revealed that time*bacteria variables had significant effects lactic acid
bacteria (LAB) in caecum, and for non LAB-fermentative bacteria and hydrogenotrophic
bacteria in all segments. In all these cases, the population dynamics of bacteria may be taken
into account. The L25/S25 ratios were high for all LAB, in all intestinal segments (Figure 1).
At day 6, the ratios remained high for Bifidobacterium and Lactobacillus group in caecum
and for all LAB in proximal colon and moderately high for all LAB in distal colon. The
population dynamics of non LAB (Figure 2) were also deeply shaped by the intestinal
segment. At day 6, L25/S25 ratios remained high for Bacteroides and Clostridium coccoides
groups in caecum, for the enterobacteriaceae, Bacteroides and Clostridium coccoides groups
in proximal colon and mainly for Bacteroides group in distal colon. L25/S25 ratios of the
Clostridium leptum group decreased continuously in colon over the 6 days of experiment,
especially in proximal colon. The relative evolutions of hydrogenotrophic bacteria (Figure 3)
were characterized by a transient increase of the 1.25/S25 ratios of sulfate-reducing bacteria at

day 1, followed by a decrease from day 2 to day 6. This trend was particularly pronounced in
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caecum. The L25/S25 ratios of acetogenic bacteria and methanoarchaea were increasingly
higher from caecum to distal colon.

Determination of beta-galactosidase activity

Beta-galactosidase activity was quantified in caecal and colonic contents of L25 and S25
pair-fed groups (supplemental data S2). Time, diet and time*diet variables presented
significant effects on caecal beta-galactosidase activity (p=0.01, p<0.001 and p<0.05
respectively), and time and diet variables presented significant effects on colonic beta-
galactosidase activity (p=0.02 and p=0.04 respectively). Significant differences between L25
and S25 pair-fed diet were especially observed in caecum after 1 day of diet (p<0.01) and in
colon after 6 days of diet (p<0.001).

SCFA quantification in intestinal contents and portal blood

SCFA were quantified in intestinal contents and portal blood in L25 and S25 pair-fed groups
(Figure 4). Time, diet and time*diet variables presented significant effects on SCFA
concentrations in caecum (p=0.004, p=0.001 and p=0.007 respectively), distal colon
(p=0.002, p=0.002 and p=0.02 respectively) and portal blood (p=0.03, p<0.001 and p=0.009
respectively) whereas only time variables presented significant effects on SCFA
concentrations in proximal colon (p=0.01). Significant differences between L25 and S25 pair-
fed groups were especially noted at day 1 in caecum (p<0.001), days 2 and 6 in distal colon
(p<0.05 for both), and day 2 in portal blood (p<0.001). Table 3 highlights the differences in
intestinal and sanguine SCFA, between the two groups. Indeed, in the L25 group compared to
the S25 pair-fed group, concentrations in acetate, propionate and butyrate (p<0.001) were
higher in caecum (p=0.003, p=0.02, p <0.001 respectively), distal colon (p=0.01, p=0.01,
p<0.05 respectively) and portal blood (p<0.001, p<0.001, p<0.001 respectively). Overall, total
SCFA over the L25 diet, in each colonic segment (30 % in caecum, 3-fold in proximal colon
and 4-fold in distal colon).

Lactate was also quantified in the caecum of L25 and S25 pair-fed groups (supplemental data
S3). Only diet variable presented significant effects on caecal lactate concentrations (p<0.001)
and differences between the two groups were observed at days 1 (p<0.001), 2 (p<0.01) and 6
(p<0.05).

pH and osmolarity

pH and osmolarity were measured in caecum, proximal colon and distal colon (supplemental
data S4 and S5). Diet and time*diet variables presented significant effects on pH in caecum

(p<0.001 and p=0.02 respectively), proximal colon (p<0.001 and p=0.03 respectively) and
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distal colon (p<0.001 and p<0.05 respectively). Significant differences between the two
groups were observed after 1, 2 and 6 days of diet (p<0.001 for each). Interestingly,
osmolarity was negatively correlated to pH in the proximal colon (R=-0.46, p=0.02). Indeed,
diet presented significant effects on osmolarity in proximal (p=0.04) and distal colons
(p<0.01).

MPO activity

MPO activity was quantified in the proximal and distal colonic mucosa (Figure 5). Time and
time*diet variables presented significant effects on the MPO activity in proximal colon (p =
0.04 for both). MPO activity was significantly higher in the L25 group compared to the S25
pair-fed group, especially at day 2, both in proximal (p = 0.03) and distal colon (p = 0.02).
Histological analysis

The histological analyses revealed significant differences between 125 and S25 pair-fed
groups. Indeed, a general lower ratio [mucosa/ total section] (p = 0.03) and a general higher
ratio [goblet cells/ colonocytes] (p = 0.04) were observed in the L25 group, with main
differences at day 1 and day 2 (Supplemental data S6). No significant difference was

observed in the numbers of inflammatory clusters or eosinophil cells.

Discussion

This study underlined the modulation of the intestinal microbiota and the consequences
on the malabsorber host’s physiology, over a prolonged ingestion of lactose.

The first aspect of the intestinal modulation concerns the modification of microbiota
composition. Despite a stable number of total bacteria, groups and genus repartitions were
modified in L25 group, compared to S25 pair-fed group. In caecum, the profile variations of
dominant microflora were more limited than in other segments since it is usually the main
intestinal part where easily fermentable substrates are fermented. However, lactose
profoundly affected the population dynamics of fermentative bacteria (LAB and non-LAB)
over the 6 days of experiment. At day 6, the numbers of Bifidobacterium and Lactobacillus
group, Clostridium coccoides and Bacteroides groups drastically increased. At day 6, lactic
acid bacteria and Bacteroides group became predominant in proximal colon whereas
Bifidobacterium and Bacteroides group became predominant in distal colon. Clostridium
leptum group became sub-dominant over the 6 days of experiment in caecum and distal colon.
Lactobacilli and bifidobacteria proliferations are usually considered as favourable for gut

health, however Clostridium leptum decrease has been described as a common trait of IBD
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microbiota (31, 32). Sulfate-reducing bacteria were stimulated over a temporary period in all
intestinal contents. The numbers of methanoarchaea increased in all intestinal segments,
especially in distal colon, and the numbers of acetogenic bacteria increased, especially in
proximal and distal colons. Such proliferations actually reveal two successive proliferation
waves in caecum and proximal colon of L25 group. The first wave corresponds to the rapid
growth of some LAB and non LAB fermentative bacteria (Bifidobacterium, Bacteroides
group, enterobacteriaceae and Lactobacillus group), responsible for the production of osmotic
compounds and presumably the development of the intolerance symptoms (33). The second
wave, corresponding to the quite slow growth of bacteria with the ability to recycle the
generated metabolites (acetogenic bacteria, sulfate-reducing bacteria and methanoarchaea)
that is supposed to recycle the osmotic compounds and gases produced and to play a key role
in the alleviation of intestinal symptoms (34-36). Interestingly, the growth Kkinetics of
fermentative bacteria and hydrogenotrophic bacteria were quite similar in distal colon of L25
group. Furthermore, sulfate-reducing bacteria are the only hydrogenotrophic bacteria
exhibiting an increased followed by a decreased concentration over the lactose diet, probably
due to the depletion in sulfates (diet or more probably sulfomucins). Moreover, despite their
competition for hydrogen, acetogenic bacteria and methanoarchaea proliferated with parallel
kinetics but the broad range of substrates used by acetogenic bacteria (such as SCFA, organic
acids, mono-di-tri-tetra saccharides) confer them a fitness advantage over this lactose diet
(37).

The second aspect of the colonic modulation concerns the modification of microbiota
metabolic activity. The beta-galactosidase activity increased over the first two days of
L25 diet, similarly to results obtained on the stools of lactose intolerant volunteers (38),
before decreasing. This enzymatic kinetic may be related to the dynamics of the
previously mentioned beta-galactosidase positive bacteria (39-41). Furthermore, the
enhanced production of lactate and SCFA in the L25 group may be attributed to the
proliferations of lactic acid and other fermentative bacteria especially over the first two
days. Despite a limited production and accumulation under normal circumstances, lactic
acid is an important electrons sink in the colonic ecosystem. Indeed, it is used to
regenerate cofactors that are rapidly depleted during growth in fermentative bacteria (31).
While D and L-stereoisomers can be both generated by colonic micro-organisms, L-

stereoisomer remains the major metabolite. These findings are consistent with the results
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found with ex vivo lactose fermentation in human stools (8) and in vivo FOS fermentation
in rats (42).

The third aspect of the colonic modulation concerns the environmental parameters such
as pH and osmolarity. Indeed, caecal and colonic pH were stable and around 6 all along the
L25 diet. Such values are lower than those found in literature where caecal pH varies between
6.4 and 7.2 and colonic pH varies between 6.8 and 7.6, depending on the fed or fasted status
of the rats (43).

Such microbiota modulations lead to an adaptation of the host’s physiology, supported by
the microbiota-host interactions. The SCFA concentrations in the portal blood increased
at day 1 and then stabilized. This suggests a rapid but limited adaptation of the host
whose SCFA specific transporters, such as MCT1 and sMCT1, may be rapidly saturated
(Alexandre et al, 2012, British Journal of Nutrition, In Press). The consequences are an
accumulation of SCFA, an acidification of the contents and an increased osmolarity,
mainly in the proximal and distal colonic contents of the L25 group. Furthermore,
physiological and histological modifications are noticed in the L25 group over the diet:
the first days of L25 diet are associated to a significant rise of the MPO activity, a thinner
mucosa, a dilated lumen and an increased number of goblet cells. These characteristics
may indicate a moderate inflammatory state. Indeed, inflammatory bowel condition has
been characterized by a significant increase in MPO activity in the colonic mucosa (44),
mucosal erosion has been underlined during a DSS induced colic inflammation (45) and
stimulated mucus secretion, induced by growth of goblet cells, has showed physical
protection during a colonic mucosa inflammation (46). Similar consequences indicating
mucosal irritations have been previously shown with a prolonged FOS ingestion in rats (42,
47) and, with more moderate effects, in humans (48). They were also associated to a higher
colonisation and translocation of salmonella (49, 50). However, the return of these
parameters to their initial values after 6 days suggests an adaptation of the host and
probably a reduction of his symptoms. The reduction of the inflammation may be also
justified by the microbiota modulation since it has been demonstrated that probiotic
bacteria interacted with the host epithelium and could resolve colonic inflammation (44) and/
or by the high butyrate concentrations all along the colonic segments. Indeed, anti-
inflammatory properties of butyrate have been underlined in inflammatory bowel disease,
mainly through NF-kappa-B inhibition and anti-oxydation modulation (51-53). At last,

the food intake pattern (supplemental data S7) reveals a rupture in the L25 diet ingestion from

- 101 -



day 2 to day 5 probably corresponding to the period with intense symptoms of intolerance,
followed by a compensation period from day 5 where the food intakes re-increase and
overtake the day-1 values. This last period is also an indicator of the host’s adaptation that
gets habituated to the diet with alleviated symptoms.

To conclude, this study monitors the modulations of both the malabsorber host and its
colonic microbiota, and highlights the microbiota-host interactions. A prolonged
ingestion of lactose modifies the composition and metabolic activity of the colonic
microbiota, with a segment-specific pattern. Overall, fermentative and hydrogen-
recycling capacities are increased all along the intestines, but especially in caecum and
proximal colon for fermentations, and in distal colon for hydrogen-recycling. Few genus
or groups are stabilised at day 6 (Clostridium leptum group in caecum and proximal
colon, Lactobacillus group in proximal colon and Bacteroides group in distal colon).
Further longer studies would help to describe the new microbiota balance, keeping in
mind that rat and human microbiota are different. These results pave the way to new
nutritional strategies for the treatment of lactose intolerance. Over all, small but regular
amounts of lactose seem to modulate the host’s physiology and tolerance. The benefits of
classic probiotics such as Bifidobacterium and Lactobacillus group are shown but other
supplementations could also be suggested. Indeed, the beneficial effects of
supplementation in specific Bacteroides strains or in hydrogenotrophic bacteria such as
acetogens could be evaluated. Supplementation in prebiotics, specifically enhancing the
growth of these genus or groups, could be another strategy for the alleviation of lactose

intolerance symptoms.
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SUPPLEMENTAL DATA

(A) Time effect Diet effect Time*Diet effect
Bifidobacterium p=0.04 p <0.001
Enterobacteriaceae p=0.02
Bacteroides group p <0.001
(B) Time effect Diet effect Time*Diet effect
Bifidobacterium p=0.02
Lactobacillus group p <0.001
Enterococcus p=0.02
Enterobacteriaceae p <0.001
Bacteroides p <0.001
Methanoarchaea p=0.05 p <0.001
(C) Time effect Diet effect Time*Diet effect
Bifidobacterium p <0.001
Lactobacillus group p <0.001
Enterococcus p <0.001 p=0.04
Enterobacteriaceae p=0.01 p <0.001 p=0.04
Bacteroides group p <0.001
Methanoarchaea p =0.004 p <0.001

S1: Effects of time, diet and time*diet variables on intestinal microbia after L25 and S25
pair-fed diets in caecum (A), proximal (B) and distal (C) colon. n;jx= 36 where
i(diet)=1,2, j(time point from diet ingestion)=1,2,3 and k(rat)= 1,...,6. Time, diet and
time*diet effects are evaluated by an ANOVA. A p-value over 0.05 was considered as not
significant.
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S2: Beta-galactosidase activity in caecum (A) and proximal colon (B) over 6 days of L25
and S25 pair-fed diets. (W) 1.25: diet containing 25% of lactose; (0) S25: pair-fed diet
containing 25% of sucrose. Data are presented as means + SEM. Time, diet and time*diet
effects are evaluated by an ANOVA. Comparisons at specific time are evaluated by a
Student’s test for unpaired data. A p-value over 0.05 was considered as not significant (for
ANOVA). (*) (for Student’s test): p < 0.05. n;;x = 36 where i(diet)=1,2, j(time point from diet
ingestion)=1,2,3 and k(rat)=1,...,6.

- 110 -



100
80 -
80
70
B0
a0
40
30
20 1
10 +

pmol in the whole content

1 2 6
Time (days)

S3: Lactate caecal concentrations over 6 days of L.25 and S25 pair-fed diets. (W) L25: diet
containing 25% of lactose; (O) S25: pair-fed diet containing 25% of sucrose. Data are
presented as means + SEM. Time, diet and time*diet effects are evaluated by an ANOVA.
Comparisons at specific time are evaluated by a Student’s test for unpaired. A p-value over
0.05 was considered as not significant (for ANOVA). (*) (for Student’s test): p < 0.05. njjx =
36 where i(diet)=1,2, j(time point from diet ingestion)=1,2,3 and k(rat)=1,...,6.
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S4: pH in caecum (A), proximal (B) and distal (C) colon over 6 days of L.25 and S25 pair-
fed diets. (W) 1.25: diet containing 25% of lactose; (0) S25: pair-fed diet containing 25% of
sucrose. Data are presented as means £ SEM. Time, diet and time*diet effects are evaluated
by an ANOVA. Comparisons at specific time are evaluated by a Student’s test for unpaired
data. A p-value over 0.05 was considered as not significant (for ANOVA). (*) (for Student’s
test): p < 0.05. n;jx = 36 where i(diet)=1,2, j(time point from diet ingestion)=1,2,3 and k(rat)=
1,...,6.
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S5: Osmolarity in caecum (A), proximal (B) and distal (C) colon over 6 days of L.25 and
S25 pair-fed diets. (W) L.25: diet containing 25% of lactose; (0) S25: pair-fed diet containing
25% of sucrose. Data are presented as means + SEM. Time, diet and time*diet effects are
evaluated by an ANOVA. Comparisons at specific time are evaluated by a Student’s test for
unpaired data. A p-value over 0.05 was considered as not significant (for ANOVA). (*) (for
Student’s test): p < 0.05. nj;x = 36 where i(diet)=1,2, j(time point from diet ingestion)=1,2,3
and k(rat)=1,...,6.
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S25 L25

Day 1 Day 2 Day 6 Day 1 Day 2 Day 6

Ratio [mucosa/ 0.75+£0.02 0.71+£0.02 0.72+£0.02 0.68 £0.01* 0.61+£0.04* 0.67 £0.02%*
section]

Ratio [goblet cells/
colonocytes] 0.70 £0.14 0.52+0.07  0.70£0.18  0.93+0.09 1.03£0.25* 0.87+£0.11

S6: Histological parameters after 1, 2 and 6 days of L25 and S25 pair-fed diets. Data are
expressed as means + SEM. L.25: diet containing 25% of lactose; S25: pair-fed diet containing
25% of sucrose. Data are compared (L25 versus S25) by a Student’s test for unpaired data (at
day 1, day 2, day 6). (*): p < 0.05. n;jx = 36 where i(diet)=1,2, j(time point from diet
ingestion)=1,2,3 and k(rat)=1,...,6.
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S7: Food intakes pattern in L25 group. Data are presented as means + SEM. n;jx = 36

where i(diet)=1,2, j(time point from diet ingestion)=1,2,3 and k(rat)=1,...,6.
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Resume :
L'intodérance au ladose est I'expression d'une malabsomtion intestinae, causés
par une hypolactasie. Cette défidence en ladase peut etre d'origine primaine
congénitale lorsgu'alle résulte d'une mutation du géne codant pour o lactase ot
apparait dés la naksance, ou d'oigine prirmaine acquise lorsgu’elle se développe
avec age. Dans les deux cas, la perte o activieé lactasique est iméversible. La
déficience en lactase peut également étre d'origine secondaire, notammentdans
la cadne d'une attainte épithéfiale intestinale ; efle est dans ce cas révesible. Les
symptimes assodés & lintolémnce sont non spédfigues et serblalbdes 3 cew: du
syndrome de lintestin imtable. Actuellement, plusieurs mé thodes diagnostigues
caractérisant de fagon spédfique 'hypolactasie, ia malabsorption ou
lintclérance sont disponibles. Cependant, lewr fiabiité est relative ot ces
méthodes sont encore peu accessibles. Une évaluafion conjointe de la
malabsorption et de lintolérance dewait &tne systématiqguemaent réalsda, afin
d'optimser la fiabilité dudiagnostic. Encas d'hypolactasie avec malabsorption et
intolarance, des solutions thérapeutiques axstent, Elles font notamment appel
au régime d'exdusion, 3 18 consommation de denrées afimentaires délactasées et
4 une enzymothérapie substititive.

B Mots clés : intoMrance au lactose, malatsonption

Abstract

Lactose intolerance rasults from intestinal malabsorption, due to hypolbciasa.
Such a deficiency may have a congenital primary origin when resulting from a
mutation of the Bcase coding gane and appearing at birth, or an aoguined
primary ongin when developing over tima. In both cases, hypolactasia & non-
reversible. | actase defidency may ako have a secondary origin when resulting
from an ntestingl epithelial disease. fn such cases, hypolactasia & reversibie. The
symptoms associabed to intolerance are not spacific but similar to those of the
irritable bonwel syndnome. Nowadays, various diagnostic technigues ane awailable
bt of imited relability and lacking of accessibility. A combined evaluation of
malabsorption and intolerance must be systematically perforrmed it crder to
potimice the diagnostic raliability. in cazsoof hypolaciasih with mal beomition and
intolarance therapeutic solutions axist. They are based on an exclusion dist, the
use of factose-free foods and substitutive anzpmaotherapy.

B Key words: lactose intoderance, malabsompbion

Ei&n que largament dooumans
tée aujourd'hui, I'intokanoe
au lactose neste enoone peL e aonnLe
par les professionnels de santé.
L'hétérogénéite et le mangue de
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standardiation des termes employas
limitent son diagnostic et sa prse an
charga thé mpeutique,

Les objedifs de cat article sont de bsen
prédisar les éléments nosclogiques et



de décrire les méthodes diagnostigues et les traitements
disponibles.

Heterogenéité de la terminologie

Malgré une volonté d'harmonisation, un flou imporant
persiste dans [a terminologie et les termes d'hypolaciasie,
de malabsorption et d'intolérance au lactose sont souvent
confondus.

U'hypolactasie corespond & une dérégulation de la
synthese etfou de l'activité enzymatique de la lactase,
glycoprotéine présente 2 la surface des villosités jgjunales.
Cette déficience en lactase peut étre d'origine primaire
congénitale lorsguielle résulte d'une mutation du géne
codant pour la lactase et apparait alors dés la naissance [1],
ou d'origine primaire acquise lorsgu'elle se développe avec
Iage [2]. Les symptames provogués sont dintensité sévére
dans le cas d'une déficience congénitale et dintensité
|égére a modérge dans le cas d'une deficience acquise. La
perte d'activité lactasigue est irréversible dans les deux
cas. La deficience en lactase peut également etre d'origine
secondaire, notamment dans le cadre d'une atieinte épithe-
lizle intestinale ; elle est dans ce cas réversible. Dintensite
modérée & sévere, cette déficience reste temporaire car dés
guelepithelium guerit, I'activité lactasigue reprend savaleur
initizle[3]. La malabsorption, ou maldigestion, correspond &
la mauvaise degradation j&unale du lactose qui arrive alors

intact au niveau du colon ol il est fermenté. L'intolérance:

comespond @ 'expression des symptomes a I'échelle de
Iindividu [4].

Cestrols termes ne sont donc pas éguivalents, mais inclusis.
Ainsi, un intolérant au lactose sera nécessairernent hypo-
lactasigue et malabsorbeur, alors gu'un individu hypolacta-
sigue ne présentera pas nécessairement de malabsorption
ou dintolérance.

L'intolerance, correspondart a I'expression
des sympiimes, est créée par la
malabsorption inte tir 4u lactose,
qui est secondaire & mnr ny olactasie , "

Une erynosi. °n au lactose croissante

Uintalérance au lactose est décrite depuis I'Antiguité.
A partir des années 1960, l'exposition au lactose a
nettement augmenté du fait de son adjonction coissante
dans les préparaticns alimentaires. Les avancées techno-
logigues d'apres-guerre ont en effet mis en evidence les
nombreuses proprietes fonctionnelles du laciose comme
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son effet sur la fixation des aromes, la cristallisation, la
gelification, |'émulsion et la coloration des produits [5].
Ainsi, on trouve aujourd’ hui fréguernment du lactose dans
les produits laitiers {lait, yaourss, créme fraiche, glace),
mais aussi dans les produits manufacturés {charcuteries,
viennoiseries/patisseries industrielles, pdtes & gateau/pizza/
tarte/crépe, céréales pour petit-déjeuner, soupes instan-
tanées, sauces.. ) ainsl que dans I'enrobage de certains
médicaments et pilules contraceptives (tableau 7).

Prevalence de I'h, 9lactasie

Chez I'adulte sain, la. perte d'expression de I'activité
lactasigue n’est pas une maladie, mais plutot une évolution
normale. En effet, tout mammifére, une fois sewé, perd
graduellement sa faculteé a digérer |e lactose. On estime gue
I'hypolactasie touche emviron 75 % de la population
mendiale adulte, avec de grandes disparités selon l'origine
ethnigue des individus. Elle est obserée chez 20 % des
Européens du Nord, 40 % des Européens mediterranéens,
70 % des Africains et 80 % des Asiatigues [2]. EnFrance, on
estime entre 10 et 30 % la proporiion d'hypelactasigues.
En cas de symptomatologie digestive liée 2 une auftre
maladie, la prévalence rapporiée est assez variable, mais
reste proche des 10 2 30 % observes dans la population
genérale [6]. L'intolérance au lactose a été rapporiée
comme plus fréguente chez les patients ayant une maladie
inflammatoire chronigue intestinale (40 %) [7]. Elle pour-
rait en revanche etre moins fréguente chez ceux presentant
une maladie coeliague (10 %) [7]. Chez les patients ayant
une pullulation microbienne, la prévalence de ['hypolacta-
sie est similaire a celle de la population générale, mais le
ressentl des symptomes est netiement supérieur [7].

‘ ‘ Du fait de la forte exposition au lactose,
Fhypolactasie concerne 75 %

de la population mondiale mais sa prévalence

reste variable selon les populations , "

Semiologie

L'intclérance au lactose est associée & la survenue de
symptomes non spédfigues. Ces symptomes apparaissent
trente minutes a deux heures aprés l'ingestion de lactose
et sont notamment gastro-intestinaux. Les douleurs
abdominales, distensions intestinales, borborygmes et
flatulences sont présents dans 100 % des cas alors gue
les nausées et vomissements sont présents dans 78 % des
cas (tableau 2). L'intensite de ces symptomes varie selon



Tableau 1. Classement des principaux aliments
selon leur tenewr en lactose. Informations extraites
le 28 janvier 2011 du National Digestive Diseases
Clearinghouse, National Institute of Diabetes and

Digestive and Kidney Diseases.

Aliments Teneur en lactose
(pour 100 g,/100 mL)

Lats
Lait entier en poudre 3Bg
Lait condensé sucré 12g
Lait da brebis 45g
Lait de chamelie 458
Lait de chisvre 45 g
Lait Bcrémeé 45g
Lait entier 45
Lait délactosé 05g
Produits laitiers
Riz au lat 18g
Créme glacée TE
Créme dessert 36g
Yaourt nature 3g
Créme fraiche, crame fouettée 24 g
Fromage blanc 24 g
Roquefort 24 g
Edam 2g
Pamesan 13g
Beurre <lg
Camembert <1g
Emmental <lg
Fromage de brebis <1g
Margaring <1lg
Mozzarella <1lg
Produits ndustrisls
Charcutenes 4g
Gaufres, pancakes, biscuits, cookies 24 g
Purées et soupes instantanées 24g
Viennoiseries 2g
Céréales petit-déjeunsr i-3g
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Tableau 2. Les différents symptomes présentés lors

d'une intolérance au lactose. Extrait de Matthews
SB, et al. Systemic lactose intolerance: : new

perspective on an old problem. Postgrau  ~d J
2005 ; 1981 : 167-73.

: Symptomes % parmi les patients
gastro-intestinaux presentant des symptimes
(n=133)

Doulewrs abdominales 100

Distensian intestinale 100

Barborygme 100

Flatulenca 100

Mausée 7B

Vomissement 7B

Diarrhée osmotique 0

Congtipation 0

la quantité ingérée de lactose [B]. Certains auteurs y
associent des intolérances |égéres, modérées et sévéres,
A charge identigue, le lactose sous forme solide induit

moins de symptomes gue le lactose sous forme liguide.

Une explication avancée est le temps de vidange
gastrigue  plus long pour un aliment sclide, ce qui
échelonne "arrivée du lactose dans le colon [9]. De fagon
similaire, I'augmentation de la teneur energetique du
repas gui accompagne l'ingestion de lactose peut réduire
la sévérité des sympiomes.

Metabolisme du lactose

Chez un sujet absorbeur, le lactose est hydrolysé au niveau
du jgjunum en glucose et galaciose, ensuite absorbés au
niveau de liléon. Le galactose peut partidper ala synthése
de glycoprotéines et de glycolipides, étre Bomeérisé en
glucose au niveau du foie, ou etre excrété dans les urines.
Le glucose subit les réactions métaboligues d'utilisation
directe par les muscles, le cerveau et les autres tissus, de
stockage dans le foie sous forme de glycogene et de
triglycérides et d'accumulation dans le tissu adipew. Chez
un sujet malabsorbeur, le lactose parvient intact jusgu’au
colon proximal ol il se compoerte alors comme une fibre
fermentescible. La fermentation coligue, réalisée par la
flore anaérobie hydrolytique et glycolytique, produit des
sucres réducteurs {lactitol et galactitol), des métabolites
intermediaires et des produits terminaux de dégradation
{acides gras a courtes chaines, gaz) [10]. Les métabolites



intermédiaires et terminaux, restant dans les contenus
wligues, provoguent une augmentation de charge
csmotigue, un afflux d'eau et une distension intestinale
1l

Une adaptation coligue est possible chez certains ind widus.
Selon un phénomene similaire & celui observé avec le
lactulose, la consommation réguligre de lactose pourrait
moduler la flore coligue et orienter son métabolisme vers le
« recydage » des sucres réducteurs, des acides organigues
et des addes gras a chaines courtes [10]. Ainsi, |"équilibre
dynamigue entre les taux de production, de dégradation
et de réabsorption des composés osmotiguement actifs
permettrait de réduire les symptomes [12]. Par ailleurs,
certains auteurs ont mis en évidence une modification
gualitative et guantitative de la flore celigue lors dune
ingesticn prolongée de lactose [13, 14] Les bénéfices
symptomatologigues de cette modulation restent cepen-
dant discutés.

La fermentation colique du lactose est a
l'origine de l'intolérance ""

QOutils diagnostiques : avantages
et limites

Tests caractérisant I'hypolactasie

Le dosage des activités lactase, sucrase et maltase sur
bicpsie intestinale a longtemps été considéré comme la
technigue de référence. L'hypolactasie est suggérée pour
un ratio lactasefsucrase inférieur a 0,3 et une acivité
lactase inférieure & 10 Ul/g de protéines [15). Cependant,
e dosage ne permet pas un diagnostic « absolu » car le
site de prélevement est souvent proximal, alers quil peut
exister une activité laciase en partie distale permetiant une
absorption nommale du lactose. Un nouveal test, basé sur
une réaction colorimétrique appréciant I'activité lactasique,
a eté développe en 2007, Plus rapide - 20 minutes sont
nécesaires pour le dosage -, il semble présenter une bonne
fiabilié avec une sensibilité de 95 % et une spacificiié de
100 % [18].

Un test genétique permet d'identifier certaines mutations
connues dans e géne codant |a lactase, a 'aide d'une
&tude par-PCR. Il se pratique sur de |"ADN constitutionnel,
par exemple obtenu a parir d'un frotie buccal. Les
polymorphismes C/T-13210 ef T/T-13910 sont etroite-
ment associes au phénotype twlérant ; le génotype O/C-
13910 est associé au phénotype intolérant. Les sensibilités
et specificiies rapporiées pour ce fest s'elendent respec-
tivement de 93 3 100 % et de 95 a 100 % chez l'adulte
[17]. Cependant, le role du polmorphisme dars la
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réduction de la transcription du géne reste encore
discute.

Tests caractérisant la malabsorption

L'analyse du pH des selles par un papier indicateur et la
recherche de sucres par une technigue chromatographicue
ont &té utilisées. Une malabsorption est suggérée guand le
pH est inférieur & &, |2 guantité des suces réducteurs est
supérieure a 0,5 % et que du lactose apparait sur le
chromatogramme [18]. La sensibilité de ce test est faible,
de méme gue sa spédficitd, car la mesure du pH peut
manguer de fiabiité et la quantité de sucres réducteurs
peut &tre bizisée par la motilité intestinale &1 |a réabsorption
d'eal.

Le dosage de galactose dans les urines a également été
proposé. Pour les mérmigs raisons gue le test sanguin,
éthancl et lactose sont ingérés conjointement. Le fest
urinaire se fait 40 minutes apres ingestion et une guantité
de galactose inférieure 2 2,0 mmaol/L emoignerait de |z
malabsorption du lactose. Les sensibilites et spédificité
rapportées pour cette méthode varient de 77 a 96 % et de
B8 & 100 % [19].

L'étude dynamigue de la glycémie, toutes les 15 minutes
pendant 1 heure aprés l'ingestion de 25 a 50 g de lactose,
peut aussi metire en évidence la malabsorption de ce sucre.
Une hausse de |z glycémie supérieure 2 1,7 mmaliL reflete
une absorption normale du lactose, alors gu'une hausse
inférieure 3 1,1 mmollL suggere 'existence de sa malab-
sorption. La zone comprise entre 1,1 et 1,7 mmol/L est
delicate a interpréter. Les sensibilites et spadficités
rapportées s'étendent toutes deux de 70 a 95 % [20]
Afin d'optimiser ces paramétres, |"étude conjointe de la
glycémie et de la galactosémie a été proposée. L'éthanol,
ajoute aux dosesde 150 mofka, estingéré en meme temps
que le lactose et permet d'inhiber la conversion hépatigue
du galaciose. Cette combinaison semble assurer une
amélicration de la sensibilité et de la spéaficité qul sont
alors respectivernent de 97 % et 93 % [21].

Le test respiratoire & hydrogéne est, depuls les années
1975, une des technigues les plus utilisées. Ce test repose
sur la guantification d'hydrogéne contenu dans | air expiré.
Si cette quantité est supérieure ou égale a 20 ppm sur les
trois heures suivant I'ingestion de 25 & 50 g de lactose, la
malabsorption  est diagnostiguée. Les  sensibilités et
spécificités rappontées pour ce test varient respectivement
de 803 100 % etde 704 100 % [22]. La fiabilite de ce test
reste critiguée. Les faux positifs sontnotamment causés par
la pullulation microbienne, présente chez 5 % de la
population. Les faux négatifs sont notamment causes par la
méthano-excrétion survenant chez 30 a 50 % de la
population genérale dont la flore intestinale transforme
I'hydrogeneen méthane. Depuis 2008, ilest ainsi suggéréde
coupler le dosage de I'hydrogéne & celui du méthane [23].



Le test respiratoire a I'hydrogene repose
sur la quantification d’hydrogéne contenu
dans l'air expiré. Si cefte quantite est sup érieure
ou egale a 20 ppm sur les trois heures suivant
lingestion de 25 3 50 g de lactose,
Ia malabsorption est diagnostiquée ’ ’

Caracterisation de l'intolérance

L'évaluation des symptomes, déclenchés aprés I'ingestion
de 2509 de lactose, peut aussl étre utiisée par un
guestionnaire validé en 2009 [24]. Ce questionnaire permet
de construire un score obtenu a partir de cing items
{diarrhées, nausées, borborygmes, douleurs, flatulences)
notéschacunde 13 10. Unscore moyen supérieur ou égal 3
7.5 sur 10 témoignerait d'une intolérance au lactose. La
sensibilité et spécificite de ce test sont respeciivement de
75 % et 67 %. Ces fables waleurs s'explguent par
I'existence de sympidmes non spédfigues, aussi observés
lors dun syndrome de lintestin irritable, et par une
surestimation des symptomes chez 30 % des sujets [25]

‘ ‘ Une eévaluation conjointe de la

malabsorption et de l'intoiérance devrait
etre systematiguement realisée afin d'optimiser
Ia fiabilité du diagnostic " ’

Thérapeutique

La principale solution propesée en routine est I'exclusion
des produits contenant du lactose et leur substitution par
des denrées alimentaires naturellement pauvres en lacose
(par exemple : laits de chamelle, laits végétaux) ou traités
pour le devenir. Depuis les années 1990, |'hydrolyse
préalable du laciose est fréquemment utiisee. De
nombreux produits « sans lactose » ou « & teneur réduite
en lactose » sont apparus sur le marché comme les
produits |aitiers délactosés par procédé chimigue (ajout
de lactase de micro-organismes) ou mécanigue (ultra-
filration). Récemment, le régime d'exclusion a &g
généralisé & tous les polysaccharides fermentesdbles,
appelés FODMAF (Fermentable Oligo, O and Mono-
sacchardes, And Polpols). Les études ont révéld des
bénéfices symptomatiques chez 75 % des patients
présentant un syndrome de 'intestin irritable [26]. Ce
régime est cependant trés difficile a suivre, notamment en
rason des sources cachées de lactose. Par ailleurs, il
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conduit 2 éliminer les produits laitiers et paut provoguer,
sur le long terme, des carences importantes en yitamines
{B2, D) et minéraux (Ca, P}.

L'usage des compléments alimentaires enrichis en activité
lactasigue est aussi proposé. Cette enzymothérapie sub-
stitutive est trés plébiscitée dans les pays anglo-saxons, mais
reste encore peu utilisée en France. Des études cliniques ont
mis en évdence les bénéfices symptomatiques de cette
enzymothérapie substitutive en ladase extraite de champi-
gnons comme Aspergilius oryzae [27] ou de levures comme
Kiuyveromyces factis [28]. Les prindpauw résultats sont des
reductions hautement significatives (p < 0,01) de "hydro-
géne expiré et des symptomes gastro-intestinaux sur les
heures suvant l'ingestion conjointe de lactose et de lactase.
Ainsi, une supplémentation en lactase facilite la consomma-
tion de produits laitiers, essentiels notamment pendant les
periodes de croissance et de périménopause.

Drautres stratégles améliorant [a digestion du lactose sont
en cours de développement via une supplémentation en
prébiotiques et/ou probiotigues.

; ‘ Les solutions thérapeutiques font appel au
cegime d'exclusion, a la consommation
de denrées alimentaires déelactosées et a une
-upplémentation en lactase exogene au moment
u. la consommation de produits contenant
du lactose ’ ’

Conclusions et perspectives

Bien gu'étudiée depuis plus de dnguante ans et largement
vulgarisée, |'intolérance au lactose est encore associée a
une prise en charge non codifiée. Malgré B diversité des
tests existants, leur fiahilté relative et leur mangue
d'accessibilité limitent les possibilités d un diagnostic fiable.
La combinaison de dew testssimples, comme I'étude de la
glycémie et e test respiratoire a ["hydrogéne aprés charge
en lactose, devrait etre systematiguement proposée aux
patients présentant une symptomatologie évocatrice. Ced
est d'autant plus important gue l'intolérance est une
condition chronigue ef qgue des sclutions thérapeutigues
existent pour cette condition. [ |
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‘ | |ake home messages
3

m L'hypolaciasie touche environ 20 % de la population
francaise.

m En cas de sympiomes évocateurs, des possibilités
diagnostigues existent et une combinzison de tests
simples doit etre systematiguement proposée.

m les solutions thérapeutigues disponibles sont le
régime d'exclusion, la consommation de denrées
alimentaires délactosées et la supplémentation en
lactase exogéne lors de la consommation de sources
de lactose.

Conflits d'interets : RB est investigateur d'une étude en
COUrs sur ke guotient respiratoire et la mise en évidence de
la malabsorption du lactose. GC et RE exercent une acthviteé
de conseil aupres de la fondation Urgo. [ ]
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V. Discussion, conclusions et perspectives

V. 1. DISCUSSION GENERALE

Ce travail a permis de valider I’hypothese selon laquelle la non-utilisation du lactose liée
a sa malabsorption par les sujets malabsorbeurs peut étre détectée par mesure des
échanges respiratoires en calorimétrie indirecte. Pendant les quelques heures suivant
I’ingestion de lactose, celui-ci passe 1’intestin gréle sans étre absorbé et parvient au cdlon
ou il est fermenté. L’absence d’absorption iléale s’observe en calorimétrie indirecte,
comme souligné dans les études animale et clinique, avec une montée moindre du QR et
de la Gox et une inhibition moindre de la Lox. Les différences maximales entre les 2
groupes sont obtenues aux environs de 3 heures post-ingestion chez les animaux (groupe
saccharose versus groupe lactose) et de 1 heure post-ingestion chez I’Homme (absorbeurs
versus malabsorbeurs). Le pic de QR atteint sa valeur maximale de 0.93 a t = 210 min
chez le rat recevant un régime lactose et de 0.87 a t = 50 min chez le sujet malabsorbeur.
Plusieurs raisons peuvent expliquer ces différences de cinétique. D’une part,
contrairement a ’Homme qui est capable d’ingérer du lactose seul dilué dans de 1’eau
pur, le rat a recu un régime contenant du lactose mélangé a d’autres nutriments qui ont
ainsi contribué a une montée plus importante de QR. De plus, la dose de lactose ingérée
n’est pas transposable de I’animal a ’Homme puisque le rat a ingéré en moyenne 3.1 g
de lactose/ kg poids corporel alors que ’'Homme a ingéré en moyenne 0.4 g de lactose/
kg poids corporel. Par ailleurs, les pics de QR significativement différents entre les rats
recevant le régime saccharose (QR max = 1) ou lactose (QR max = 0.93), et entre les
sujets absorbeurs (QR max = 0.93) et malabsorbeurs (QR max = 0.87) suggerent que
cette mesure métabolique pourrait €tre utilisée pour détecter la malabsorption du lactose
chez ’Homme. Comme indiqué dans 1’étude clinique, la mesure du QR pourrait étre
couplée a d’autres parametres cliniques comme le score des symptomes (principalement
des flatulences) ou la localisation de la douleur, et biologiques comme la glycémie. La
mesure de QR présente 1’avantage d’une préparation simple (une nuit de jeline)
contrairement au test respiratoire a I’hydrogeéne qui nécessite une préparation sur 48 h
(régime sans résidus, absence de cigarette et d’activité physique). Il est a noter que la
principale difficulté de sa mesure est le bruit de fond causé par 1’hyperventilation du

patient mais qu’elle peut €tre minimisée par 1’habituation du sujet a 1’appareil durant une
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trentaine de minutes avant 1’établissement de la ligne de base. La mesure du QR pourrait
s’avérer €tre une méthode diagnostique également intéressante pour certains patients,
notamment diabétiques ou atteints d’une pullulation de 1’intestin gréle. En effet, chez ces
patients, les techniques traditionnelles ne sont pas applicables puisque leur condition peut
engendrer des résultats erronés. Par exemple, un faux diagnostic négatif peut se produire
dans le cas du test de glycémie réalisé chez un sujet diabétique non traité (I’augmentation
de glycémie peut étre due a une glycémie aléatoire, plutdt qu’a la bonne absorption
intestinale du lactose) et un faux diagnostic positif peut se produire dans le cas du test
respiratoire a I’hydrogene réalisé chez un patient atteint d’une pullulation de I’intestin
gréle (I’augmentation d’hydrogene expiré peut etre due a la fermentation d’une partie du
lactose dans l’intestin gréle par les bactéries gram négatif présentes, plutdt qu’a la
fermentation du lactose malabsorbé au niveau du co6lon). Des études complémentaires
restent cependant nécessaires pour valider ’efficacité de la mesure du QR sur un plus
grand échantillon, ainsi que sur les populations particulieres (patients diabétiques,
atteints d’une pullulation de I’intestin gréle, fumeurs, sportifs, asthmatiques...) chez qui
les modifications connues du métabolisme glucidique, de la fermentation microbienne
intestinale, du temps de transit colique et des troubles de la respiration sont susceptibles

de perturber les valeurs de QR enregistrées.

Ce travail a également permis de valider 1I’hypotheése que le devenir intracolique du
lactose non digéré était susceptible de moduler 1’activité et la composition du microbiote
intestinal et le métabolisme de 1’hote. Dans le cdlon du rat ayant ingéré du lactose,
comme dans celui du sujet malabsorbeur, la chaine trophique de fermentation du lactose
par le microbiote est alors initiée. Le lactose utilis€ comme substrat énergétique permet
la prolifération des bactéries fermentaires primaires et/ ou a activité beta-galactosidase
positive (lactobacilles, bifidobactéries, entérobactéries, Bacteroides) notamment dans le
caecum et le cdlon proximal. Ces proliférations sont associées a I’augmentation d’activité
beta-galactosidase et a la production de gaz (appréciée qualitativement dans le caecum
des animaux au moment des dissections), d’AGCC et de lactate dans les contenus
caecaux et coliques. L’augmentation des concentrations en métabolites microbiens
témoignent de leur accumulation, observée des le premier jour d’ingestion de lactose. Les
élévations des concentrations en AGCC et en acide lactique coincident avec une

N

augmentation de I’expression des transporteurs coliques spécifiques a ces composés 6
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heures apres l'ingestion de lactose. Cette réabsorption colique peut €tre interprétée
comme le résultat d’interactions microbiote-hote. Cependant, au-dela de la 8° heure post-
ingestion, 1’expression des transporteurs coliques reste stable suggérant une saturation
des capacités adaptatives de 1’hdte. Pendant la période [6-8h] post-ingestion, I’activation
des transporteurs peut expliquer la hausse (et le moment d’apparition du pic) des teneurs
en AGCC et lactate dans le sang porte. Lorsque 1’ingestion de lactose se prolonge dans le
temps (jusqu’a 6 jours), la saturation des transporteurs coliques a AGCC reste visible
avec une stabilisation de la concentration en AGCC et en lactate dans le sang porte. Les
AGCC absorbés par I’hdte sont alors métabolisés dans le foie ou dans les autres tissus
(muscle, cerveau, cceur). L’apport tardif d’énergie qu’ils représentent s’observe
également en calorimétrie indirecte au-dela de la 8° heure post ingestion, avec une
stabilisation du QR et de la Gox au-dessus de la ligne de base. Le défaut d’absorption de
polysaccharides provenant de diverses fibres alimentaires (cellulose, pectines, amidon
résistant, arabinoxylane) suivi d’une récupération tardive d’énergie, avait d’ailleurs été
mis en évidence par calorimétrie indirecte et avait révélé des effets plus ou moins
prononcés selon la nature de ces fibres (Aust et al., 2001).

Lorsque I’ingestion de lactose est prolongée jusqu’a 6 jours, les AGCC et le lactate
poursuivent leur accumulation dans le lumen conduisant a une acidification des contenus
et a une augmentation d’osmolarité. Pendant les premiers jours d’ingestion de lactose
nous avons observé une hausse de [’activit¢ MPO ainsi qu’une modification de
parametres histologiques de la muqueuse colique avec une réduction du ratio [muqueuse/
section] et une augmentation du ratio cellules [muco-sécrétrices/ colonyctes]. Cet état
transitoire qui s’atténue apres le 2e jour est néanmoins évocateur d’un état inflammatoire.
De facon similaire, des mécanismes inflammatoires ont été observés chez le rat (Ten
Bruggencate et al., 2005) et ’Homme (Ten Bruggencate et al., 2006) recevant un régime
contenant des fructo-oligosaccharides pendant 2 semaines. Dans ce cas, 1’ingestion
chronique de fibres fermentescibles a conduit a une prolifération caecale et colique de
bifidobactéries et de lactobacilles, a une augmentation des concentrations caecales en
AGCC et des concentrations en mucines fécales, ainsi qu’a une augmentation de la
perméabilité intestinale (excrétion urinaire de CrEDTA) et de la translocation bactérienne
(Salmonelle) probablement due a une altération des jonctions serrées de I’épithélium

intestinal. Bien que les conséquences d’une telle ingestion chronique de fibres
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fermentescibles semblent relativement bien €tablies, aucune étude n’a confirmé de telles
données lors d’une ingestion chronique de lactose par un individu malabsorbeur.
La principale modulation d’un apport prolongé en lactose concerne le microbiote
intestinal. Méme si le nombre de bactéries totales reste stable, de profonds remaniements
des équilibres entre les populations étudiées se produisent de facon segment-spécifique.
En effet, apres 6 jours consécutifs d’ingestion de lactose, la prédominance des
bifidobactéries et des groupes Lactobacillus et Bacteroides s’installe dans le caecum ; celle
des bactéries lactiques et du groupe Bacteroides s’installe dans le colon proximal ; celle des
bifidobactéries et du groupe Bacteroides s’installe dans le cOlon distal. Les bactéries sulfato-
réductrices diminuent dans tous les segments a la faveur des bactéries acétogenes dans le
caecum et le colon proximal, et a la faveur des bactéries acétogenes et des archées
méthanogenes dans le cdlon distal. Les évolutions spatio-temporelles des différentes
populations bactériennes peuvent étre liées aux évolutions des parametres physico-
chimiques dans le lumen (hausse d’osmolarité, baisse du pH, baisse des concentrations en
donneurs et accepteurs d’électrons...) et a 1’établissement d’interactions entre
populations (compétitions, syntrophismes). Ces modulations de composition, associées a
des modulations d’activités métaboliques, ont alors contribué a la création a J6 d’une
zone de fermentation active tout le long du co6lon et principalement dans le caecum et le
colon proximal, ainsi que d’une zone de récupération d’hydrogene a partir du caecum et
s’intensifiant fortement dans le cOlon distal. Malgré des conditions d’étude et des
techniques d’analyse tres différentes, nos résultats concordent avec ceux obtenus par
d’autres équipes soulignant la modulation de composition et d’activité des bactéries des
contenus, ainsi que 1’amélioration de la tolérance de 1’hdte (Briet et al., 1997 ; He et al ,
2006 ; He et al, 2007 ; Hertzler et al., 1996 ; Ten Bruggencate et al., 2005; Ten
Bruggencate et al., 2006 ; Szilagyi et al., 2010). De plus, nos résultats complétent ceux
obtenus précédemment et semblent originaux dans la mesure ol ils présentent une
description des conséquences d’une malabsorption prolongée de lactose :

- spatio-temporelle avec un suivi des variations de chaque segment a différents

temps,
- intégrée avec I’évaluation des conséquences globales, a 1’échelle du métabolisme
du microbiote et de I’hote mais aussi a 1’échelle de la physiologie de 1’hote.

La modification de la physiologie de 1’hote pourrait donc étre consécutive aux

modulations du microbiote. La modification des parametres inflammatoires liée a une
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évolution de la composition du microbiote intestinal a déja été décrite dans la littérature
scientifique. En effet, ’administration chronique (21 jours) d’un régime déficient en
magnésium sur un modele souris a d’abord conduit a une diminution rapide des teneurs
coliques en bifidobactéries puis a une perturbation de la fonction barriere de 1’épithélium
intestinal, a une inflammation de 1’épithélium intestinal (augmentation des TNF-alpha et
des interleukines IL-6) et a des perturbations métaboliques comme le diabéte de type-2

(Cani et al., 2008; Pachikian et al., 2010).

Comme illustré dans la figure 29, les résultats de nos études permettent donc de proposer
un nouveau marqueur de la malabsorption du lactose qui, aprés une plus ample
validation, pourrait étre utilisé pour le diagnostic chez I’homme. Ils mettent également en
évidence les conséquences de 1’ingestion aigue ou chronique de lactose sur la dynamique
des populations bactériennes coliques, sur leurs activités métaboliques et sur la
physiologie de I’hdte. Ces résultats soulignent 1’existence d’interactions entre le
microbiote intestinal et 1’h6te malabsorbeur mis en situation d’ingestion de lactose.
Certains des mécanismes d’interaction suggérés dans ce travail pourraient &tre exploités

pour arriver a une atténuation des symptomes de I’intolérance au lactose.

V. 2. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nos travaux mettent en évidence la modulation du microbiote intestinal essentielle a
I’adaptation de la physiologie de 1’hdote malabsorbeur ingérant du lactose, aussi bien
ponctuellement que de facon prolongée. Ces résultats suggerent 1’importance des
interactions hdte-microbiote, dans le cadre d’une malabsorption aigue et chronique de
lactose.

Plusieurs perspectives peuvent alors é€tre envisagées. Premierement, la calorimétrie
indirecte pourrait €tre utilisée comme méthode diagnostique (complémentaire aux tests
cliniques) de la malabsorption du lactose. Deuxiémement, certains micro-organismes
pourraient €tre utilisés pour réduire les symptomes de l'intolérance. Notre étude a
suggéré les bénéfices de probiotiques « traditionnels » constitués de souches de
lactobacilles ou de bifidobactéries mais aussi, de fagon plus originale, les bénéfices d’une

complémentation (si toutefois elle est techniquement possible) en micro-organismes
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hydrogénotrophes (bactéries acétogenes ou archées méthanogenes) ainsi qu’en

Bacteroides (avec des propriétés protéolytiques atténuées).
Suite aux résultats obtenus lors de ce projet de these, le développement d’un kit de

diagnostic (couplant la détection de la malabsorption et de 1’intolérance au lactose) et de

traitement optimisé a débuté au sein de 1’entreprise Vivatech ayant financé ce projet.
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